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LOI CAM POAN

T6i xin cam doan luan 4n: “Nghién ciru ché tao, danh gia tic dung ho4 tri -
nhiét tri ung thw va sy phan bd in vivo ciia hé din thudc nano da chirc ning
gfin chit phat huynh quang hong ngoai gin” 1a cong trinh nghién ctru ciia chinh
minh dudi sy hudng din khoa hoe cua-tap thé hudng din. Luan 4n st dung thong
tin trich din tir nhidu ngudn tham khao khac nhau va c4c théng tin trich dan duoc
ghi 18 ngudn gbc. Cac két qua nghién ciru ciia t6i dugc cong bS chung véi cac tic
gia khac da dugc su nhat tri ctia dong tac gia khi dua vao luan an. Céc sb liéu, két
qué duoc trinh bay trong lun 4n 13 hoan toan trung thuc va chua tirng dugc cong b
trong bat ky mét cong trinh nao khac ngoai cac cong trinh cong b6 cuia tac gia. Luin
an dugc hoan thanh trong thdi gian t6i lam nghién ciru sinh tai Hoc vién Khoa hoc

va Cong nghé, Vién Han 1am Khoa hoc va Coéng nghé Viét Nam.

Ha Noi, A4 thang AOnim 2024

Tac gia luan an

Phan Ké Son



LOI CAM ON

T6i xin bay to 10ng biét on chan thanh va sau sac dén tap thé giang vién
huéng dan, PGS.TS. Ha Phuong Thu va TS. Lé Thi Thu Huong da tan tinh
huéng dan, hd trg, dinh hudng va chi bao cho tdi trong suét thoi gian thuc
hién luan an.

Toi xin chan thanh cam on Ban 1anh dao Hoc vién Khoa hoc va Céng
ngh¢, Phong Pao tao va cac phong chirc ning ctia Hoc vién da ho tro ti hoan
thanh cac hoc phan caa luan &n va moi thu tuc can thiét khac trong qué trinh
thuc hién luan an.

Toi ciing xin chan thanh cam on su hudng dan va chi day tan tinh cua
GS. Bich Thuy DOAN - Truong Pai hoc Chimie ParisTech - Unversité PSL,
CNRS (nguoi da co6 su hop tdc nghién cuau véi PGS.TS Ha Phuong Thu tu
lau) trong thoi gian t6i dwoc thuc tap tai Phap. GS d hudng dan toi van hanh
thiét bi va thuc hién nhiéu thir nghiém in vivo dé hoan thanh cac noi dung
nghién ctu caa luan an.

Dic biét, t6i xin chan thanh cam on su hd tro kinh phi tir dé tai cua
PGS.TS. Ha Phuong Thu thudc Chuong trinh nghién ciu co ban Qu¥y
Nafosted ma s6 108-05-2019.304 (HPT) va dé tai thuoc Chuong trinh Hop tac
quéc té cap Vién Han 1am KHCNVN mé sé QTFR01.01/19-20. Dé tai cap
Vién Han 1am KHCNVN cua PGS.TS. Tran Ngoc Quyén, thudc Chuong trinh
nhoém nghién ctiru xuat sac hang |, ma s6 NCXS.01.01/23-25.

T6i xin chan thanh cam on su hd tro cua Quy VINIF véi sy tai trg thudc
Chuong trinh hoc bong dao tao thac si, tién si trong nuéc cua Quy Poi méi
sang tao Vingroup (VINIF) trong thoi gian hoc NCS, cac mi sd
VINIF.2021.TS.038, VINIF.2022.7TS.106, VINIF.2023.TS.101.

T6i xin dugc cam on su cong tac va giup d& day hiéu qua cua TS. Mai
Thi Thu Trang, TS. Pham Hong Nam, va c4c dong nghiép tai Trung tam Vat

liu y sinh tién tién - Vién Khoa hoc vat liéu, Vién Han 1am Khoa hoc va



Cong nghé Viét Nam, vi su gidip d& thuc hién cac phép do, su quan tam dong
vién hét strc quy bau, va déng gop cac y kién vé& chuyén mon trong sudt qua
trinh thuc hién va bao vé luan an.

T6i xin chan thanh cam on Ban linh dao Khoa Khoa hoc vit li€u va
ning luong - Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé; Trung tdm Vat liéu y sinh
tién tién, Phong thi nghiém trong diém Qudc gia vé V4t liéu va linh kién dién
tir - Vién Khoa hoc vt liéu, Vién Han 14m Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam
d tao didu kién thuan loi v& co s& vat chét cho t6i trong sudt qué trinh thi
nghi€ém.

Téi xin chan thanh cam on Pang iy, Ban 1anh dao Vién Han lam Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam va Vién Khoa hoc vat liéu da tao diéu kién va
gitip d& t6i trong qué trinh céng tac dé t6i hoan thanh luén 4n nay.

Cubi cing t6i xin bay to 161 cam on sau sic dén gia dinh, da luén chia sé,
déng vién tinh than va 13 ngudn c6 vii, giup d& t6i vuot qua moi khé khan
trong subt qua trinh thuc hién luan an.

Ha ngi, ngdy//ﬁ‘ thang A0 nam 2024
Nghién ciru sinh

.

Phan Ké Son
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DANH MUC CAC Ki HIEU, CAC CHU VIET TAT

Human lung adenocarcinoma epithelial cells té bao biéu mé ung thu biéu
mo phoi

Atomic Absorption Spectroscopy, pho hap phu nguyén ti

3-Aminopropyl triethoxysilane

Human brain adenocarcinoma cells, té bao ung thu biéu md no

Murine colon carcinoma cell line, té bao ung thu biéu mé dai trang
Dichlomethan

Dynamic light scattering, tdn xa anh sang dong

Differential thermal gravity analysis, phan tich nhiét vi sai

Differential thermogravimetry, nhiét trong Iuwgng vi phan

Doxorubicin

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride
Encapsulating efficiency, hiéu suat nano héa thudc

Enhanced permeability and retention effect, hiéu ng ting tinh thim luu
troe

Field emission Scanning electron mictoscopy, hién vi dién tir quét phat xa
truong

Phé hap thu hong ngoai bién doi Fourier

Cuong do tur truong

Luc khang tur

Cervical cancer cells, té bao ung thu c6 tir cung

Hepatocellular carcinoma, té bao ung thu gan

Human gastric carcinoma cells, té bao ung thu biéu mé da day
Hydrophile - lipophile balance, chi s can bang dau - nudc

Inhibition concentration, néng do &c ché 50% sé té bao

Indocyanine green

Intrinsic loss power, cong suat tén hao noi tai

Loading capacity, kha ning mang thudc

Satutation magnetization, tir d6 bao hoa

Human breast adenocarcinoma cells, té bao ung thu biéu mé tuyén vi
Magnetic inductive heating, dot néng cam ang tir

Multi-functional nano drug delivery system, hé dan thudc nano da chuc
nang

Magnetic resonance image, anh cong huang tur



NHS N-Hydroxysuccinimide

NIR Near-infrared, hong ngoai gan

NMR Nuclear magnetic resonance, cong hudng tir hat nhan

NPs Nanoparticles, hat nano

PC3 Human Prostate Adenocarcinoma, té bao ung thu biéu mé tuyén tién liét
PEG Polyethylene glycol

PBS Phosphate Buffered Saline, dung dich éém photphat

PLA Polylactic axit

PLGA Poly (lactic-co-glycolic) axit

PVA Poly (vinyl achohol)

ry I Do hdi phuc doc va ngang, twong tng 1 va 2

R1, Rz Tbc do hdi phuc doc va ngang, twong tng 1 va 2

RES Reticuloendothelial system, cac dai thuc bao cta hé ludi ndi mo
RF Tan sb vo tuyén

RO12 Téc @6 hoi phuc doc va ngang khi khdng cé chat twong phan
SAR Specific absorption rate, toc do hap thu riéng

SD Standard Deviation, d6 léch chuan

SNR Signal to noise ratio, ty I¢ tin hiéu trén nhiéu

T1, T2 Thoi gian hoi phuc doc va ngang, trong ang 1 va 2

T2* Thoi gian héi phuc ngang hiéu qua

TE Echo time, thoi gian tao tiéng vong

TEM Transmission electron microscopy, hién vi dién tir truyén qua
TGA Thermal gravity analysis, phan tich nhiét

TPGS D-alpha tocopheryl polyethylene glycol 1000 succinate

TR Repetition time, thoi gian lap lai

UV-Vis Ultraviolet-Visible, phé tir ngoai-kha kién

VSM Vibration sample magnetometry, tir ké mau rung

XRD X-ray Diffraction, nhiéu xa tia X
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Bang 5.1

Vi
DANH MUC CAC BANG

Bé tri thi nghiém nhiét tir tri trén chudt mang khdi u phoi
Lewis

Cac nhém chtrc dac trung cua lactide, TPGS va copolyme
PLA-TPGS

Cac nhdm chutrc dic trung cua hé dan thudc nano da chuc
nang (MNDDS) va céac chat thanh phan

Khao sat ty I¢ Dox : FesO4 NPs (w/w) (n=3, mean £ SD)

Gia tri tir d6 bao hoa (Ms) va luc khang tir (Hc) caa FesOs
NPs va cac hé nano PLA-TPGS-Fes04-Doxorubicin
(MNDDS)

Thong sé d6t néng cam ung tir cua cac hé nano PLA-TPGS-
Fez04-Doxorubicin

Cac théng s6 mo hinh dong hoc giai phong thubc cua hé
nano

Gia tri d6 hoi phuc r1, r2 va ty sé ra/r1 cua cac hé nano da

churc nang
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Hinh 1.1
Hinh 1.2
Hinh 1.3

Hinh 1.4

Hinh 1.5

Hinh 1.6

Hinh 1.7

Hinh 1.8

Hinh 1.9
Hinh 1.10

Hinh 1.11
Hinh 1.12

Hinh 1.13

Vii
DANH MUC CAC HINH VE, PO THI

CAu tric phan tir ciia cac polyme PLA, PLGA, PGA va PCL
Phan ng tong hop copolyme PLA-PEG

(a) Cau trdc phan tir cia TPGS va cac hat nano mang thudc
c6 hodc khong c6 TPGS; (b) co ché té bao ciia TPGS tc ché
P-gp

Co che¢ tong hop copolyme PLA-TPGS

(a) Trang thai can bang tir hda sau khi hdi phuc spin; (b) qué
trinh tir hoa doc (T1) va (c) ngang (T2)

Kha nang tang tuong phan hinh anh chup cong hudng tir cua
hé nano FesOs@PMAO & ché do trong T2 (AXIAL) trén
khéi u chuét sau khi tiém tiém truc tiép khdi u, TE= 91 ms,
TR =3970 ms trén chuét. (a) Khong tiém; (b) ngay sau tiém;
(c) sau 15 phat; (d) sau 30 phat

(@ Hinh anh MRI ¢ ché d6 trong T2 cua vat liéu
FesOs@Alginate trong mdi truong nudc voi nong do Fe khac
nhau (0 - 0,45 mM); (b) do hdi phuc ngang va héi phuc doc
cua vat liéu Fes0s@Alginate

(a) Do twong phan anh MRI theo ché do trong T2 cua hé
nano FesOs@PLA-PEG; (b) hinh anh MRI theo ché do trong
T2 khi tiém tryc tiép FesOs@PLA-PEG vao khéi u ran dudi
da chuot

Co ché tiéu diét té bao khéi u bang tac dung nhiét tir tri

Co ché sinh nhiét cia c4c hat nano FesO4 trong AMF do su
dong gop cua ca hai qué trinh hdi phuc Brown va hoi phuc
Neel

Kich thugc khdi u & cac nhém sau mdi lan nhiét tir tri

D6 hap thu cua nudc, melanin, hemoglobin va oxy-
hemoglobin

(a) Cau tric phan tir chung cta chit phéat huynh quang hong
ngoai gan Cyanine (Cy); (b) ddng phan hinh hoc va do dai
lien két cua cac phan tir s6 cachon methine 1é va chin; (c) cau
trdc phan tor cuia Cy3, Cy5 va Cy7; (d) phdé hip thu
(absorption) va phéat xa (emission) twong tng cua Cy3, Cy5
va Cy7 trong DCM
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Hinh 1.14

Hinh 1.15

Hinh 1.16

Hinh 1.17

Hinh 2.1

Hinh 2.2

Hinh 2.3
Hinh 2.4

Hinh 2.5

Hinh 2.6

Hinh 2.7

Hinh 2.8

Hinh 2.9

Hinh 3.1

Hinh 3.2

viii

Cau tric héa hoc cua mot s chat phat huynh quang hdng
ngoai gan thugc nhom Cyanine thudng dugc st dung

(a) Hinh anh hién vi cia bong béng nano Cyanine 5.5 trong
ludi vuong 50 um dudi vat kinh 100x véi A, B va C; (b) hinh
anh hién vi cua bong béng nano Cyanine 5.5 duéi anh séng
pha (trai) va vai bo loc phat xa Cyanine 5.5 (phai); (c) phan
bd kich thuéc cua bong béng nano Cyanine 5.5

(a) Phan bé kich thude dong DLS: (b) anh TEM cua vat liéu
Cy5.5-CNP va ICG-CNP; (c) st phan bé sinh hoc in vivo cua
Cy5.5-CNP ¢ chudt mang khéi u VX2 (n = 3)

Hinh anh huynh quang NIR trén chudt dugc gay khéi u A549
(trai), cudng d6 huynh quang trung binh tir céc khéi u (phai)
cuaa nhém A (EGF-NIR in PBS) , nhom B (NZ-EGF-NIR-
low,2 nM EGF) va nhom C (NZ-EGF-NIR-high,2 nM EGF)
sau 24, 48, 72 va 96 gio tiém, (mean £ SD, n = 3)

So @6 hé dan thubc nano da chic ning PLA-TPGS-Fes0s-
Doxorubicin

So @6 hé dan thubc nano da chiic ning PLA-TPGS-Fe30s-
Dox-Cyanine 5.5

(a) Ph6 UV-Vis; (b) dudng chuan Doxorubicin

Hé thdng ghi anh sang hién vi sang loc/Phan tich ndi ham cao
(Olympus scan”R, Heidelberg, Dtc)

(a) B4 tri chuot thi nghiém; (b) thiét bi cong huong tir 7T
(300WB, Bruker, Avance Il, Wissembourg, Céng hoa Phap)
Thiét bi Photon IMAGER Optima, Biospace Lab, Cong hoa
Phép

(a) Chuot thi nghiém, (b) bé tri chudt trong thiét bi Photon
IMAGER Optima va dugc gay mé trong sudt thoi gian chup
anh huynh quang

So do thr nghiém phét quang sinh hoc trén md hinh chuot
gay khdi u

B4 tri thi nghiém nhiét tir tri in vivo trén thiét bi RDO, model
HFI

(8) Phd H-NMR cua lactide, TPGS va copolyme PLA-
TPGS; (b) cau tric phan tir caa copolyme PLA-TPGS

Ph6 hong ngoai FTIR cua Lactide, TPGS va copolyme PLA-
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Hinh 3.3

Hinh 3.4

Hinh 3.5

Hinh 3.6

Hinh 3.7

Hinh 3.8

Hinh 3.9

Hinh 3.10

Hinh 3.11
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MO PAU

Hién nay, ung thu 13 mét trong nhitng nguyén nhan gay tr vong hang dau
trén toan thé gidi va luén duoc coi nhu mot ganh niang 16n vé y té. Vi vay viéc sém
tim ra giai phap nham chan doan sém va diéu tri ung thu hiéu qua 1a viéc lam hét
sic can thiét. Trong sé cac phuong phap diéu tri ung thu, hoa tri van 13 phuong
phap duoc sir dung nhiéu nhat. Tuy nhién, cac thudc diéu tri ung thu thuong c6 khéi
lwong phan tir nho nén thuong bi dao thai nhanh chong ra khoi hé tuan hoan. Thém
vao d6, do tinh dinh huéng chon loc thap cho nén phan I6n luong thudc héa tri khi
duoc dua vao co thé khdng téi duoc cac to chic ung thu ma thuong c¢d khuynh
huéng phan bd rong trong co thé. Do vy gay ra nhiéu tac dung phu cho bénh nhan
nhu rung toc, suy nhuoc, giam mién dich co thé, tiéu chay, budn ndn...[1] Vi vay,
viéc gin céc thude diéu tri ung thu 1én cac hé mang thich hop cé thé dua thude dén
dung vi tri khdi u véi lidu luong can thiét ludn 1a tha thach 16n va can duoc cac nha

khoa hoc tap trung giai quyét.

Ngoai cac tdc nhan hoéa tri, cAc hat nano oxit sat tir (FesOs) dugc sir dung
rong réi trong diéu tri ung thu do tinh chat tir tinh ty nhién caa ching véi kha ning
huéng dich, kha ning mang nhiéu chat c¢é hoat tinh sinh hoc, tac dung nhiét tir tri
[2]. Ngoai ra, hat nano Fe3O4 con duoc st dung lam chét twong phan anh chup cong
huong tr MRI [3]. Trong cdng nghé duoc pham, cac hat nano oxit st tir va thudc
chéng ung thu dugc boc boi cac 1op vo 1a cac polyme phan huy sinh hoc nhu
dextran, dextran bién tinh, chitosan, chitosan bién tinh, alginate, PLA-PEG.... ting
hiéu qua tac dong ddi voi cac té bao ung thu nhat dinh [4]. Trén thé gidi, mot s6
nghién ctiru vé hé nano da chirc ning dung trong y sinh hoc, dic biét 1a trong diéu tri
ung thu di dugc cdng bé. Tuy nhién, ddy van 1a huéng nghién ciru méi vai nhiéu

trién vong.

Ddng thoi, diéu tri ung thu thuong 14 qua trinh tdn nhiéu thoi gian. Khi bénh
nhan tiép nhan hoa tri s& thuong phai trai qua thém nhiéu xét nghiém dé danh gia
hiéu qua tac dong cua thubc. Mot phuong phap theo ddi qué trinh diéu tri ung thu
thuong dugc sir dung la ki thuat hinh anh quang hoc (optical imaging) dua vao cac
chat danh diu huynh quang. Trong c&c quan sét tin hiéu huynh quang hoic phat

quang sinh hoc trong co thé séng, do cac dic diém quang hoc nhu hap thu va tan xa
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nén viéc quan sat md sau rat khé khan. Cac chat phat huynh quang hong ngoai gan
¢6 nhiéu lgi thé cho qué trinh sinh hoc so vai huynh quang trong pho kha kién, do
kha ning tu phat huynh quang va hip thu caa cac mé sinh hoc & viing séng nay thap
hon [5]. Do d6 tao diéu kién thuan loi trong qué trinh theo dai sy phan bd in vivo
cua thube trong qua trinh diéu tri nho hinh anh quang hoc, tir d6 giup bac si va dugc
sT 1am sang theo ddi tién trién diéu tri va nang cao hiéu qua cua phuong phéap diéu

tri ung thu.

Tur nhan dinh trén cho thay viéc két hop thudc hod tri ung thu véi hat nano
FesO4 va chat phat huynh quang hong ngoai gan c6 thé vira gidp dwa thudc khang
ung thu dén mé can diéu tri mot cach hiéu qua, vira theo ddi duoc dap tng diéu tri
ciia mo ung thu. Viéc két hop cac thanh phan nhu vay thuong dugc thuc hién nho
cac polyme. Mic du, mot s6 nghién ciru trude day da ché tao ra mot sé hé dan thube
da chtrc ning khac nhau [6, 7], tuy nhién theo ching t6i dwoc biét nghién ctu két
hop cac thanh phan nay con chua dugc thyc hién. Nghién ctu trong luan an nay
thiét ké mot hé dan thubc nano quang tir da chirc niang co gan tac nhan phat huynh
quang hdng ngoai gan Cyanine 5.5 véi nhiéu chirc ning: mang thudc chéng ung thu
Doxorubicin trén nén copolyme PLA-TPGS, phat huynh quang hong ngoai gan dé
theo ddi su phan bé in vivo cua hé dan thudc, ting do twong phan trong chup cong
huong tir MRI, va tiéu diét té bao ung thu bang tac dung hoa trj cua thudc hoic tac
dung nhiét tri cua I8i tir. Vai tro cua Doxorubicin 1a thuéc héa tri nho kha ning
tham gia nhiéu phan (g ciia cac con duong wc ché su phat trién cia té bao ung thu.
Copolyme c6 kha niang mang thudc nhd dau Ky nuéc, vira ¢6 kha ning tang hap thu
thudc nhd dau wa nudc, lam ting hiéu qua diéu tri va lam giam luong thudc can
dung. FesOs & kich thudc nano cé vai trd 1am ting kha ning mang thubc cua hé
(nho kha ning hap phu cac phén tir thudc Doxorubicin). Bén canh do, 16i oxit st tir
FesO4 vai tinh chat siéu thuan tir (¢ kich thudc nhat dinh) ¢ kha nang tu nong 1én
dudi tac dong cua tir truong ngoai. Piéu ndy gilp cho hé cd thé 4p dung trong diét
té bao ung thu bang phuong phap nhiét tir tri.

Trén co sé cac phan tich trén, ching t6i thyc hién luan an “Nghién ciru ché
tao, danh gia tic dung ho4 tri - nhiét tri ung thw va sy phan bd in vivo ciia hé

din thudc nano da chirc ning gin chit phat huynh quang hong ngoai gin”.
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Trong luan 4n nay, chiing t6i ché tao hé dan thudc nano da chirc ning trén co sé hat
nano FesO4 dugc boc bdi copolyme PLA-TPGS, mang thudc Doxorubicin va gén

chét phat huynh quang hong ngoai gan Cyanine 5.5, voi 4 diém méi sau day:

(1) Theo ddi sy phan bé in vivo cia hé dan thubc nano da chic ning nho kha
nang phat huynh quang trong viing hong ngoai gan caa Cyanine 5.5. Qua d6, danh
gia duoc kha niang hudng dich thu dong téi vi tri khdi u va dic diém phan bé tai cac
co quan bang k¥ thuat hinh anh quang hoc (optical bioimaging) trén mé hinh chuot
gay khdi u dai trang CT26.

(2) Panh gia tac dung hoa tri cua hé dan thudc nano da chirc ning bang k¥
thuat phat quang sinh hoc (Bioluminescence).

(3) Viéc két hop tac dung hoa tri va nhiét tir tri mang lai hiéu qua diéu tri khdi
u vuot troi. Bong thoi xac dinh co ché gay doc té bao ung thu cua hé dan thude
nano da chirc ning bang k¥ thuat sang loc noi ham cao (High Content Screening).

(4) Trong cé4c nghién ctu trudc, bén canh viée xac dinh d6 hdi phuc r1, rz, kha
nang ting do twong phan trong chup cong huong tir MRI duoc xac dinh bang cach
dinh tinh trén hinh anh in vivo. O luan 4an nay, chung t6i dinh luong tin hiéu MRI
bang phuong phap %los dé khang dinh sy khac biét vé kha ning ting d6 twong
phan, d6ng thoi ching minh dugc kha ning huéng dich thy dong téi vi tri khdi u

cta hé dan thudc nano da chirc ning trén mé hinh chudt gay khéi u dai trang CT26.

Thanh cong cua luan an nay co thé dong gop maot hé trj liéu hiéu qua khdng
chi dat duoc hiéu qua diéu tri kép khi két hop hod tri véi nhiét tir tri trong cing mot
hé dan thudc, ma con gop phan 1am ting d6 twong phan anh MRI va kha ning theo
ddi bang danh dau huynh quang cia mé ung thu. Qua d6, nham hd tro ké hoach
diéu trj cling nhu danh gia dap (ng cua mo ddi véi qua trinh diéu tri.

Muc tiéu luan an:

1. Ché tao duogc cac hé dan thudc nano da chirc ning co gin tc nhan phat
huynh quang hong ngoai gan

2. Panh gia dugc tac dung hoa tri, kha ning theo ddi, phat hién su phan b in

vivo cua thudc tai cac mé ung thu bang chat phat huynh quang hdng ngoai gan, kha
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nang tang d twong phan trong chup cong huong tir hat nhan va kha nang nhiét tir tri
ctia cac hé dan thudc nano da chirc nang.
B cuc caa luan an:

Luan an c6 130 trang (chua bao gom tai liéu tham khao), bao gém phan ma

dau, 5 chuong noi dung va két luan. Cuy thé nhu sau:

Mé dau

Chuong 1. Téng quan vé hé dan thudc nano da chirc ning trong chan doan va
diéu tri ung thu.

Chuong 2. Phuong phép nghién ctu

Chuong 3. Hé din thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-FesOs-Doxorubicin

Chuong 4. Hé dan thudc nano da chirc ning gan chat phat huynh quanh hong
ngoai gan PLA-TPGS-Fe;04-Doxorubicin-Cyanine 5.5

Chuong 5. Danh gia kha nang tang d¢ twong phan trong chup cong huong tur
hat nhan, su phan b in vivo, tac dung hda tri va nhiét tir tri caa hé dan thudc nano

da chirc nang gin chat phéat huynh quang hong ngoai gan

Két luan va kién nghi
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CHUONG 1. TONG QUAN VE HE DAN THUOC NANO PA CHUC NANG
TRONG CHAN POAN VA PIEU TRI UNG THU

1.1. Khai quét vé hé din thudc nano da chirc ning trong chin doan, diéu tri
ung thw

Hién nay, ung thu da tré thanh mot trong nhirtng nguyén nhan gay tir vong
hang dau trén toan cau. Theo s liéu thong ké vé ung thu toan cau theo khu vuc trén
thé giéi trong nam 2020 (GLOBOCAN), ty 1é mic va tir vong do ung thu dang gia
tang trén toan thé gisi [8]. Tai Viét Nam, s ca mac méi va s ca tir vong do ung
thu dugc udc tinh 1a 182.563 va 122.690. Nam 2018, Viét Nam dung & vi tri thu
99/185 vé ty suat mac mai va thir 56/185 vé ty suat tir vong trén 100.000 nguoi.
Thir hang nay d ting 1én 91/185 vé ty suat mac méi va thir 50/185 vé ty suét tir
vong vao nam 2020 [9]. Piéu nay cho thay tinh hinh mac méi va t vong do ung thu
& Viét Nam dang gia ting nhanh. Tinh hinh nay ciing twong tu véi nhiéu qudc gia
trén thé gidi, bao gom ca cac qudc gia phét trién nhu Phap, Nhat Ban, Anh, Hoa Ky,
va Han Quéc [10].

Phuong phap diéu tri ung thu hién nay cha yéu bao gom phau thuat, sau d6 1a
Xa tri va’hoac hda tri va cac phuong thirc méi khac nhu liéu phap mién dich, liéu
phap gen, liéu phap nhiét, va liéu phap quang hoc. Tuy nhién, mac du thanh céng &
mot mic @6 nhat dinh, cho dén nay nhitng phuong thirc don 1¢ d6 khoé c6 thé cung
cap phuong phap diéu tri hoan chinh do gigi han liéu luong va kha ning khang
thudc cua té bao ung thu ddi véi phuong thirc nay. Do d6, néu két hop dugc hai
hodc nhiéu phuong thirc d6 trén cling mot hé da chirc ning s& gilp phat huy nhiing
vu diém va tranh nhitng nhuoc diém cuia ching, va rat co thé dat duoc tac dung hiép
ddng 1 + 1 > 2. Trong s cac phuong thic diéu tri ung thu ké trén, hod tri 1a mot
trong nhitng liéu phap quan trong nhat. Hoa tri liéu c6 hiéu qua déi véi nhiéu loai
ung thu trong thyc té. Tuy nhién, hoa tri gay ra nhiéu tac dung phu, nguyén nhan la
do khong c6 tinh hudng dich, sy khang thudc cua té bao ung thu va cac van dé vé
d6 hoa tan, tinh thim va tinh 6n dinh cua thudc hoa tri [11]. Do d6, cac hé mang
thudc dugc phat trién dé han ché nhiing tdc dung phu nay. Thém vao dé, cac hé
mang thudc da chtrc ning, két hop viéc mang thudc chéng ung thu véi cac chirc

ning khac ciing duoc phat trién.
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Sy phét trién gan day caa cdng nghé nano trong duoc pham da mang lai hy
vong hién thuc hoa viéc phan phdi thuéc chéng ung thu mot cach bén viing, co
kiém soét va c6 kha ning hudng dich bing cac chit mang nano khéac nhau bao gom
cac tién thudc (pro-drug), mixen, liposome, hat nano lipid ran, hat nano duoc boc
bai polyme va copolyme phan hay sinh hoc [12, 13]. Gidi han cua liéu phap hoa tri
trong van d& dung nap thudc cé thé dugc khac phuc khi két hop véi cac phuong
thire khac nhu liéu phap nhiét tri va liéu phap mién dich. Liéu phap nhiét tri s& lam
tang phan ung cua té bao ung thu vai thuc chdng ung thu va liéu phap mién dich
c6 thé lam ting kha niang phong vé cta co thé. Ca hai liéu phap nay déu dan dén
lidu lwong it hon cho cung tac dung diéu tri hoic cung mét lidu lugng véi tac dung

diéu tri cao hon va it tac dung phu hon [14].

Sy tién trién cua ung thu 1a két qua téng hop cua nhiéu yéu td, thuong khéng
dac hiéu cho khéi u nhung lién quan dén céac qua trinh sinh Iy bénh khéac nhau. Hon
nira, c4c té bao khdi u rat khong dong nhat va cd ty 1& dot bién cao, dan dén su khac
biét vé bénh ly gitra cac loai ung thu, ca thé va ving trong khdi u khac nhau [15].
Pé giai quyét tinh khong dong nhat nay, cac liéu phap két hop da chiic ning trong
chan doan va diéu tri ung thu dua trén vat liéu nano dang duoc tap trung nghién
cttu. Tuy nhién, viéc hai hoic nhiéu chtrc ning lién quan co thé phéi hop nhip
nhang, khai thac ti da hiéu qua trén cuing mot vat liéu nano ciing 1a mot thach thuc.
Véi viéc hién thuc héa nhitng diéu kién ndy, cac vat liéu nano da chic ning duoc

ky vong sé& 1a mot liéu phap chan doén va diéu tri ung thu hiéu qua [16, 17].

1.2. Polyme va cac hé nano polyme
1.2.1. Polyme

Polyme la nhiing hop chat c6 mach phan tir dai, c6 khdi lugng phan tir rat 16n
(thudng hang ngan, hang triéu d.v.C) do nhiéu mét xich (monome) lién két véi nhau
bang lién két cong hda tri. Cac polyme c6 nhiéu ung dung trong phét trién cac hé
dan thudc nano da chirc nang, di mang lai sy thay d6i mang tinh d6t pha trong linh
vuc y sinh [18]. Hé dan thudc nano st dung chat mang 1a polyme hozic copolyme c6
thé cung cap phuong phap phan phdi thuéc bén viing, c6 kiém soat va huéng dich
dé cai thién hiéu qua diéu tri va giam tac dung phu cua thudc hoa tri truyén thong.

Polyme ¢6 nhiéu vu diém tng dung trong hé dan thuéc nano bao gom: (1) cung cap
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kha nang kiém soét giai phong thude dén vi tri dich, (2) mang lai sy 6n dinh cho céc
phan tir kém bén (vi du: protein, DNA, thudc ky nudc,...) va (3) cung cip kha ning
bién d6i cac bé mat bang chit gan trung gian hoic thu thé cho muc dich phan phdi
thudc hudng dich chu dong [19].

Hé dan thubc nano sir dung polyme lam chiat mang c6 thé kiém soat do on
dinh cua céc loai thudc ua nudc va Ky nudc trong thoi gian dai. Cac dic tinh duoc
dong hoc va dugc luc hoc duge didu chinh bang cach két hop thube diéu tri voi
polyme théng qua mot sé co ché bao gom ting thoi gian béan thai cua thudc trong
huyét twong, kha ning khang cic enzyme phan giai protein, giam kha ning sinh
mién dich, ting kha ning hoa tan cua thudc cé trong luong phan tir thip va kha
ning phan phdi chon loc [20]. Do vay, st dung polyme la mét chién luoc tiém ning

dé diéu tri ung thu thanh céng va thuan tién hon cho bénh nhan.

Hai loai polyme chinh dugc st dung trong phan phéi thubc la polyme phan
huy sinh hoc va khéng phan huay sinh hoc. Cac polyme khdng phan huay sinh hoc
gay ra cac van dé vé doc tinh, chu yéu I do tich tu trong co thé. Co ché co ban cua
viéc giai phong thude tir polyme khéng phan huy 1a khuéch tan, dua trén tinh tham
cua polyme va dic tinh cua thudc. Bé giai quyét nhitng van dé ndy, cac nha nghién
clru dd bat dau phat trién cac polyme phan huay sinh hoc vao dau nhimg nam 1970
[21].

Cac polyme phan hay sinh hoc c6 thé 1a polyme tong hop hoic polyme thién
nhién. C4u tao cta mot sé polyme téng hop duoc trinh bay trén hinh 1.1. Cac
polyme c6 thé bi phan hay in vivo bai qué trinh xtc tdc enzym hoic khong enzym.
Cac san pham phu tao ra c6 thé tham gia cac con dudng trao d6i chat khac nhau,
hodc bi vi sinh vat dong hoa 1am ngudn carbon dé giai phong CO2. Mot sé polyme
phan huy sinh hoc c6 ngudn géc tu nhién va tong hop da dugc nghién ciru dé nham
huéng dich thudc va giai phong thude kéo dai, nhung chi mét sé it trong sb ching
c6 kha ning twong thich sinh hoc tot dang dwoc sir dung. Ching c6 doc tinh thap
hodc khong doc hai, pht hop véi nhiéu loai tng dung khac nhau. Polyme phan huy
sinh hoc ¢6 thé nang cao hiéu qua phan phéi thudc bang cach kiém soét qua trinh

giai phong thudc voi luong on dinh trong thoi gian dai [22].
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Poly (lactic acid) (PLA), poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) va poly
(caprolactone) (PCL) la cac polyme phan huay sinh hoc dugc Cuc Quan ly Thuc
pham va Duoc pham Hoa Ky (FDA) phé chuan, duoc st dung thuong xuyén nhat
trong phan phdi thudc. Cac polyme nay ban dau dugc tong hop dé sir dung lam chi
khau phau thuat, nén ton tai nhimg nhugc diém khi st dung trong cac hé mang
thudc nhu tinh ky nuéc qué cao va phan hiy qua cham. Do d6, can phat trién cac
polyme/copolyme méi c6 kha nang phan hay sinh hoc véi sy can bang ky nuéc/ua

nudc mong mudn va tée dé phan hiy mong muébn [23].

0 O
HO H 0 H
0O HO O
n X Y

Poly (lactic acid) ~ Poly (lactic-co-glycolic acid)

-

PLA PLGA
O 0
P 0
H "OH H 0*"
Poly (glycolic acid) Poly (caprolactone)
PGA PCL

. S

Hinh 1.1. Céu trdc phan tir ciia cac polyme PLA, PLGA, PGA va PCL [24]

Poly lactic acid (PLA) 1a mot loai dan xuat axit lactic duoc san xuat tir cac
nguon tai nguyén tai tao nhu laa mi, rom ra, ngd, lda, va mién. PLA c6 kha ning
phan hay sinh hoc hoan toan. PLA c6 thé bj phan hity thanh axit lactic trong co thé
con ngudi va dugc chuyén hoa, da duoc FDA chip thuan cho st dung y sinh. Ba
phuong phép tong hop polyme PLA (Mw > 10.000) da duoc béo cao: (a) trang hop
ngung tu truc tiép; (b) ngung tu khir nudc dang phi (azeotropic dehydration
condensation); va (c) tring hop mé vong lactide [25]. PLA c6 3 loai ddng phan lap
thé 1a poly (L-lactide) (PLLA), poly (D-lactide) (PDLA), va poly (D,L-lactide)
(PDLLA). Viéc bd sung chat hoat dong bé mat hoic thay doi trong lwong phan tu,
kich thuéc, nhiét 6 va d6 am ciia PLA c6 thé dé dang thay doi cac dic tinh vat Iy

va hoa hoc cua n6, dac biét la kha nang tuong thich sinh hoc va kha nang phan hay
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sinh hoc. Biéu nay tao diéu kién thuan lgi cho viéc tao ra hé théng phan phéi thuc
mong muén véi nhiéu cong thirc khac nhau. Bat dau vao nhing nam 1970, Yolles
va cong su di st dung PLA cho nghién ciu phan phdi thube va diéu ché phic hop
PLA c6 chta naltrexone. Ty 1& giai phong thudc in vitro 1a 67% sau 35 ngay. Cac
thi nghiém in vivo da chang minh rang phtic hop ndy c6 tac dung ngin chin
morphin [25]. Tinh ky nuéc cia PLA cho phép mang cac thudc chéng ung thu ky
nuéc. Tuy nhién, tinh Ky nuéc ctua nod cling han ché sy phan b cua thudc vao mau.
Vay nén, nhiéu polyme wa nuéc nhu PEG va d-alpha tocopheryl polyethylene
glycol 1000 succinate (TPGS) duoc gan véi PLA dé tao thanh céc copolyme ludng
cuc (amphilic: vira ua nuéc, vira ky nudc). Cac copolyme tao thanh hé dan thube
nano polymeric micell c6 cau tric 16i - vo trong méi trudng nudc. LBi bao gom
PLA dong vai trd 12 méi truong vi mé cho viéc két hop cac thudc ky nudc, vo bao
gom cac polyme wa nudc gilp 6n dinh cac mixen va bao vé cac thuéc khoi moi
truong sinh 1y cia co thé [26]. Cac polymeric micell c6 nhiéu wu diém nhu kich
thudc nho, kha nang nap thudc cao, do 6n dinh cau tric cao va kha dung sinh hoc
t6t. Sahini va cong su da sir dung polyme PLA dé diéu ché cac vi cau PLA-PEG-
PLA c6 chtra paclitaxel [24]. Cac vi cau da duoc chuan bi c¢6 kich thude dong déu
Vva O cau tric xdp bén trong gitp thiic day qua trinh giai phong thudce. Ty I¢ giai
phong in vitro dat 49% trong mot thang, kéo dai thoi gian tac dung cua thudc trong
co thé va nang cao hiéu qua cua thudc. Hé phan phdi thudc giai phong kéo dai nay
tranh duoc nong do thudc tai chd khdng 6n dinh do giai phong thubc, tir d6 nang

cao hiéu qua diéu tri.

Polyethylene glycol (PEG) la polyme phén huay sinh hoc, tuong thich sinh hoc,
kha niang nap thudc cao, 1am ting thoi gian béan thai cua thube. PEG 1a polyme wa
nuéc phd bién nhat, dé bién doi bé mit va di duoc sir dung dé bién ddi tinh ky nuéc
cia PLA thanh dang copolyme ludng cuc PLA-PEG. Céc nhém hydroxyl cudi
mach c6 thé dong vai tro 1a chét khoi mao cho qué trinh triing hop lactide, dé tong
hop copolyme (Hinh 1.2). Nhiét do 1y tuong dé tong hop copolyme PLA-PEG Ia tir
180 dén 190°C, néu khong san pham s& chuyén sang mau nau sim hoic phan tng
khéng xay ra. Hon nita, tinh chit co hoc cua copolyme PLA-PEG phu thudc vao
thanh phan cua polyme. Nho cac dic tinh hda 1y va sinh hoc khéac, nhu khong doc

hai va 1am giam sy hap thu caa hé théng ludi noi mo sau khi tiém tinh mach, nén
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copolyme PLA-PEG di dugc sir dung rong rai 1am chat mang thude trong diéu tri
ung thu [27]. Nhém nghién ciu cua Stefani va cong sy da tong hop copolyme
PLA-PEG bing cach sir dung phan tng triing hop mé vong anion thay thé véi butyl
lithium, natri alkoxide va kali alkoxide [28]. Qué& trinh nay duogc thuc hién thong
qua phan ung trung hop mao vong anion théng qua axit lactic va ethylene oxit, sur
dung chat khoi mao 1a propanol 3,3-diethoxy-kali. Luan an cua TS. Phan Qudc
Thong va Dé tai cua GS.TSKH. Nguyén Xuan Phic (Vién Khoa hoc vat liéu) da
téng hop copolyme PLA-PEG bing phan &ng mé vong tring ngung axit lactic véi
polyethylene glycol véi sy c6 mit caa xGc tac thiéc (1) 2-ethylhexanoat [29].
Copolyme PLA-PEG tao thanh véi cac ty 16 thanh phan PLA:PEG (w/w) khac nhau
duoc sir dung dé boc hat nano FesO4 va mang thudc Curcumin, tng dung trong chan
doan va diéu tri ung thu. Ty 16 PLA:PEG c6 thé diéu chinh kich thudc hat cua hat
nano khi mang thudc. Kich thudc khac nhau cua copolyme PLA-PEG mang thudc
s& lam cho hé nano bj phan hay hoic khuéch tan & cac toc do khac nhau, dan dén sy
giai phong thudc khac nhau. Khi ty 18 PLA:PEG ting 1én, hiéu suit mang thudc va
d6 hoa tan cua curcumin duoc cai thién dang ké. Khi ty 186 PLA:PEG giam thi hiéu
suit mang thudc curcumin van con 50%. Hiéu suat mang thudc dat khoang 90% khi
ty 16 PLA:PEG ting tir 1:3 1én 3:1. Tuy nhién, tbc d6 giai phong curcumin lai giam
[30].

(0]
H,C
Sn(Oct), H H H, H,
HO‘FCHZ—CHZ—O%—H + m — H—fo—c—c—o—c—c o%c -C —O—}H
n CH, 140°C [l [ m n
o CH, 0 CH;0
PEG Lactide Copolyme PLA-PEG

Hinh 1.2. Phan ang tong hop copolyme PLA-PEG [30]

Ngoai ra, c4c PLA bién tinh nhu PLGA (Polylactoglycolic acid) thuong duoc
sir dung trong cac hé théng phan phéi thudc. Su két hop gitra axit lactic (LA) voi
axit glycolic (GA) tao ra copolyme PLGA, mot trong nhitng chit mang duoc st
dung nhiéu nhat trong linh vuc dugc pham. Copolyme PLGA c¢6 kha nang phan hay
sinh hoc, tinh twong thich sinh hoc, hinh thai, kich thuéc hat va dac tinh giai phéng
thudc duoc duy tri trong céc hé dan thudc nano. Cac dic tinh polyme cia PLGA,

chang han nhu nhiét do thuy tinh héa (Tg) va téc d6 phan huiy, ciing c6 thé dugc
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diéu chinh bang céch thay doi ty 1é ham lwong LA:GA [31]. Hién tai, khoang 20 san
pham dua trén PLGA cd sin trén thi truong da dugc Cuc Quan ly Thuc pham va
Duoc pham Hoa Ky (FDA) va Co quan Dugc pham Chau Au (EMA) phé duyét, va
duoc st dung 1am chat mang thuéc, protein va nhiéu dai phan tir trong cac @ng dung
diéu tri [24]. Nhém nghién ctu caa Jia va cong su da st dung copolyme PLGA dé
boc oxit sat FesO4, sau d6 mang thubc Doxorubicin (DOX) bén trong dé tao thanh
chat mang nanocompozit [32]. PLGA gilp duy tri do nhay cao cua FesOs V4i tir
truong bén ngoai, do d6 hé nano nay dat dugc muc tiéu tir tinh. Thude nay ciing co
hoat tinh chéng ung thu tét. Hon nita, cac hé dan thudc nano sir dung polyme PLGA
thudong duoc diéu ché bang céch sir dung c4c chat nhii hoa héa hoc nhu poly (vinyl
achohol) (PVA). Tuy nhién, chat nay c6 nhugc diém I hiéu qua nhii hoa thap, c6
tac dung phu va khé ria troi trong qué trinh ché tao. Thay vao d6, d-a-tocopheryl
polyethylene glycol 1000 succinate (vitamin E TPGS hay goi don gian la TPGS) c0
hiéu suat nhil hoa cao (cao gip 67 1an so voi PVA). N6 ciing cai thién dang ké hiéu
suat nano hoa thudc (dat dugc tdi 100% EE), ting cuong su hap thu té bao cua cac

hat nano, va do d6 lam ting ty Ié tiéu diét té bao ung thu [22].

TPGS la mét loai PEGylated-vitamin E dugc hinh thanh bang céch ester hoa
vitamin E succinate vi PEG. TPGS Ia mot din xuét hoa tan trong nuwdc caa vitamin
E tw nhién, c6 chi sé can bang dau - nudc (hydrophile-lipophile balance, HLB) 1a
~13 [33]. Do d6, TPGS c6 dic tinh tang cuong kha ning hoa tan cia hop chat
lipophilic trong méi truong nudc théng qua qué trinh nhii héa. Sy thay doi do dai
chudi PEG trong TPGS s& lam thay d6i s6 HLB cua nd. Vi du: TPGS bao gom PEG
200, PEG 1000 va PEG 2000 c6 chi s6 can bing dau-nudc HLB lan luot 14 9, 13 va
16. Cau tric hda hoc caa TPGS twong tu nhu cac polyme ludng cuc khac bao gom
duoi alkyl ky nudc va phan dau wa nuéc (Hinh 1.3a). Cau tric cong kénh va dic

diém dién tich bé mat 16n 1am cho né trg thanh chét nhii hoa tuyét voi [34].

TPGS thuong c6 trong lwong phan tir 1a 1513 g/mol, ndng do mixen tsi han
(critical micelle concentration) la 0,02% trong lugng va gia tri HLB la 13,2. C4c
nhém hoéa hoc ciing ¢ thé dugc thém vao TPGS dé thay ddi tinh chat caa ching sao
cho c6 thé sir dung cac nhém chire ning can thiét dé lién két cac phdi tir trén bé mat
[35]. M6t s6 nghién ciru d3 sir dung TPGS-COOH dé ché tao cac hé dan thudc nano
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c6 nhom chirc -COOH ¢ thé két hop voi cac khang thé don dong dic hiéu thong
qua c&c thu thé nhat dinh, chang han nhu cetuximab dé huéng dich EGFR va
bevacizumab cho VEGF [36]. Trong mot nghién cau khac, Viswanadh va cong su
da ché tao TPGS-SH bang céch cho TPGS—COOH phan @ng vai 4-aminothiophenol
Vé6i su ¢6 mat cua cac chat lién két ngang carbodiimide (EDC/NHS) [37]. TPGS-SH
da diéu ché duoc sir dung dé tong hop céc hé nano nhay cam véi cac qué trinh oxi
hoa khir. Li va cong su da diéu ché TPGS-NH. bang cach phan ang voi
triethylamine trong sy c6 mat cia p-toluenesulfonyl clorua [38]. TPGS-NH> thu
duoc sau d6 dugc lién hop voi axit folic voi sy ¢ mat cia EDC/NHS dé tao ra
TPGS-Folic.

Thuée thoat ra ngoai
(Khoéng e ché P-gp)

a) b)

Céu tric hoa hoc caa TPGS
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Hinh 1.3. (a) Cau trdc phan tir caa TPGS va cac hat nano mang thudc ¢6 hozc
khong c6 TPGS; (b) co ché té bao cua TPGS wc ché P-gp [36]

Hon nita, c4c nghién ctru cho thay viéc sir dung dong thoi vitamin E TPGS c6
thé tang cudng doc tinh té bao, &c ché tinh trang khang da thubc qua trung gian P-
glycoprotein (Hinh 1.3b) va tang sinh kha dung duong udng caa thuc chéng ung
thu [36]. TPGS s6 hitu nhitng wu diém cua ca PEG va vitamin E, bao gém kha ning
thoat khoi sw nhan biét va loai bé cua cac dai thuc bao cua hé lugi noi md
(Reticuloendothelial system, RES), dan dén thoi gian ban thai dai do su hién dién
ciia PEG. Bong thoi, sy c6 mat cua vitamin E tao diéu kién thuan loi cho sy hap thu
té bao cua cac chat mang nano lién quan dén TPGS [36]. Do vay, TPGS con duoc
st dung dé tong hop copolyme PLA-TPGS Iam chat mang thudc trong cac hé dan
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thudc nano, c6 thé cé tac dung ty nhii héa (khong can chit nhii héa cho cong thiic
hat nano) va dat dugc hiéu suat mang thudc cao va dic tinh giai phéng thuéc mong

muén, nhu duoc trinh bay trong muc 1.2.2 dudi day.

1.2.2. Copolyme PLA-TPGS

Copolyme 14 loai polyme c4u tao tir hai hoac nhiéu loai monome khac nhau,
dugc hinh thanh bang cach tring hop hdn hop cac monome cé cau trdc hoéa hoc
khac nhau. Copolyme c6 thé c6 nhiéu dic tinh khac nhau nhu d6 bén, tinh linh hoat
va kha ning chdng nuéc, tly thudc vao thanh phan cuaa ching [39]. Hé dan thude
nano duya trén copolyme cé ung dung quan trong dbi véi phwong phap diéu tri ung
thu. Copolyme 1am ting kha ning hoa tan cua thudc Ky nuée, gitp tiém tinh mach
dé dang hon. Copolyme duoc tong hop tir qua trinh dong tring hop, ¢d kha ning
lam ting d6 tan trong nudc cua thude bang cach bao boc trong I8i 1a thanh phan ky
nuéc, va vo 1a phan wa nude. Tinh ua nuwéc cia vo mang lai nhitng loi ich khéc, 6n
dinh hon trong hé tuan hoan. Hon nita, n6 lam tang kha nang tich lily thudc tai vi tri
khdi u. Copolyme ludng cuc ¢ kha ning cai thién kha ning hoa tan trong nudc cia
thudc ky nudc 1én 5000 lan [40].

Trong sé cac copolyme, PLA-TPGS, di thu hat dugc nhiéu sy chi y trong
tng dung phan phdi thudc diéu tri ung thu. Copolyme PLA-TPGS la mot loai
copolyme ludng cuc duoc sir dung 1am chat mang trong cac hé dan thudc nano
nham lam ting kha ning sy hap thu té bao nho dic tinh can bang ky nuéc - wa nudc
va tranh duoc sy dao thai caa hé thng ludi ndi md [34]. Copolyme PLA-TPGS c6
thé duoc tong hop bang phan &ng tring hop mé vong hoic lién hop don gian PLA
v6i TPGS. Copolyme thu dugc ¢6 thé mang lai cac tinh chét dic biét cia TPGS dé
khic phuc nhitng han ché caa PLA, va da duoc &p dung rong rai dé phan phdi thudc
chéng ung thu. Nghién ciu cua Si-Shen Feng va cong su da tong hop copolyme
PLA-TPGS bang phan ¢ng trung hop mé vong véi thiéc octoate 1am chat xdc tac
[41]. Pau hydroxyl ciia TPGS dong vai trd 1a chét khai dau dé phan cat ¢ chon loc
chudi acyl-oxy cua lactide (Hinh 1.4). Copolyme PLA-TPGS sau d6 duoc sir dung
dé nano hoa Paclitaxel bang phuong phap bay hoi dung méi ma khong can chat nhii
hoa. PLA-TPGS c6 thé lam ting dang ké hiéu suat nano hda thudc (89% ddi véi cac

hat nano c6 ham lwong thudc 1a 5%) va dat duoc giai phong thuée nhanh hon nhiéu
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S0 vdi cac hat nano PLGA dé dap ng nhu cau diéu tri. Hé nano thu duoc cé kich
thuéc khoang 300 nm va phan b kich thuéc hep. Su giai phong thudc tir cac hat
nano PLA-TPGS Ia hai pha véi pha ban dau 1a 17% trong ngay dau tién, sau do la
pha duy tri véi mac giai phdng 51% sau 31 ngay.

R o _.Xdc tac

CH3

CHj3

H3C

CHs

l%OH Trong d6, R-OH: TPGS

Hinh 1.4. Co ché tong hop copolyme PLA-TPGS [41]

Nhém nghién ctru cia PGS.TS. Ha Phuong Thu tai Vién Khoa hoc vat liéu da
téng hop copolyme PLA-TPGS bing phan ¢ng tring hop mé vong monome lactide
va TPGS, trén co so toi wu hoa ty 1& wiw giita PLA va TPGS [42]. Trong d6, hé
nano sir dung copolyme c6 ty 1é PLA:TPGS = 3:1 w/w dat hiéu suat nano héa cao
nhat véi Curcumin 1a 80,1% va Paclitaxel dat 82,6%. Tuy nhién, ty I¢ nay khong
dan dén doc tinh trén té bao ung thu cao hon cua hé nano. Hé nano trén co so
copolyme c6 ty 16 PLA:TPGS = 1:1 w/w lai la hé nano dat hiéu qua nhat trén tat ca
cac dong té bao ung thu, dic biét Ia trén dong té bao HepG2 va HelLa. Két qua thi
vi ndy c6 thé duoc giai thich boi ba ly do. Mat 1a kich thuéc nho hon gitip hé nano
tir copolyme PLA-TPGS ¢6 ty 18 PLA:TPGS = 1:1 w/w dé dang hap thu vao té bao
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hon. Hai 1a téc do giai phdng Curcumin va Paclitaxel nhanh hon do ty 1& TPGS ua
nuéc cao cd thé cho thay tac dung nhanh hon trén cac té bao ¢ diéu kién thi nghiém
(xtr ly trong 48 gid). Nguyén nhan cudi ciing va quan trong nhit cé thé 1a do kha
nang twong thich sinh hoc giita hé nano va té bao nho thanh phan TPGS ua nudc
cao hon ¢ ty I1¢ PLA:TPGS = 1:1 w/w [42].

Céc nghién ciru da cho thay copolyme PLA-TPGS c6 thé dat dugc kich thudc
va phan bd kich thuéc hat nano mong mudn, hiéu suat nano hda thuéc cao, kiém
soat dong hoc giai phong thudce, hap thu té bao in vitro cao va hiéu qua gay doc té
bao dugc cai thién rd rét sau khi giai phong thuéc. Cac hé nano PLA-TPGS-
Paclitaxel c6 dudng kinh 200-300 nm, ¢6 kha ning mang thudc cao (~10%) va hiéu
suat nano hda thuéc cao (~80%). Hiéu qua diéu tri in vivo cao ciing duoc ching
minh bing thoi gian ban hiy gap 27,4 1an va dién tich duéi dudng cong (AUC) gap
1,34 lan cling nhu hiéu qua tét hon nhiéu trong mé hinh khdi u xenograft va kha
nang phan phdi sinh hoc mong muébn hon so véi Taxol® [43]. M6t lan st dung ¢6
thé cung cap liéu phap duy tri trong 340 gid so véi chi 22 gio dbi véi Taxol. Nhém
nghién ciu caa Gan va cong su da ché tao hé nano docetaxel trén copolyme PLA-
TPGS c6 duong kinh 240 nm va hiéu suat nano hoa dat 85,0%. Gia tri 1Cso sau 24
gio U trén té bao ung thu chi 1a 5,85 pg/mL so v&i 10,38 pug/mL cua Taxotere®.
Thoi gian ban thai dai hon 20,1 1an va gié tri AUC I6n hon 3,44 1an so véi Taxotere.

Mot liéu c6 thé duy tri hiéu qua trong 360 gid, so véi Taxotere chi 25 gio [44].

Hé dan thudc nano polydopamine lién hop galactosamine duoc boc bai
copolyme PLA-TPGS cho thy hoat tinh chéng ung thu hiéu qua hon so véi nhém
dbi ching [45]. Nhém nghién ciu ciia Zhang va cong sy da tong hop copolyme
PLA-SS-TPGS nhay cam oxi hoa khu véi lién két disulfide gitta PLA va TPGS dé
thue hién qua trinh phan tach polyme c6 tinh khir ¢é phan tach TPGS dudi néng do
GSH noi bao cao [46]. TPGS sau khi phan ly c6 hoat tinh &c ché P-gp, giup ting
cudng tich Iiy thudc ndi bao, ting qua trinh apoptosis cua té bao va gay ra tac dung
hiép dong tc ché va tiéu diét khéi u.

Ngoai ra, copolyme PLA-TPGS c6 thé duoc sir dung 1am chit mang trong cac
hé din thudc nano da chirc nang. Nhoém nghién ctu cua Feng va cong su di ché tao

hé nano da chirc ning trén nén chat mang PLA-TPGS pha tron véi TPGS, bao gom
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thudc hda tri liéu DTX, liéu phap sinh hoc va tac nhan nham dich cua Herceptin va
liu phap ting than nhiét bang oxit st [47]. CAc hat nano da chirc nang cho thay tac
dung chéng ung thu hiép dong so véi phuong phap diéu tri riéng 1é hodc phuong
thie kép tuwong tng. Wang va cong su da st dung copolyme PLA-b-TPGS boc
porphyrin cho liéu phép quang-hoa tri két hop, dat dugc tac dung hiép dong chdng
lai té bao ung thu ¢6 tir cung HelLa [48]. Hoa tri thudong bao gdm hai hozc nhiéu loai
thudc duoc tiém vao vat cha trong cling mot thoi diém. Qué trinh chuyén héa cua
mot loai thudc c6 thé bi thay doi boi mot hodc nhiéu loai thudc khéc, dan dén su
khang thudc [49]. Copolyme PLA-TPGS mang thudc c6 kha niang lam giam su
khang thubc giita Docetaxel va Tamoxifen. Cac hé dan thudc nano co thé xay ra su
giai phong thudce duoc kiém soat noi bao dé co hoat tinh chong ung thu hiéu qua
[50].

Nhu vay, copolyme PLA-TPGS di dugc chirng minh 1a loai chat mang hiéu
qua cho nhiéu loai thudc hod tri ung thu. Tuy nhién, viéc mang dong thoi hat FezOa,
thudc Doxorubicin va tdc nhan huynh quang hong ngoai gan Cyanine 5.5 Ién

copolyme nay con chua dugc thuc hién.

1.3. Hé din thudc nano polyme mang FezOs

Cac hat nano oxit sat FesO4 NPs c6 tinh chét tir doc dao, twong thich sinh hoc,
d3 va dang duoc nghién cau nhiéu trong chian doan va diéu tri ung thu. Hat nano
Fes04 6 thé duoc tong hop bang nhiéu phuong phap khac nhau, sau d6 ¢ thé dugc
bién doi bé mat bang cac vat liéu twong thich sinh hoc hodc duoc bao boc boi
polyme hoic copolyme trong cac tng dung y sinh véi nhiéu chie niang khac nhau.
1.3.1. Chirc nang ting dj twong phan trong chup anh céng hwong tir hat nhan
MRI

Trong cac tng dung tiém ning thi tng dung cac hat nano Fe3O4 1am tac nhan
tang tuong phan chup anh cong hudng tir hat nhan (Magnetic resonance imaging,
MRI) di sém dugc phét trién thanh thwong pham. MRI 1a mot k§ thuat hinh anh
khong xam 1an, sir dung su hdi phuc cua cac proton nude trong co thé dé tao ra hinh
anh chup cat 16p ba chiéu (3D). Phuong phép nay tao diéu kién thuan loi trong chan
doan, theo ddi diéu tri bénh, cho qué trinh phan biét gitta md khoe manh va md
bénh [51].
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Chup cong huong tir MRI dua trén nguyén tic cong huong tir hat nhan
(nuclear magnetic resonance, NMR), mot ki thuat duoc sir dung dé thu dugc thong
tin vat Iy va hoa hoc vi mé vé cac phan tir. MRI dya trén sy hap thu va phét xa ning
lugng trong dai tan sb vo tuyén (Radio frequency, RF) cua phé dién tir. NO tao ra
hinh anh dua trén su thay d6i khdng gian vé pha va tan sé cua niang luong RF duoc
vat thé chup anh hip thu va phat ra [52]. Mot s6 nguyén té nhu *H, %0, 170, 1°F,
25Na va 3P la nhiing nguyén t6 tiém nang dé tao ra hinh anh cong husng tir MRI.
Co thé con nguoi chu yéu 1a chat béo va nudc, ca hai déu cé nhiéu nguyén tir hydro,
nén co thé con ngudi c6 khoang 63% nguyén tir hydro. Do dé, hinh anh MRI cha
yéu duogc ghi lai tir tin hiéu NMR cua hat nhan hydro c6 rat nhiéu trong co thé con
nguoi. Hat nhan hydro (proton) hoat dong gidng nhu nhitng thanh nam cham nh,
c6 cuc bac va cyc nam nam trong tir trudng. Momen tir cua mot proton 1a cuc ky
nho va khdng thé phat hién dugc. Khi khong c6 tir truong bén ngoai, mot nhém
proton s& c6 su dinh hudng ngau nhién cia momen tir. Khi dugc dat trong tir truong
ngoai, cac proton sap xép lai, dan dén mot momen tir ¢6 thé do dugc theo huéng
cua tir trudng ngoai. Bang cach ap dung cac xung RF, hinh anh c6 thé duoc tao ra
dua trén sy khac biét vé tin hiéu tir cAc nguyén tir hydro trong cac loai md khac
nhau [53].

Trong tir truong tinh (Bo), momen tir clia cac proton nudc sap xép song song
va phan song song véi tir trudng Bo Vi tong quan thé spin song song 1a 0,001%.
Proton rong nay doc theo Bo bét du tién dong xung quanh Bo v&i momen tir thuan
la Mz va ¢ tan s6 goc 1a oo = yBo (y = 2,67 x 108 rad/s-T trong *H). Hon nia, Su
chiéu xa cta xung tan sé vo tuyén RF vudng goc vai Bo, gay nén kich thich cong
huong dan dén sy gia ting tir hda ngang [54]. Tir hda ngang (Myy) ting 1én va bat
dau tué sai trong mat phang ngang. Khi ngat tir trudng (xung RF), Myy dan dan tro
lai trang thai can bang ban dau. Qua trinh hdi phuc spin nhu vay lién quan dén hai
con dudng khéc nhau: (a) su phuc hdi My, Xay ra khi nang lwong bi mét tir trang thai
kich thich ra méi trudng xung quanh va dwoc goi 1a su hdi phuc mang spin, va (b)
phan rd My, xay ra khi qué trinh quay proton trén mit phang xy 1am méat su két hop
pha do tuong tac spin-spin (Hinh 1.5a). C4c qua trinh nay c6 thé duoc md ta nhu
cac phuong trinh sau [55].

M,= M, (1-e7t/T) (1.1)
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My, = M, (e7"™%)  (1.2)

trong d6 T1 1a thoi gian dé M, phuc hdi dén 63% gia tri can bang sau khi ap
dung xung RF. Do d6, hinh anh MRI ¢6 thé dugc cai thién bang cach giam thoi gian
hoi phuc doc T1, mang lai d6 twong phan sang trong hinh anh thu dwgc (Hinh 1.5b).
Trong khi T2 14 thoi gian can thiét dé Myy giam xuéng 37% gia tri tir hoa ban dau
trong cac qua trinh hoi phyc nay (Hinh 1.5¢).

Tbc @6 hdi phuc R1, R; 1a dai lwong nghich dao cua thoi gian hdi phuc T1 va
T2 tuong Gng. Toc dd hdi phuc 1a thude do ciia trong tac momen tir hat nhan hydro
trong mo té bao v4i mdi truong tir xung quanh. Khi ding cac chat tang tuong phan,
téc d6 hdi phuc R1, Rz s& thay doi. Pai luong dic trung cho do anh hudng nay dbi
véi mdi chat ting twong phan goi 1a d6 hoi phuc (relaxivity), twong tng 1 r1 va ra.
Trong phan 16n cac truong hop, téc d6 héi phuc Ri, Rz phu thuoc mot cach tuyén
tinh vao do hdi phuc cua chat ting twong phan theo cong thuc:

1

R1,2 == T_ == R01,2 + rl‘z.C (13)

1,2
trong d6: Ro12 (s1) — toc d6 hoi phuc khi khdng co chat twong phan, ri2 (MM s™) —

hang sé d hoi phuc, C (MM) — ndng do chit twong phan.

e g

4 Mz
) A A _
M(z) = M,. (1-exp (-T/T3))

: Theri
T gian
c)
— >
y
MXY -~
M(xy) = M. exp (-t/T,)
37% A=

i Thei
T giﬂﬂ

Hinh 1.5. (a) Trang théi can bang tir hda sau khi hdi phuc spin; (b) qué trinh tir hoa
doc (T1) va (c) ngang (T2) [56]
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Hién nay, c4c chat tuong phan MRI d3 tr¢ thanh mot phan khéng thé thiéu
trong quy trinh MRI dé chan doan mot s6 bénh. Vi viéc bo sung chdng trong nhiéu
truong hop gilp cai thién d6 nhay va do dac hiéu, do d6 gitip phan biét tét hon cac
mo bénh ly. Cac chat twong phan duoc st dung dé cai thién hinh anh MRI cua cac
mo va co quan bang cach thay doi thoi gian hdi phuc cia cac proton nuéc. Do do,
thay d6i cudng do tin hiéu & cac ving co thé noi tac nhan duoc két hop [57]. Chat
twong phan MRI thudng rit ngin téc do cua tat ca cac qua trinh hdi phuc. Tuy
nhién, mdi chat chu yéu anh hudong dén mot trong sé cac qua trinh hdi phuc nay.
Cac chat twong phan chu yéu rat ngan thoi gian hdi phuc caa thanh phan doc cua tir
hoa duoc goi 1a T1 (chat twong phan duong), trong khi chat twong phan T2 (chat
tuong phan am) chu yéu lam giam thoi gian hdi phuc cua thanh phan ngang [2].
Thong thuong, hai théng s6 chinh duoc st dung dé danh gia hiéu qua cua chat
twrong phan: d6 hdi phuc doc (r1), d6 hoi phuc ngang (r2), va ty 1é ra/ri. O day, gia tri
cua r1 hoic rz lién quan dén kha ning ting cudng tin hiéu cua chat twong phan,
trong khi ty 18 r2/r1 duoc sir dung dé xac dinh loai ma chat twong phan pha hop, tic
1a dwong (T1) hoic &m (T2). N6i chung, chat twong phan c6 ty 18 ro/r1 thap (<5)
duoc phan loai 1a chat twong phan T1, trong khi chat twong phan ¢ ty 18 ra/r1 16n
hon (>10) dugc phan loai 1a chat twong phan T2 [58].

Cac chat twong phan thuan tir (vi du: cc hop chat chira gadolinium) ting
cuong do twong phan MRI bang céch rdt ngan T1 va lam sang md bénh trén hinh
anh c6 trong T1 (T1-weighted, T1W). Nguoc lai, c4c chat siéu thuan tir va sit tir
dugc goi la chat twong phan &m. Cac mé bi bénh tich tu chit twong phan trong toi
hon trén hinh anh trong T2 (T2-weighted, T2W). Hat nano Fe3Os dang dugc nghién
ctru nhu mot tac nhan twong phan T2 do su két hop cua cac dic tinh siéu thuan ti,
dap tng nhanh vai tir treong ngoai, kha nang phan huay sinh hoc va kha nang tuwong
thich sinh hoc [59].

Tuy nhién, hat nano FesO4 d& dang bi két tu. Do d6, dé 1am ting d6 6n dinh va
kha nang ung dung cia hat nano FesOs, FesOs duoc boc bang cic polyme twong
thich sinh hoc nhu dextran, latex, polyethylene glycol, polyvinylpyrrolidone-iodine,
poly(axit aspartic), ... Trén thi truong, Ferumoxide va Ferucarbotan ting la hai

cdng thic thuong mai héa phd bién cua hat nano FesO4 duoc sir dung lam chat
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tuong phan am. Ferumoxide con dugc goi la Feridex® ¢ My (tir Berlex, My) va
Endorem® 19 & Chau Au (tr Guerbet, Phap) [59]. Ferumoxide 1a ché pham Fe3Oy4
vé6i 16p pha dextran (Mw thap), c6 kich thudc hat tong thé dao dong tir 120 dén 180
nm. D6 hdi phuc ngang (r2) va dé héi phuc doc (r1) lan luot 13 ~98 va ~24 mMs?t
[60]. Ferucarbotan con duoc goi 1a Resovist® dwoc phét trién bai Schering AG,
btrc. Hat nano FesO4 ctia Resovist dugc phu boi carboxydextrane va kich thudc hat
tong thé dao dong tir 45 dén 60 nm, nho hon nhiéu so véi hat Ferumoxide. Gia trj r2
va r1 lan luot 1a ~150 va 25 mM-1s1[54].

Hinh 1.6. Kha nang tang twong phan hinh anh chup cong huong tir cua hé nano
Fes0s@PMAO ¢ ché do trong T2 (AXIAL) trén khdi u chudt sau khi tiém truc tiép
khdi u, TE= 91 ms, TR =3970 ms trén chuét. (a) Khéng tiém; (b) ngay sau tiém:; (c)

sau 15 phat; (d) sau 30 phut [61]

Luan an cua TS. L& Thé Tam va Dé tai cua GS.TS. Tran Pai Lam (Vién Ky
thuat nhiét déi) da khao sat kha nang tang d6 twong phan MRI cua hat nano FezOa
boc chitosan (FesOs@CS) va poly (maleic anhydride-alt-1-octadecene)
(FesOs@PMAO) [61]. D6 hoi phuc cia hai hé nano nay c6 gia tri r2 twong &ng
127,15 va 151,99 mM?s?t g tir truong 1,5 T, cao hon so v&i mau thuong pham
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Resovist. Hinh anh MRI trén méi truong c6 néng d6 mudi khac nhau cho thay
FesO4 boc polyme cho do twong phan tot hon & T2 va cuong do tin hiéu tét ngay tai
moi trudng cd nong d6 mudi cao (200 mM). Khi tiém vat liéu nano Fes0s@PMAO
vao tinh mach chudt, sau 24 gio tiém, hinh anh chup MRI cua khéi u ciing duoc
ting do twong phan. Tuy nhién, khi tiém truc tiép vat liéu nano nay vao khdi u
(Hinh 1.6), d6 twong phan trong anh chup MRI cua khdi u cao hon so véi trudng

hop tiém tinh mach trong thoi gian ngan.

Trong céc thir nghiém in vivo, sau khi tiém vao tinh mach, hat nano Fe3O4 sé
bi lién hop vai protein huyét twong hodc opsonin héa, trong budc dau tién dé cac
dai thuc bao cua hé ludi noéi md (RES) dao thai khoi co thé. Do vay, dé tng dung
trong chup anh MRI, viéc tranh hap thu RES lam tang thoi gian ban thai cua hat
nano FesO4 trong mau rat quan trong. Vi thoi gian luu thong mau ting sé t6i da hoa
kha nang FesOs phan bd duoc toi khdi u hoic mé dich cua ching [62]. Sir dung
polyme dé boc hat nano FesO4 12 mot ki thuat phé bién dé tranh hién tuong opsonin
hoa va sy nhan dién cua hé thdng ludi ndi md. Cac polyme thudng dugc st dung
cho muc dich nay 1a cac polyme wa nudc nhu polyme poly(ethylene glycol) (PEG),
alginate, carboxymethyl cellulose,.... Cac polyme nay c6 thé duoc boc trén bé mat
FesO4 bang lién két hydro, luc tinh dién hodc thdng qua lién két gia cong hoa tri
(pseudo-covalent bonding) [63].

a) b) o
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Hinh 1.7. (a) Hinh anh MRI & ché d¢ trong T2 cua vat liéu Fes04@Alginate trong
moi trudng nudc véi ndng d6 Fe khac nhau (0 - 0,45 mM); (b) d6 hdi phuc ngang

va hdi phuc doc cua vat liéu Fes04@Alginate [64]
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Nghién cau cia Nazeer va cong sy di ché tao hat nano FesO, bang phuong
phap dong két tua va boc bang polyme alginate [64]. Vat liéu nano FesO, sau khi
boc thé hién tinh chat siéu thuan tir véi kich thudc trung binh 40 nm va gié tri tir do
bdo hoa Ms = 53 emu/g, gia tri d6 hoi phuc ngang r2 12 117,84 mMtst va ty 16 ra/r;
= 30,53 ¢ tir truong 1,5 T (Hinh 1.7), cho thay kha ning ting d6 twong phan anh
MRI. Nhém nghién ctu cua PGS.TS. Ha Phuong Thu va TS. Lé Thi Thu Huong
cling cac cong sy tai Vién Khoa hoc vat liéu da ché tao vt liéu nano da chirc ning
bang cach boc dong thoi cac hat nano FesOs va cac cham luong tir CdTe (QDs)
bang polyme alginate [65]. Polyme alginate mang lai kha nang twong thich sinh hoc
va do on dinh cao (thé Zeta —49,1 mV) va c6 thé nano hda thudc tri ung thu
Doxorubicin (Dox) trong vat liéu nano. O tir truong 7 T, vt liéu nano FesO4-CdTe-
Doxorubicin-alginate (FAQD) c6 gia tri r> = 218,48 mM1s? va ty 1€ ra/r; = 243, va
hinh anh T2 MRI in vivo c6 d6 tuong phan cao. Trong 24 gio dau tién sau khi tiém,

cac hat nano khuéch tan khip khoi u, déng thoi chiing tap trung xung quanh khéi u

sau 72 gio.
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Hinh 1.8. (a) Po twong phan anh MRI theo ché d6 trong T2 cua hé nano
Fes04@PLA-PEG; (b) hinh anh MRI theo ché do trong T2 khi tiém truc tiép
Fe304@PLA-PEG vao khéi u ran dudi da chudt [29]

Nghién cuu khéc cua Sitthichai va cong su da str dung polyme carboxymethyl
cellulose (CMC) boc hat nano Fe3O4 [66]. Vit liéu nano CMC-Fe304 thu dugc Vi
phan bd kich thudc 9,6-10,1 nm, c6 do hdi phuc ngang r2 = 543,3 mMs?, cho hinh

anh MRI c6 d6 tuong phan cao trong moi trudng chira té bao HepG2. Luan an cua
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TS. Phan Quéc Thong va Dé tai cia GS.TSKH. Nguyén Xuan Phic (Vién Khoa hoc
vat liéu) da sir dung copolyme PLA-PEG boc hat nano FesO4 (Fes0Os@PLA-PEG)
va mang thudc Curcumin (Fes04@PLA-PEG/Cur) ¢6 gia tri do hdi phuc ngang rz =
364,75 mMs?t va 228,74 mM1s? twong ung & tor truong 3 T [29]. Khi tiém
FesO4@PLA-PEG tryc tiép vao khéi u ran vai liéu 50 pg/0,5 cm?® khéi u, cho phép
quan sat khi u trén hinh anh MRI. O liéu tiém cao hon (250 pg/0,5 cm? khéi u), tin
hiéu hinh anh MRI c¢6 do twong phan rd rét, cho thay hé nano Fes04s@PLA-PEG
phan tan trong toan bo khdi u sau 15 phat tiém (Hinh 1.8).

Nhu vay, hat nano FesOs boc polyme/ copolyme di cho thdy kha ning lam
tang do tuong phan trong chup anh cong huong tir MRI. Cac nghién ctru trén da xac
dinh do hoi phuc r1, r2 va khao séat kha niang tang d6 twong phan MRI theo ché do

trong T2 bang cach dinh tinh trén hinh anh in vivo.

Trong luan &n nay, sau khi xac dinh do hdi phuc ri, rz, chiing t6i dinh luong tin
hiéu hinh anh MRI in vivo trén md hinh chudt dugc gay khdi u dai trang CT26 bang
phuong phap %lo.2s, nham danh gia kha ning ting do twong phan va huéng dich thy

dong tai vi tri khéi u cua hé dan thude nano da chirc ning mang hat nano FesOa.

1.3.2. Chirc ning nhiét tir tri

Hat nano oxit sat tir FesO4 con ¢ chirc ning nhu mot tac nhan diéu tri ting
th&n nhiét dudi tc dung cua tir treong ngoai. Nhiét tur tri (hyperthermia) 1a moét loai
licu phap nhiét 1am cho mé co thé tiép xUc vai nhiét d6 cao. Ngudi ta da ching
minh rang nhiét do cao, thuong trén 42°C, c6 thé 1am ton thuong va tiéu diét cac té
bao ung thu (Hinh 1.9), ddng thoi gy ton thuong t6i thiéu cho cic mé binh thudng
[67]. Hon nita, cac thir nghiém doc tinh & cho, ciru va lon cho thay sy hoai t tién
trién ciia cac mo binh thudng va mé ung thu xay ra & nhiét d6 trén 45°C. Tuy nhién,
su tan nhiét bén trong xay ra khi cac mé binh thuong dat dén nhiét d6 nay. Hién
tuong nay dan dén cac mé khoe manh duy tri nhiét d6 dudi 45°C ma thuc té khong
gay t6n hai cho cac co quan, mod hoic da binh thuong. Tuy nhién, hau hét cac khdi u
ran khdng c6 kha nang thich ang nay va bi nong 1én toi 50°C, sau d6 bi ton thuong
hoac bj tiéu diét [68]. Do vay, nhiét tir tri 1a mot liéu phap diéu tri ung thu dang

duoc tap trung nghién ciu.
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Khi cho hat nano oxit sét tir FesO4 tiép x0c véi tir trudng ngodi ¢ tan sd xéac
dinh (400 - 1100 kHz), n6 c6 thé tao ra da nhiét dé diéu tri ung thu. Qua trinh sinh
nhiét do hai co ché chinh bao gdm hdi phuc Brown - chuyén dong quay toan bo hat
trong mdi truong chat long, va hdi phuc Néel - chuyén dong quay momen tir don
hat siéu thuan tir trong tir truong xoay chiéu (Alternating magnetic field, AMF).
Trén thuc té, ca hai co ché c6 thé xay ra ddng thoi va su sinh nhiét s& phu thudc vao

su dong gop twong ddi caa chdng (Hinh 1.10) [69].

%

Té bao khi u bi pha hay

Vit ligu nano chira Fe;0, duoc Té bao khdi unong lén dudi
phan phoi dén té bao khoi u tac dung cua tir trudng ngodi (AMF)

Hinh 1.9. Co ché tiéu diét té bao khdi u bang tac dung nhiét tir tri [70]

Qua trinh chuyén doi tir ning luong tir sang nang luong nhiét duoc danh gia
bang tdc d6 hap thu riéng (Specific Absorption Rate, SAR):

aT mg
dat mpy

SAR =C

(1.2)

Trong @6, C 1a nhiét dung riéng cua dung méi, dT/dt 1a d6 ddc ban dau cua
duong cong gia nhiét phu thudc vao thoi gian, m 1a khdi lwong cua chat long tir

tinh va m,, 1a khéi lwong cua hat nano tir tinh.

SAR la yéu té quan trong ddi véi tng dung nhiét tir tri caa FesOs Vi gié tri
SAR cao hon chi yéu cau mot luong nho FesOs can tiém, va thoi gian tiép xuc véi
tir trudng ngoai thap hon. Hergt va cong sy da ché tao hat nano FesO4 cO gid tri
SAR ~ 100 W/g, c6 kha ning nhiét tir tri khéi u khi tiém tryc tiép véi nong do 10
mg/cm? [71]. Rajan va cong sy da bao céo viéc ché tao cac hat nano FesO4 duoc

phu bang nhiéu chat hoat dong bé mat twong thich sinh hoc khac nhau nhu axit
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glutamic, polyetylen glycol, axit xitric va polyvinylpyrrolidone [72]. Két qua danh
gid kha nang sinh nhiét cho thay gia tri SAR t6i da thu dugc & cic hat nano
magnetite duoc phua béi axit glutamic, dat 130 W/g & tan sé 316,5 kHz va tir trudng
ap dung la 35,8 kA/m. Trong nghién ciru caa Ramirez va cong su, gia tri SAR cua
hat nano FesO4 dugc chirc nang héa bé mit baing EDC/NHS, thu duoc ¢ tan sé 87
kHz la 179,8 W/g, véi kha nang sinh nhiét 61,2 - 66,4 °C [73]. Thir nghiém kha
nang nhiét tir tri in vitro cua vat liéu nano nay trén té bao ung thu dai trang HCT-
116 cho thay cac té bao ung thu di bi tiéu diét do qua trinh apoptosis khi dt trong
tir truong 0,1 T & tan s6 87 kHz.

H&i phuc Brown Hbi phuc Neel

\\ \ )

ATA

t

Hinh 1.10. Co ché sinh nhiét caa cac hat nano FesO4 trong AMF do su dong gop

cua ca hai qua trinh hoi phuc Brown va hdi phuc Néel [74]

Ngoai ra, viéc boc cac hat FesO4 bang polyme/copolyme trong hé phan phdi
thudc nano sé& gitip ching tich tu bén trong té bao ung thu v&i co ché huéng dich thu
dong va chu dong [75]. Do dé, nhiét tir tri cuc b cd thé duoc thuc hién dé giam ton
thuong nhiét cho cac té bao khoe manh. Nhom nghién ctiu caa Soleymani da boc
hat nano Fe3O4 bang dextran va dénh gia tac dung nhiét tir tri in vivo trong tir trudng
xoay chiéu (f=150kHz, H=12,5 mT) trén chudt duoc giy ung thu vii MC4-L2
[76]. Két qua cho thdy nhitng con chudt trong nhom ddi chiing c6 khéi luong khéi u
tang gan 3,5 lan trong 15 ngay, trong khi nhiing con chuét trong nhom nhiét tir tri

c6 khéi luong khdi u ting nhe (1,8 1an) trong ciing thoi gian (p < 0,05).

Luan an cua TS. L& Thi Thu Huong va dé tai caa PGS.TS. Ha Phuong Thu

(Vién Khoa hoc vat ligu) da danh gia kha nang nhiét tur tri cua cac vat liéu nano
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FesOs@Alginate (FA), FesOs@Alginate-Doxorubicin (FAD), va FesOs@Alginate-
Doxorubicin-Folate (FADF) trén md hinh in vivo chugt mang khéi u ung thu phoi
Lewis [77]. Sau 8 lan chiéu tir truong (tn s6 178 kHz, cuong do 80 Oe), hat nano
Fes04 trong cac vat liéu nano da thé hién rd vai tro sinh nhiét tiéu diét khdi u hiéu
qua. FesOs@Alginate c¢6 kha ning sinh nhiét tt hon so véi FesOs@Alginate -
Doxorubicin (Hinh 1.11). Tuy nhién, sau 1an nhiét tir tri thir 7 va 8 da cho thdy uu
thé cua phuong phap nhiét tri két hop véi hod tri cua vat lieu FesO.@Alginate-
Doxorubicin, va tac nhan hudng dich chu dong (folate) cua vat liéu
FesO,@Alginate-Doxorubicin-Folate. Vat liéu nano duoc gan folate c6 kha ning
huéng dich hiéu qua toi vi tri khdi u (biéu hién manh thy thé folate), 1am ting hiéu
qua nhiét tir tri in vivo. Mot thir nghiém nhiét tir tri khac trén mé hinh chuot nhét
trang Swiss mang khéi u ran 5 ngay tudi cua vat liéu Fes04@PLA-PEG trong luan
&n cua TS. Phan Quéc Thong di cho thay thé tich khéi u ¢ 16 duge diéu tri giam

manh sau 12 ngay diéu tri [29].
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Hinh 1.11. Kich thudc khdi u ¢ cac nhém sau mdi 1an nhiét tir trj [77]

Nhu vay, hat nano Fe3O4 ¢6 tiém ning ¢ng dung nhiét tir tri, lam ting nhiét do
cua ving khéi u dudi tac dong cua tir trudng xoay chiéu. Trong nhitng nam gan day,
nhiét tir tri da duoc sir dung dé hd tro xa tri, hoa tri va liéu phap mién dich, nham

1am tang hiéu qua cua liéu phap diéu tri két hop.

1.3.3. Chirc nang hoa tri
Pé nang cao hon nira hiéu qua cia hé nano da chirc nang, nhiét tir tri thuong

duoc két hop clng véi hoa tri liéu. Nguoi ta dd chirng minh rang tac dung nhiét tir
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tri nhe tir 39°C dén 43°C lam ting cuong doc tinh té bao cua cac tac nhan hoa tri
liu bao gom docetaxel va paclitaxel [78, 79]. Luu lugng mau ting cao va tinh tham
ctia mach mau & vung khéi u lién quan dén hiéu ang nhiét tir tri ciing 1am ting nong
d6 thudc trong khdi u va quanh khéi u cao hon dé cai thién hiéu qua cua hoa tri liéu
[80]. Trong md khoe manh, cac mach mau duoc két ndi theo thir bac thanh mang
ludi dong mach, mao mach va tinh mach hiéu qua. Mat khac, cdc mach mau tai mo
ung thu lai hon loan, ro ri va tinh dan luu kém. Nhiét tir tri lam ting luu lwong mau
dén mo tan sinh cua khdi u, tang lugng thudc dugc phan phdi dén mé tan sinh, va
do d6 lam tang cuong tac dung hoa tri [68]. Ngoai ra, nhiét tir tri con c6 kha nang
khic phuc van dé khang thudc bing cach diéu chinh cac con duong tin hiéu noi bao
khéc nhau [81].

Hon nita, nhiét tir tri anh huéng dén tinh lwu dong va 6n dinh cua mang té bao.
N6 ngin chin chirc ning cua protein xuyén mang va thy thé bé mat té bao, do d6
tao diéu kién cho cac hat nano xam nhap vao té bao va Iam ting chic ning cua
chdng. Do vay, két hop tac dung héa tri cia thudc chéng ung thu cing véi tac dung
nhiét tir tri cia Fe3Oa, 1am ting doc tinh cua thudc do sy hap thu thudc cua té bao

duoc cai thién va ting d6 nhay cam cua té bao véi thude [82].

Nhom nghién ctiu cua Si-Shen Feng da phat trién mot hé nano trén chat mang
1a hdn hop copolyme PLS-TPGS/TPGS-COOH, két hop chic ning nhiét tir tri coa
Fes04 va chirc nang hoa tri cua docetaxel (DCL) [47]. Két qua da chung minh rang
gia tri 1Cso ciia hé nano (DCL+Fe304) 12 0,30 pg/mL, giam dang ké so vai 1Cso clia
modi hé nano don 1é chi chira DCL (>100 pg/mL) va FesO4 (24,17 pg/mL), tuc I
giam hon 99,7% dbi véi hoa tri va 98,8% ddi véi lieu phap nhiét tir tri, cho thay dat
duoc tac dung hiép dong. Luan an cua TS. L& Thi Thu Huong va dé tai cua
GS.TSKH. Nguyén Xuan Phlc va PGS.TS. Ha Phuong Thu (Vién Khoa hoc vat
licu) da két hop tac dung nhiét tir tri ciia FesO4 va tac dung hoa tri cua Doxorubicin
trén hé nano da chtrc niang dugc boc bai polyme Alginate va gén tac nhan hudng
dich Folate [83]. Két qua thir nghiém in vivo cho thay kich thuéc khéi u trén chuot
(duoc gay khdi u ung thu phdi Lewis) giam dang ké sau 8 lan diéu tri. Su két hop

FesOs va Doxorubicin lam ting mirc d6 giai phong va tich lity thudc trong khdi u.
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Ddng thoi, viéc gan folate trén hat tir cho phép huéng dich hiéu qua, giam doc tinh
va tang hiéu qua diéu tri trén mo hinh in vivo.

Gan day, nhém nghién ctiru ciia Beola dd chirng minh hiéu qua trong viéc 1am
cham toc @6 phat trién cua khéi u khi két hop hoa tri va nhiét tir tri caa hé nano lipid
mang FesOs va temozolomide (TMZ) trén md hinh chudt mang khéi u U-87 MG-
Luc2 [84]. Hé nano da chirc ning két hop (TMZ-FesO4 + AMF) cho hiéu qua diéu
tri cao nhat, toc d6 phat trién cua khdi u thap hon ~15% so véi (FesOs + AMF), thap
hon ~15% so véi TMZ, thip hon ~45% so véi FesOs, thip hon ~65% so v6i dbi
chtng. Liéu phép két hop nhiét tri va hoa tri (TMZ-FesO4 + AMF) d3 kéo dai dang
ké thoi gian sdng s6t trung binh (Twms) ctia chudt (68 ngay trong tong sé 70 ngay
quan sét thir nghiém), so voi nhém dbi chiang duoc tiém bang nudc mubi (Twms = 42
ngay, khdng c6 con vit nao sbng sét qua 46 ngay). Két qua chitng minh hiéu qua
chéng ung thu cao hon cta phwong phap két hop déi vai héa tri liéu riéng Ié bang
TMZ (Tws = 48 ngay, khong c6 dong vat nao séng s6t sau 53 ngay) va nhiét tir tri
don 1¢ (FesOs + AMF) (Tms = 55 ngay, Véi chi c6 14% sbng sot khi két thic thir
nghiém). Babincova va cong su cho thiy trong mé hinh dudi da caa u than kinh
dém chudt dua trén té bao C6, viéc sir dung mot tac nhan hda tri liéu ty do lidu thap
(doxorubicin) trong khéi u s& lam khéi u phét trién cham hon, nhung két qua duoc
cai thién (su thodi trién khéi u kéo dai sau 28 ngay sau khi bt dau diéu tri) chi dugc
quan sat thdy & nhom duogc diéu tri véi cac liposome mang doxorubicin va FesO4
khi két hop hda tri liéu va nhiét tir trj [85].

Mét nghién ciru khéc caa Pazouki va cong su da két hop hda tri véi nhiét tir tri
bang cach boc hat nano FesO4 bai carboxymethyl chitosan va mang thuéc curcumin
[86]. Két qua cho thiy ty Ié té bao ung thu MCE-7 bi tiéu diét (dang trai qua qua
trinh apoptosis) cua liéu phéap két hop cao hon khoang 63,5% so véi liéu phap nhiét
tur tri hoac hoa tri don 1¢. Cac nha nghién cuiu ciing da danh gia tac dong cua cac hat
nano Fes04 (MNP) va thuéc Temozolomide (TMZ) duoc chirc ning hoa véi phdi tir
axit folic (FA) TMZ-MNP-FA trén dong té bao ung thu u nguyén bao than kinh
dém C6. Két qua cho thay rang phuong phap diéu tri két hop nhiét tir tri va hoa tri
(AMF + TMZ-MNP-FA) c6 hiéu qua hon dang ké d6i véi té bao ung thu so véi
phuong phap nhiét tir tri hoac hoa tri don 1€ (p < 0,0001) [87].
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Tuy nhién, mét trong nhitng thach thae 16n cia vat liéu nano da chire ning két
hop héa - nhiét tri ung thu 1a dat duoc su tich liy dong nhat cua vat lidu trong khoi
u sau khi tiém. Hiéu qua diéu tri c6 thé bi giam do tinh khong déng nhat cua liéu
nhiét dat duoc trong khdi u khi mot lwong nho vat liéu nano toi duoc vi tri khi u
hozc do su phan b khong dong déu cua vat lidu nano trong khéi u [84]. Do vay, khi
thiét ké cac vat liéu nano da chirc ning, can nghién ctru sdu hon vé kha ning thim
nhap va luu giir caa vat liéu nano vao trong khéi u sau khi tiém. Dé dat dugc muc
dich nay, chat phat huynh quang hdng ngoai gan (near-infrared, NIR) dwoc st dung
trong nghién ctu cua luan 4n nhu mot chat danh dau huynh quang dé theo déi sy
phan b in vivo va danh gia hiéu qua huéng dich ti vi tri khdi u cua vat liéu nano
da chuc nang.

1.4. Hé din thudc nano polyme gan chat phat huynh quang hdng ngoai gan
1.4.1. Khai quét vé chdt phat hupnh quang hong ngogi gan

Ngay nay, cong nghé hinh anh quang hoc (optical imaging) két hop véi cac
chat danh dau huynh quang méi dugc phat trién dugc sir dung rong réi trong viéc
theo di sy tién trién cua bénh, danh gid tinh an toan va doc tinh cling nhu danh gia
hiéu qua diéu tri in vivo. Mac du 1a mét trong nhitng k§y thuat hap dan nhat dé cung
cap hinh anh in vivo khéng xam lan va khdng ion hda, hinh anh quang hoc bi can
tré boi xu hudng hap thu va tn xa photon cua cac mé sinh hoc va tao ra kha niang

tu phat huynh quang manh, gay can tro viéc thu thap va xu ly tin hiéu [88].

Trong co thé, cac phan tir sinh hoc hap thu manh anh sang trong ving kha
kién. Chang han nhu hemoglobin va oxy-hemoglobin c6 dai hap thu manh trong
khoang 530 nm, melanin c6 dai hap thu rong kéo dai dén 700 nm. Trong khi do,
nude trong co thé ¢ su hap thu rat thap & ving kha kién va ving hong ngoai gan
(Hinh 1.12) [89]. Do vay, dé han ché tin hiéu nén tir cac phan ti sinh hoc nay, cac
nghién cau gan day da tap trung phat trién cac dau do huynh quang c6 d6 nhay cao
va hiéu qua hoat dong trong cira s6 sinh hoc, viing hap thu it nhat caa cac phan tu
sinh hoc, & viing hong ngoai gan (700-1000 nm). Nhu vay, dé thu duoc hinh anh c6
ty 18 tin hiéu trén nén (Signal background ratio, SBR) cao khi xuyén qua md sau,
hinh anh & budc séng dai trong viing hong ngoai gan ¢6 nhiéu loi thé hon vi nén tan

Xa Va tu phat huynh quang thap hon.
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Hinh 1.12. D6 hap thu cia nuéc, melanin, hemoglobin va oxy- hemoglobin [89]
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Hinh 1.13. (a) C4u tric phan tr chung cua chat phat huynh quang hdng ngoai gan
Cyanine (Cy); (b) ddng phan hinh hoc va do dai lién két caa cac phan ta sé cachon
methine 1é va chin; (c) cau tric phan tr cua Cy5 va Cy7; (d) pho hap thy

(absorption) va phét xa (emission) twong tng cua Cy5 va Cy7 trong DCM [90]
Mot s6 chét phéat huynh quang hdng ngoai gan dang dugc nghién ciu hién nay
la 1,1-dioctadecyl-3,3,3,3-tetramethylindotricarbocyanine iodide (DIR),
indocyanine green (ICG), Cyanine 5, Cyanine 5.5, Cyanine 7,... Trong d6, Cyanine
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la mot trong nhitng 16p chat phéat huynh quang hong ngoai gan dugc phat trién tét
nhét, co dic diém 1a hé s6 hap thu mol cao, hiéu suat lwgng tar huynh quang hop ly
va dai hdp thu twong déi hep [91].

CAu truc phan tir chung ciia Cyanine dic trung bai hai nguyén tir nito gan doc
lap vao céc di vong (vi du pyrrole, benzothiazole) va chudi polymethine lién hop -
lién két hai nguyén tir nito, voi s6 lugng cacbon methine Ié (Hinh 1.13a). Nhiing
bién thé trong chudi polymethine va cac nhom thé nito trén cac di vong tao ra sy da
dang vé cAu tric trong cac dan xuat caa Cyanine [92]. Chudi polymethine bic cau la
chudi lién hop duoc hinh thanh bai cac nguyén tir carbon lai hda sp? két thic bang
dién tich duong trén nito thong qua su dich chuyén cua céc electron m. S6 luong
cacbon methine anh hudng dén cac dic tinh dién tir cua phan tir Cyanine [90]. Chi
phan tir c6 s6 cachon methine 1é méi ¢ cac dic tinh quang hoc riéng biét. Vi khi d6
khong ton tai déng phan hinh hoc, tat ca cac lién két carbon-carbon cua cau
polymethine gan nhu giéng hét nhau. Do d6, khong c6 su xen k& do dai lién két.
Mtc hap thu va phét xa téi da cia Cyanine sé& bi dich chuyén do khoang 100 nm khi
kéo dai chudi polymethine ci sau hai nguyén tir cacbon (Hinh 1.13c va d). Cac dac
tinh quang hoc ciia nhém Cyanine khong xay ra & cac phan tir c6 sé lwong nguyén
tr cachon methine chin, trong d6 cau trdc phan tir xen k& lién két doi va lién két
don (Hinh 1.13b). Bén canh cac dic tinh quang hoc tuyét voi, doc tinh thap va kha
nang twong thich sinh hoc cao con khién chat phat huynh quang hong ngoai gan
Cyanine tré thanh mot trong nhiing nén tang hap dan nhat cho céc wng dung sinh
hoc vay hoc [91].

1.4.2. Cac nghién cizu si dung chdt phat hupnh quang hang ngogi gan NIR

Budc song huynh quang viing hong ngoai gan NIR rat hitu ich cho cac ung
dung tao hinh anh va dinh lugng tin hi¢u trén mé hinh in vivo. Trong nhitng nam
gan day, nhiéu nghién ciru da phat trién cac phuong phap hiéu qua dé tong hop cac
hé vat lieu mang chat phat huynh quang hong ngoai gan, va cai thién tinh chat

quang cua chang cho cac rng dung sinh hoc.
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Hinh 1.14. C4u tric hda hoc caa mét sé chat phat huynh quang hong ngoai gan

thuoc nhom Cyanine thuong dugc sir dung [91]

Gidng nhu cac chat phat huynh quang nhém Cyanine, Indocyanine green
(ICG) dugc cau tao tir hai di vong chira nito: benzindole va chat lién két
heptamethine (Hinh 1.14). Hai nhoém sulfonate trong c4u triic 1am ting dang ké kha
nang hoa tan trong nudc va kha nang tuong thich sinh hoc cia ICG. Tan dung loi
thé cua chat lién két heptamethine va cac don vi benzindole giau electron, ICG thé
hién kha ning hap thu manh & viing hong ngoai gan véi cuc dai khoang 785 nm
trong metanol (hé sé dap tit mol 204.000 Lmol *cm™) va phét xa huynh quang
manh véi dich chuyén stock (stock shift) khoang 40 nm [93]. Ngoai cac dic tinh
quang hoc tuyét voi, ICG con thé hién tac dung lién két manh mé& véi protein huyét
tuong (80% vai globulin va 20% vai alpha-lipoprotein va albumin) véi hang sé lién
két khoang 5,5 x 10° L/mol, do c6 tinh ua nudc phd hop va vong thom cta ICG
[94]. C6 thé quan st thay thoi gian luu thong mau dai 18n téi 20 - 30 phut. Cho dén
nay, mot luong lon cong cu tao anh huynh quang NIR dua trén ICG da duoc phat
trién cho (g dung 1am sang, chang han nhu chup déng mach trong nhan khoa, chan
doan cac mé va co quan, diéu hudng phau thuat dugc hd tro boi ICG dé sinh thiét
hach bach huyét c6 khéi u [90].

Indocyanine green ciing da duoc sir dung dé danh gia cac cau tric quan trong
nhu vi tri dng mat trong khi phau thuat va dé quan sat mé khdi u budng trang bang
cach huéng dich thy dong thong qua ting cudng tinh thim va kha ning luu gitr
(Enhanced Permeability and Retention, EPR). Do duoc phé duyét lam sang, ICG
cling da dugc sir dung trong cac phuong phap hudéng dich chu dong, viéc két hop

chét phat huynh quang nay véi cac phdi tir huéng dich chi dong van con la thach
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thirc 16n. Hon nira, huynh quang cua ICG s& bi dap tit sau khi lién hop véi protein,
diéu nay cé thé co tac dong bat lgi dén viéc sir dung cho muc dich chyp anh huynh
quang [95]. Chét phat huynh quang ICG d3 duoc nhém nghién ctu cia Mannucci
va cong sy nano hoa trong hé lipid ran bang phuong phap néng chay va siéu am,
cho thdy sy phan bé sinh hoc in vivo trén md hinh chuét thiéu hut mién dich. Sau
khoang 90 phut, tin hiéu huynh quang c6 thé duoc phat hién ¢ nhiing ving bung rd

rang hon. Sau 120 dén 180 pht, thu nhan duoc tin hiéu & viing gan cua chudt [96].
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Hinh 1.15. (a) Hinh anh hién vi ctia bong bong nano Cyanine 5.5 trong luéi vudng

50 pm duéi vat kinh 100x véi A, B va C; (b) hinh anh hién vi cua bong béng nano

Cyanine 5.5 dudi anh sdng pha (tréi) va véi bo loc phat xa Cyanine 5.5 (phai); (c)
phan b kich thuéc caa bong bong nano Cyanine 5.5 [97]

Tuong tu nhu ICG, Cyanine 5.5 1a chat phat huynh quang hong ngoai gan cé
hai nguyén tur nito duoc ndi véi nhau bai 5 nguyén tir cacbon methine (Hinh 1.14).
Cyanine 5.5 ¢6 budc s6ng hap thu/phat xa cuc dai tai 675/690 nm, budc dau duoc
nghién ctiu trong hinh anh quang hoc in vivo do d6 nhiu nén thap. Nghién ciu cia
Liyi Mai va cong su da ché tao bong bong nano lién hop Cyanine 5.5 (Cy5.5-
nanobubble) bang phuong phép siéu am [97]. Vat liéu Cy5.5-nanobubble cé kich
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thugc nam trong khoang 400 - 800 nm (Hinh 1.15). Kich thudc thiy dong trung
binh la 359,3 nm trong dung dich PBS ¢ 37°C trong khoang tir 200 - 800 nm véi su
phan b da phén tan cua kich thudc hat (PDI) 12 0,46. Nghién ciu in vitro cho thiy
Cyb5.5-nanobubble c6 thé tich ty trong té bao ung thu do cau tric bong béng nano
lién hgp doc dao. Thir nghiém in vivo trén mo hinh chudt dugc gay ung thu gan H22
cho thiy céc bong béng nano Cyanine 5.5 chu yéu nim ¢ vi tri khdi u va trong bang

quang cua chuot [97].

Ung dung trong chan doan sém ung thu, nhom nghién ciru caa Choi va cong
su da str dung Cyanine 5.5 lam chat danh dau huynh quang trén mé hinh chuot gay
khdi u dai trang HT29. Cyanine 5.5 duoc lién hop véi nano axit hyaluronic va
poly(ethylene glycol) (PEG) (P-HA-NP), cho thay tin hiéu huynh quang tap trung
tai khdi u sau 1 gio tiém, va tiép tuc ting dén 6 gid sau khi tiém, sau d6 giam dan
theo thoi gian. Theo thoi gian, cac md khéi u dugc phan biét rd rang véi cac md
binh thuong, ¢ kha ning ung dung trong chan doan sém ung thu [98]. Bén canh
d6, nhém nghién cau cua Shuai va cong sy da lién hop Cyanine 5.5 véi thube
Paclitacel (PTX) va chat mang mPEG-PLA dé theo ddi sy phan bé cua Paclitaxel
trén mo hinh chudt mang khéi u Bel-7402 [99]. Két qua cho thiy Cyanine 5.5 duoc
lien hop cong héa tri voi thudc PTX cho hinh anh huynh quang mé phong su phan
bé in vivo cua hé dan thubc nano trong co thé tot hon hé nano mang dong thoi

Cyanine 5.5 va PTX bang twong tac vat ly.

Ngoai ra, cac hat nano chitosan glycol (CNP) da duoc lién hop vai cac chat
phat huynh quang héng ngoai gan Cyanine 5.5 (Cy5.5) va ICG trong nghién ciu
cua Kyeong Cheol On va cong su [100]. Cy5.5 va ICG dugc lién két cong hoa tri
v6i CNP v6i ham luong lan luot 12 5,8 + 0,2 wt % va 7,8 + 0,4 wt %. Céc tiéu phan
Cy5.5-CNP va ICG-CNP c¢6 dang hinh cau, duong kinh thay dong trung binh lan
luot 12 264 + 3 nm va 261,8 + 2,69 nm, véi sy phan bd kich thude khong dong déu
(Hinh 1.16 a va b). Vit liéu nano Cy5.5-CNP va ICG-CNP da dugc thir nghiém trén
mé hinh tho va chudt mang khdi u phéi VX2. Cy5.5-CNP (22,5 mg/kg) duoc tiém
qua tinh mach dudi cta chudt mang khéi u VX2. Su tich liiy Cy5.5-CNP trong mo
khéi u dugc theo dbi bang cach sir dung hé théng hinh anh huynh quang trong 96

gio. Tin hiéu huynh quang trong mé khéi u ting dan trong 24 gio va bdo hoa o 48
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gio (Hinh 1.16¢). Trong khoang thoi gian tir 48 gio dén 96 gid, cuong do tin hiéu
t6i da dugc do trong khdi u, cho thidy Cy5.5-CNP c6 thé luu thong trong co thé
trong thoi gian dai va tich lily hiéu qua trong khéi u (Hinh 1.16¢). Hon nira, tin hiéu
huynh quang manh cua Cy5.5-CNP trong than chang to rang Cy5.5-CNP ¢6 thé
duoc bai tiét qua than, 1a co quan chinh giap loai b céc hat nano khoi co thé. Céc
nghién ciru da chi ra rang chitosan glycol c6 ngudn gbc tir chitosan cé thé lién két
vé6i thu thé megalin, duoc biéu hién trén té bao ng than, dan dén su hap thu va luu
giit Cy5.5-CNP ¢ than [101]. Ngoai ra, cac khdi u cd thé dugc phét hién toi 96 gio
sau khi tiém va bd khdi u cé thé nhin thay rd rang trong quéa trinh phau thuat dudi
huéng dan bang hinh anh & tho [100].
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Hinh 1.16. (a) Phan bd kich thuéc dong DLS; (b) anh TEM caa vt liéu Cy5.5-CNP
va ICG-CNP; (c) su phan bé sinh hoc in vivo cua Cy5.5-CNP & chudt mang khéi u
VX2 (n = 3) [100]

IRDye 800CW la chat phét huynh quang hong ngoai gan thé hé tiép theo duoc
nghién cau. IRDye 800CW c6 thé duoc chie ning hoéa véi nhdm phan tng NHS
hoic maleimide, cho phép ndé dugc gan vao mot s phan tir sinh hoc (Hinh 1.17).

IRDye 800CW ¢ cuc dai hap thy tai bugc séng 774 nm, va cuc dai phat xa tai 789
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nm, véi hé sé hap thu mol 1a 240.000 [102]. Tanaka va cong sy da st dung thanh
cong albumin huyét thanh ngudi dugc gan IRDye 800CW dé lap ban d6 hach bach
huyét trong diém va phau thuat cit bo cac khdi u ac tinh di cin tu phét & lon [102].
Trong mot nghién ctu khac, Trastuzumab duoC gan nhin dong thoi véi Hn va
IRDye 800CW dé phat hién xenograft biéu hién Her2 ¢ chudt thiéu hut mién dich
[103]. Céc tac gia két luan rang vat liéu té hop (*!In + IRDye 800CW) c6 tiém

nang trong viéc theo ddi hiéu qua su biéu hién qua mic Her2 & bénh nhan ung thu

vU.
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Hinh 1.17. Hinh anh huynh quang NIR trén chudt duoc gay khdi u A549 (tréi),
cuong do huynh quang trung binh tir cac khi u (phai) cia nhém A (EGF-NIR in
PBS), nhom B (NZ-EGF-NIR-low, 2 nM EGF) va nhom C (NZ-EGF-NIR-high, 2
nM EGF) sau 24, 48, 72 va 96 gio tiém, (mean £ SD, n = 3) [104]

Nhom nghién ciru cia Gruden va cong su da danh gia kha nang phan phdi sinh
hoc va huéng dich khéi u théng qua kha ning phat huynh quang hong ngoai gan
IRDye 800CW (cuc dai kich thich/phat xa & 774 nm/789 nm) gin trén hé
NanoZolid-EGF trén md hinh chudt mang khoi u A549 [104]. Tin hiéu huynh
quang trén thiét bi chup anh Pearl Trilogy duoc phan tich bang phan mém Image
Studio™ (LI-COR), trong diéu kién budc séng kich thich/phéat xa = 785/800 nm.
Viéc dinh luong tin hiéu huynh quang NIR in vivo tir khdi u hoic cac co quan/mo
khac dugc xac dinh trén cac ving quan tdm (ROI) va chuan hoéa so véi tin hiéu nén.
Tin hiéu duoc biéu thi bang photon/s. Vat liéu NanoZolid-EGF-IRDye 800CW
(EGF-NIR) duoc giai phong tir vi tri tiém ¢ c6 da duoc hip thu va cho thay su tich

tu vao cac khéi u & chan sau [104].
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Nhu vay, Cyanine 5.5 va c4c chat phat huynh quang hong ngoai gan thé hién
nhiéu wu diém trong ki thuat huynh quang. Tuy nhién viéc két hop Cyanine 5.5 1én

cac hé dan thudc da chirc niang con chua duoc thuc hién.
Tom tat chwong 1

Trong chuong nay, chiing toi da trinh bay tong quan cac nghién ciru vé vat liéu
nano da chtc ning Gng dung trong chan doan va diéu tri ung thu. Céac polyme,
copolyme c¢6 nhiéu @ng dung trong phét trién cac hé dan thudc nano da chirc ning,
c6 kha niang khic phuc nhiéu nhuoc diém cua cac thude diéu tri hoa dugc hién nay.
Hé dan thudc nano c6 cac tinh chat vuot troi so véi cac thudc truyén thdng nhu:
ting kha ning hap thu chon loc, huéng dich thu dong nhd hiéu Gng ting tinh thim
luu trir. Tir d@6 lam giam doc tinh va tac dung phu cua thudc, ting hiéu qua chira tri.
Hat nano Fes3O4 cO kha nang (ng dung lam tang do twong phan anh chup cong
hudng tr MRI va khai thac tac dung nhiét tir tri ung thu khi dat trong to truong
ngoai. Cac chat phat huynh quang hong ngoai gan tao diéu kién thuan loi trong qua
trinh theo ddi sy phan b in vivo cua thude trong qua trinh diéu tri nhd hinh anh
quang hoc. Piém dac biét cua chat phat huynh quang manh trong ving hong ngoai
gan 1a cho hinh anh huynh quang cd it tan xa nén ciing nhu kha nang thim nhap vao
mo sau, c6 thé tao diéu kién thich hop cho viéc phét hién, theo ddi qué trinh sinh
hoc cua hé dan thudc, hira hen dem lai hiéu qua cao trong viéc theo ddi va chia tri

ung thu.

Tur nhirng luan ct trén, muc tiéu caa luan an tap trung vao viéc ché tao duoc
hé dan thudc nano da chirc ning gan chat phat huynh quang hong ngoai gan PLA-
TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5. Qua d6, nham khai thac duoc (1) kha niang theo ddi,
phat hién sy phan bé in vivo cua thudc tai cac mo ung thu bang chat phat huynh
quang hong ngoai gan Cyanine 5.5, (2) kha nang tang do twong phan trong chup
cdng huong tur hat nhan va (3) kha nang nhiét tir tri cua FesOa, va (4) tac dung hoa

tri cia Doxorubicin.
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CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Ché tao vat liéu
2.1.1. Nguyén vt li¢u

Cyanine 5.5 NHS este (CssHasN3BF404) duoc cung cap tir Lumiprobe GmbH.
Lactide (3,6-dimethyl-1,4-dioxane-2,5-dione, CsHgO4) va vitamin E TPGS (d-o-
tocopheryl polyethylene glycol 1000 succinate, Cs3sOsHss(CH2CH20)23), thiéc
octoate (Sn(OOCC7Hs1s)2), ferric chloride hexahydrate (FeCls-6H20), ferrous
chloride tetrahydrate (FeCl,-4H20), HCI, NH4OH (26% amoniac), N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC), N-
Hydroxysuccinimide (NHS) va Doxorubicin hydrochloride dugc mua tir hang
Sigma Aldrich. 3-Aminopropyl triethoxysilane (APTES), tetrahydrofuran (THF),
dicholoromethane (DCM), triethylamine, etanol, toluen va metanol dugc mua tur
hdng Merck. Lactide d str dung duoc két tinh lai hai 1an tir etyl axetat truc phan
tng. Vitamin E TPGS duoc dong kho trong hai ngay trude khi sir dung. Nudc cat

hai lan duoc st dung cho tat ca cac thi nghiém.

2.1.2. Téng hep copolyme PLA-TPGS

Copolyme PLA-TPGS dugc tong hop bang phan &ng tring hop khbi mé vong
ctua monome lactide véi TPGS véi sy ¢ mat cua thiéc octoate lam chat xuc tac
[105]. Cu thé, 200 mg lactide va 200 mg TPGS dugc hoa tan trong 30 mL toluene
trong mot binh cau 120 mL. Hon hop nay duoc khudy tir va dun ndng trong bé
silicon dudi dong nito. Khi nhiét &6 phan tng dat tgi 110 °C, 0,25 mL thiéc octoate
hoa tan trong 10 mL toluene dugc thém nhanh vao hdn hop phan tng va dun hoi
lwu. Phan tng duoc tiép tuc gia nhiét 1én toi 145 °C va giit ¢ nhiét do nay trong subt
qua trinh phan @ng. Sau 16 gio phan ng, toluene duoc cho bay hoi & 110 °C va hén
hop duoc khudy qua dém dé thu duoc hdn hop dic. San pham dwoc hoa tan trong
DCM va két taa trong metanol lanh dé loai bé cac monome lactide va TPGS du
khong phan ng. San pham cudi cing thu duoc bang cach loc va say kho trong chan
khong & 45°C trong 48 gid. Cu trdc cua copolyme tong hop duoc xac dinh bang
pho 'H-NMR trong CDCls ¢ tan s6 500 Hz (Bruker AMX500) va pho hong ngoai
FTIR. Két qua 'H-NMR duoc xur ly va phan tich bang phan mém NMRnotebook
2.5.
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2.1.3. Téng hep hat nano oxit st tir (FesOs NPS)

Hat nano oxit sat tir (FesOs4 NPs) dugc tong hop theo phuong phap dong két
tua sir dung hé phan ng vi song Sineo — Uwave 1000, theo quy trinh da dugc cong
b [41]. Qua trinh phan mg dong két tia theo phwong trinh phan tng:

2Fe® + Fe?* + 80H" — Fe304 + 4H,0

C4c tién chat sir dung dé ché tao hat nano oxit sat tir 1a ion Fe?* va Fe3* (voi ti
1& mol 1: 2) dugc chuan bi trong dung dich HCI 2 M. Cu thé, 4 mmol Fe(ll1) (dang
FeCl3) va 2 mmol Fe(ll) (dang FeClz) dugc hoa tan vao 40 mL axit HC1 2M, sau do
chuyén vao binh cau va gia nhiét dén 70 °C. Hon hop phan tng duoc khudy tir va
duy tri nhiét d6 70 °C dong thoi voi suc khi N2 dé duy tri méi trudng tro trong sudt
qué trinh phan @ng. Dung dich NHz 2 M (80mL) dugc nhé tir tir vao binh cau véi
tbc d6 2 giot/gidy. Hon hop phan ¢ng chuyén dan tir mau vang sang niu va den va
phan tmg duoc tiép tuc thém 30 phut sau khi nho hét dung dich NHa. San pham thu
duoc bang cach lang tir, rra v6i nude cat dén pH trung hoa va rira bang etanol 96%.
San pham c6 thé dugc say khod & nhiét d6 60 °C trong ti sdy chan khong dé xac dinh
cac tinh chat hoic duoc phan tan trong nudc cat dé thuc hién cac budc tong hop tiép

theo.

2.1.4. Ché tgo hé dén thuéc nano da chirc ning PLA-TPGS-Fe3O4-Doxorubicin

W wanannaanane  PLA-TPGS
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Hinh 2.1. So @6 h¢ dan thudc nano da chiic ning PLA-TPGS-Fe3;0,-Doxorubicin
Thudc diéu tri ung thu Doxorubixin va FesOs NPs duoc nano hoéd bang
phuong phap nhii hdéa bay hoi dung méi trén co sé copolyme PLA-TPGS (Hinh
2.1). Cu thé, copolyme PLA-TPGS dugc hoa tan trong THF véi nong d6 1,0
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mg/mL va khudy trong 30 phat. Sau d6, Doxorubixin va FesOs NPs véi céc ty 18
w/w khac nhau dugc thém tir tir vao dung dich copolyme PLA-TPGS. Hon hop nay
duoc khudy trong 24 gio trong binh kin va sau d6 THF dugc cho bay hoi trong diéu
kién chan khoéng. Dung dich nay sau d6 duoc tham tach bang nudc cat dé loai bo
Doxorubicin khéng dugc nano hod. Hon hop dugce dong kho va bao quan & 4 °C.
Trudc khi sir dung cho cac phép do khac, cac hat nano dong kho dugc phan tan lai
trong PBS.

2.1.5. Ché tgo h¢ ddn thuéc nano da chirc ning PLA-TPGS-Fe;04-Doxorubicin-
Cyanine 5.5

Pé chirc nang hoa bé mat cua hat FesO4 NPs, 3-aminopropyltriethoxysilane
(APTES) da dugc thém vao 25 mL dung dich phan tan Fez0s NPs 4 mg/mL (6 cac
ti 1¢ FesO4 : APTES (w/w) khéc nhau, gom 30 : 3,20 :3,10: 3,va 5 : 3). Hon hop
phan tmg duoc dun hdi luu trong 3 gid & cac diéu kién nhiét o khac nhau: 25, 50,
60, 70 va 80 °C, thu duoc san pham Fe3O4-NH,. FesO4-Cyanine 5.5 duoc tong hop
bang céach cho Cyanine 5.5 NHS este phan @ng véi FesOs-NH2 (ndng do 4 mg/mL)
& nhiét @6 phong trong cac khoang thoi gian khac nhau (1 gio, 2 gio, 5 gio, 12 gio)
véi su c6 mat caa EDC va NHS 1am chit xuc tac. Ti Ié Cyanine 5.5 : FesOs NPs
(w/w) dugc khao sét ¢ c4c ti 1é khac nhau, cu thé 120,025 :1,0,03:1,0,05:1,0,1 :
1va 0,2 : 1. Ngoai ra, diéu kién pH ciing dugc khao st ¢ cac gia tri khac nhau (pH
5,5; pH 7,4; pH 8,5; pH 10).
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Hinh 2.2. So d6 hé dan thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-Fes0s-Dox-Cyanine 5.5
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Sau d6, 50 mg PLA-TPGS va 30 mL THF dugc thém vao hon hop FesOu-
Cyanine 5.5. Thudc diéu tri ung thu Doxorubicin dugc nano hod bang phuong phap
bay hoi dung méi nhil trong (Hinh 2.2). Cu thé, thém 17,5 mg Doxorubicin vao hdn
hop PLA-TPGS-Fes0s-Cyanine 5.5, cung Vvéi triethylamine, trong d6 ty I¢ mol
Cyanine 5.5 : Dox = 1:6. H3n hop duogc khuay trong 24 gid trong binh kin va sau do
THF duoc lam bay hoi trong chan khong. San pham cudi cung duoc tinh ché biang
cach tham tach véi nudc cat trong 12 gio (ngudng trong luong phan tir 8 kDa) va
sau d6 dong kho. Cac hat nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 thu dugc dugc
bao quan ¢ 4 °C (tranh anh sang) cho dén khi sir dung. Cac hat nano déng kho duoc
phan tan lai trong PBS trudc khi s dung.

2.2. Cac phwong phap dac trung vat liéu
2.2.1. Phwong phdp phé hong ngoai bién déi Fourier FTIR

Phuong phép phan tich theo phd hdng ngoai bién doi Fourier (Fourier
transform infrared spectrocopy, FTIR) la mét trong nhitng ky thuat dau tay dé
nghién ctru tinh chét vat liéu. Mét trong nhitng wu diém quan trong nhat cua phuong
phap phd hdng ngoai 13 phuong phap nay cung cap thong tin vé cau tric phan tu
nhanh, khong doi hoi cac phuong phap tinh toan phuc tap. Ky thuat nay dua trén
hiéu tmg don gian 1a: cac hop chat hoa hoc ¢ kha nang hap thu chon loc buc xa
hong ngoai. Sau khi hap thu cac buc xa hong ngoai, cac phan tir cia cac hop chat
hod hoc dao dong véi nhiéu van tdc dao dong va xuit hién dai pho hap thu goi
1a phd hap thu btc xa hong ngoai. Cac dam phd khac nhau c6 mat trong pho hong
ngoai twong Gng véi cac nhodm chire dic trung va cac lién két ¢ trong phan tir hop
chét hoé hoc. Bai vay pho hong ngoai cia mot hop chat hoa hoc coi nhu “ddu van
tay”, ¢ thé can clr vao d6 dé nhan dang chdng. Thiét bi FTIR ngay nay sir dung bo
giao thoa Michelson thay cho bo tao don sic cua cac hé théng phd hong ngoai phan

tan trude day [106].

Ph6 hdng ngoai FTIR cua vt liéu nano da chirc ning dwgc thuc hién bing
thiét bi FTIR Nexus 670 (Vién K§ thuat nhiét doi, Vién Han 1am KHCN VN). Mau

vat liéu dugc quét trong viing sé song 400 - 4000 cm', str dung nén KBr.
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2.2.2. Phwong phdp hién vi dién tie quét phat xa truong FESEM

Phuong phéap chup anh hién vi dién tir quét (Scanning Electron Microscope,
SEM) 1a phuong phap cho phép quan sat hinh thai bé mat cua vat liéu. SEM c6 thé
tao ra anh véi do phan giai cao cua bé mit mau bang cach st dung mot chum dién
tr hep (chum céc electron) quét trén bé mat mau. Pién tir duoc phét ra tir sung
phong dién tir, sau d6 duoc ting tdc, va hoi tu thanh chum dién tir hep nho hé théng
thau kinh tir, sau d6 quét trén bé mat vat liéu nhd cac cudn quét tinh dién. Viéc tao
anh cua mau vat duoc thuc hién thdng qua viéc ghi nhan va phan tich cac buc xa

phét ra tir twong tac ciia chum dién tir véi bé mat mau [106].

Trong luan an nay, viéc khao sat hinh thai hoc cua vat liéu nano dugc thuc
hién trén kinh hién vi dién tir quét phat xa truong (Field emission scanning electron
microscopy, FESEM) Hitachi S-4800 sir dung stng dién tir Kiéu phét xa cathode
truong lanh tai Vién Khoa hoc vt liéu. Kinh c¢6 do phong dai 20 + 800.000 lan, do
phan giai anh SE 12 2,0 nm ¢ thé 1 kV va 1,0 nm & thé 15 kV. Cac mau duogc dat
trén tam wafer Si, sdy kho va dua vao thiét bj ma khdng can pha thém. Phép do

duoc thyc hién & mac nang luong tir 5 dén 10 keV.

2.2.3. Phwong phdp hién vi di¢n tir truyén qua TEM

Kinh hién vi dién tu truyén qua (Transmission electron microscopy, TEM) I
cong cu ki thuat cho nghién ctu vi cau tric vat liéu. Dua trén nguyén tic hoat dong
co ban cua kinh hién vi quang hoc, kinh hién vi dién tir truyén qua c6 uu diém noi
bat nhd budc séng ciia chiim electron ngén hon rat nhiéu so véi anh sang nhin thay
nén c6 thé quan sat véi o phan giai 0,2 nm [106].

Hinh thai va kich thudc cua vat liéu nano da chirc nang trong luan an dugc
chup trén kinh hién vi dién tir truyén qua JEOL JEM-1010 & dién &p 120 kV (Vién
Vé sinh dich t& Trung wong), va thiét bj hién vi dién tir truyén qua JEOL 100CX &
dién ap 100 kV (Khoa Duoc, Truong Dai hoc Paris Descartes, CNRS UMS3612,
Inserm US25).

2.2.4. Phwong phdp phin tich nhiét Knéi lwong TGA
Phén tich nhiét (Thermogravimetric) la mot nhdm cac ky thuat phén tich trong
d6 cac dic trung vat ly cia mau hoac san pham phan tng duge do nhu nhitng ham

cua nhiét d6. Nhiét do ciia mau s& dugc diéu khién theo cac chuong trinh dinh san.
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Phan tich nhiét khéi luong (TGA) 1a phuong phap phan tich trong d6 sy thay
d6i khéi lugng caa mau dudi su thay d6i cia nhiét do theo mot chuong trinh dugc
ghi lai nhu 1a mot ham sé cua nhiét 6 hodc thoi gian. Ky thuat phan tich nhiét
trong dua trén co so ghi lai lién tuc su thay do6i khdi lwong caa mau trong qua trinh
gia nhiét hoac 1am lanh, va hitu ich khi phan tich dinh luong cac thay d6i vat ly
hodc hda hoc véi sy thay d6i khdi luong. Nhu sy méat nudc, phan hay, oxy hda, su
khtr... hay su thay ddi vat 1y nhu thing hoa, bay hoi, hip thu va khir hap thu. Khéi
lwong t6n hao cua cac thanh phan hitu co nhu polyme, copolyme, vat liéu nano t6
hop ¢6 thé xac dinh duoc tir gian d6 nhiét khéi luong TG [18].

Trong luan &n nay, ky thuat phan tich nhiét TGA duogc st dung dé danh gia
quéa trinh phan hay nhiét caa copolyme va vat liéu nano da chirc nang trén thiét bi
Discovery TGA (TA Instruments, New Castle, DE, USA) tai Vién Ky thuat nhiét
d6i, Vién Han 1am KHCN VN. Bé phan tich TGA, vat liéu nano dugc dit trong
chén dung mau va nhiét do duogc thay ddi tir 25 dén 800°C voi téc do ting nhiét 12
10°C/phat.

2.2.5. Phwong phdp xdc dinh phan bé kich thwéc hat va thé zeta

Kich thudc va phan b kich thudc hat 1a thong sé quan trong dé danh gia do
bén vat ly cta tiéu phan nano. Phuong phap tan xa anh sang dong (Dynamic light
scattering, DLS) duoc sir dung rong rdi dé do kich thudc tiéu phan nho phan tan
trong moi truong long. Kich thude va phan bd kich thudce (qua chi sé PDI) 1a cac
dai lugng chinh duoc xac dinh qua phwong phéap nay. Gi tri PDI tir 0,1 dén 0,25
cho thdy phan b kich thudc tiéu phan hep, trong khi d6 PDI 16n hon 0,5 biéu thi
cho hé phan bé kich thudc rong [106].

Gia tri thé Zeta chimg minh d6 bén cua hé nghién ciu. Thé Zeta 13 tong dién
tich ma hat tiéu phan dat dugc trong moi trudng phéan tan. N6 dic trung cho luc day
giira cac hat tiéu phan. Céc hat c6 gié tri tuyét ddi thé Zeta 16n hon 30 mV duoc coi
la mot hé bén. Néu gia tri Zeta nam trong khoang 20 - 30 mV, thi hé hdn dich coi l1a
tuong ddi bén. Trong trudng hop thé zeta nho hon 10mV, hé hdn dich duoc coi la
khong on dinh, kém bén, d& bi két tap tiéu phan [106].

Sy phan b kich thudc va thé Zeta cua vat liéu nano da chic ning duoc Xac
dinh bang thiét bj Zetasizer-Nano ZS (Zetasizer Nano, Malvern Instruments, UK)

tai Vién Khoa hoc vat liéu, Vién Han 1am KHCN VN. M&i mau duge do 3 1an.
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2.2.6. Phwong phdp quang phé hap thu tie ngogi va khd kién UV-Vis

Phuong phap quang phd hap thu tir ngoai va kha kién 1a phuong phap phan
tich duwa trén sy hap thyu btc xa dién tir. Nguyén ly ctua phuong phap 1a khi chiéu
mot chiim &nh sang don sic qua mau c6 cudng do lo thi mau s& hap thy mot phan.

Sau khi truyén qua mau, cudong d6 cua buc xa dién tir 1a 1 (1< 1o) [18].

Do hap thu A cua mot dung dich 1a logarit thap phan caa nghich dao do truyén

quang T khi cho 4nh sang don sic di qua, dugc biéu thi bang phuong trinh:
A = log (%) = log (170) (2.1)

Trong do:

I 14 cuong do anh sang don sic sau khi da truyén qua dung dich;

lo 12 cudng do anh sang don sic téi;

T 1a d6 truyén quang.

Pho hap thy UV-Vis cua vat liéu trong luan an duoc ghi trén may quang phé

Ocean Optics Usb4000 tai Vién Khoa hoc vat liéu, Vién Han Iam KHCN VN.

a) ——0005mgmL| b) ™
—— 0,01 mg/mL
485 nm 0,02 mg/mL _
N 002 mgimi os]  y=17,426x 40,006
—— 0,05 mg/mL r? =0,9998
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@ 2
1 [
_,_A 00 : ; ; ; ;
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800 Néng d¢ Doxorubicin (mg/mL)

L}
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Budre song (nm)

Hinh 2.3. (a) Phd UV-Vis; (b) duong chuan Doxorubicin

Xay dyng dudng chuan do hap thu - nong do Doxorubicin: Chuan bi day dung
dich Doxorubicin chuan véi néng do tir 0,005 dén 0,05 mg/mL. Sau d6 tién hanh do
d6 hap thu cua cac dung dich trong dai budc song tir 200 dén 800 nm. Xay dung
duong chuan d6 hap thu - ndng ¢6 Doxorubicin: y = 17,426x + 0,006 (r2 = 0,9998),
véi y 1a d6 hap thu cua dung dich Doxorubicin chuan cé néng do X tai budc song
hap thu cuc dai (485 nm) cua Dox (Hinh 2.3).

2.2.7. Phé hupnh quang
Phd huynh quang 13 phuong phap dung dé nghién ctru tinh chit quang cua vat
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lidu. Trong phuong phép nay, vat liéu dugc kich thich bang mot ngudn ning lugng
tir bén ngoai, sau d6 nghién clru sy twong tac gitta vat liéu va ngudn ning luong
nay. HE dién tur hoa tri ctia vat li€u chuyén trang thai tr trang thai co ban 1én cac
trang thai kich thich khac nhau sau khi nhan dugc nang luong kich thich. Thoi gian
t6n tai & trang thai kich thich tiy thudc vao tinh chét cta vat lidu. Khi hdi phuc vé
trang thai can bang, dién tir giai phong ning lugng co6 thé & cac dang khac nhau nhu
nhiét hoidc photon. Anh sang phat ra trong qué trinh hdi phuc duoc goi chung 1a

huynh quang [106].

Trong ludn an nay, phd huynh quang cta cac hé dan thudc nano da chirc ning
gan chat phat huynh quang hong ngoai gan Cyanine 5.5 duoc do trén may quang
phd iHR550 (Horiba) v6i cam bién Si-CCD (charge Coupled Device) dugce 1am
lanh bang pin Peltier, dudi budc song kich thich cua diode laser 355 nm (Teem

Photonics).

2.2.8. Phwong phdp nhiéu xa tia X

Phuong phap nhiéu xa tia X (XRD) dya trén hién tuong nhiéu xa tia X cia cac
vat liéu két tinh. Khi chiéu chum tia X c6 buéc séng 4 va mang tinh thé cua vat
lidu, cc ho mat phang mang tinh thé cua vt liéu, cac ho mat phang (hkl) c6 gia tri
dha théa man diéu kién phan xa Bragg: 2d,,; sin26 = n.A s& cho céc cuc dai
nhiéu xa tai vi tri goc nhidu xa 6 = arcsin(ni/2dyy,) twong Gng trén gian do
nhiéu xa n nhan cac gia tri 1,2,3.... goi la bac nhiéu xa. Thong thuong ta chi quan

sat duoc cac nhiéu xa bac 1 (n=1).

Nhiing dic trung quan trong nhit ciia cac gian db nhiéu xa tia X 1 vi tri cua
cac vach nhidu xa, cuong do vach nhidu xa va dudng cong phan bé cua vach nhiéu
xa d6. Phuwong phap ndy cho phép xac dinh pha cau trtc, phan tich dinh tinh, dinh
lugng céc pha tinh thé, hang s6 mang, mic do bién dang mang, so sanh xac dinh
tuong d6i ham lwong pha tap, tir d6 cho phép diéu chinh quy trinh c¢éng nghé ché
tao vat liéu va gop phan ly giai cac hién twgng vat ly [106].

Trong luan an nay, cau tric tinh thé cta vat liéu nano da chirc ning duoc thuc
hién trén hé nhiéu xa ké SIEMENS D5000 (CHLB Drc) tai Vién Khoa hoc vit liéu,
Vién Han 1am KHCN VN, sir dung buc xa Cu-ka, budc song 4 = 1,5406 A. Dir
liéu duoc thu thap trong pham vi 20 tir 30° dén 70°, budc nhay 0,02° va thoi gian
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moi bude 1a 4 gidy & nhiét d6 phong.
2.2.9. Tir ké mdu rung VSM

Tur ké mau rung (Vibrating sample magnetometer, viét tit 13 VSM) 1a phuong
phap do momen tir cia vat liéu trong tur truong ngoai, dua trén nguyén ly cam ng
dién tir. VSM con dugc goi 1a phép do tir hoa (magnetization), momen tir cia mau
Ms duoc do theo tir trudng ngoai. Puong cong tir tré cua vat liéu thu duoc bang
cach thay doi cuong do tir truong bén ngoai trong khoang tir -1,1 kOe dén 1,1 kOe.
Trén co sé duong cong tir tré thu dugc, ¢d thé xac dinh dugc cac gia tri dic trung
cho tinh chat tir cua vat liéu, nhu tir d6 b&o hoa (Ms), va luc khang tir (Hc) [106].

Trong luan &n nay, phép do tinh chat tir caa vat liéu nano da chirc ning duoc
thuc hién trén thiét b tir ké mau rung tai Phong Vat Iy vat liéu tir va siéu dan, Vién
Khoa hoc vat liéu.
2.2.10. Pét néng cam ing tee MIH

Cac phép do d6t ndng cam tng tir (Magnetic Inductive Heating, MIH) cua vat
liéu nano da chirc ning duoc thuc hién trén thiét bi phat tir trudng xoay chiéu cong
suit cao (Model UHF-20A). Thir nghiém trong diéu Kkién tir truong xoay chiéu c6
cuong do 100 Oe va tan sé 340 kHz, trén cudn day cam ung (7 vong, duong kinh 3
cm, dai 11,5 cm). Nhiét d6 duge do bang nhiét ké quang (GaAs sensor, Opsens) Véi
d6 chinh xac 0,3 °C trong dai 0 - 250 °C.

D6 hip thu ning luong tir cia vat liéu nano da chirc nang dugc thé hién qua

dai luong téc d6 hdi phuc riéng SAR:

SAR = C ( dt) Mnano 2.2)

mF€3 O4

trong d6: C 1a nhiét dung riéng cua nuéc (C=4,18 J/gK), —221 |3 ndng do

MFEe;04

Fes04 trong hé vat liéu nano da chirc nang, (d ) la téc do tang nhiét ban dau (°C/s),

dT . e 14 . . \
(E) duogc xac dinh tur tiep tuyen cia duong cong tang nhiét tai ving ban dau.

Hon nita, dé c6 thé so sanh s liéu do trén céc thiét bi khac nhau ma thuong la

dung céac tan s (f) va tir truong (H) khac nhau, dai luong téc do hap thu riéng hiéu
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chuan, goi 1a cong suat ton hao ni tai (intrinsic loss power, ILP) duoc x4c dinh nhu
sau [18]:

iLp = 28 (2.3)

H2f

2.3. Panh gia dong hoc va co ché giai phong thudc in vitro
2.3.1. Ddnh gid dong hoc gidgi phong thudc in vitro

Qua trinh giai phong thuéc Doxorubicin tir hé dan thuéc nano da chic ning
duoc nghién ctu tai cac diéu kién khac nhau, gdm méi truong sinh Iy (pH 7,4), va
mdi truong ngoai bao khdi u (pH 5,0 va pH 6,5). Tién hanh nhu sau: Cho 10 mg hé
dan thubc nano da chirc nang vao tdi tham tach (MWCO 3,5 kDa) vao 300 mL dung
dich dém, & cac diéu kién pH 5,0; 6,5 va 7,4, lay mau sau cac khoang thoi gian 1; 2;
4: 6:; 8; 12; 24; 32; 48; 60; 72 gid, do hap thu UV-VIS.

2.3.2. Xac dinh co ché giai phong thuéc in vitro

Pé phan tich co ché giai phong thudc Doxorubicin tir hé dan thudc nano da
chtrc ning, sau mé hinh déng hoc khac nhau, gém cac méd hinh dong hoc bac 0
(Zero-Order), Higuchi, bac 1 (First-Order), Weibull, Hixson-Crowell va
Korsmeyer-Peppas da dugc st dung [107]. Dt liéu thu duogc tir cac nghién cuu giai
phong thudc dugc ap dung cho 6 md hinh dé tim ra mé hinh dong hoc phil hop nhat.
Cac phuong trinh mé hinh dong hoc duoc biéu dién duéi day, twong Gtng vSi 6 md

hinh néu trén:

Q= K,t (2.4)

Trong d6, K, la hang s toc d6 bac 0 va t 1a thoi gian.

Q =Q,(1—e™H (2.5)

Trong d6, Qo 1 Ndng d6 ban dau cua thudc va Ky 1a hang s toc do bac 1.

Q = K, t'/? (2.6)

Trong d6, Ky 1a hang sé Higuchi biéu thi cac bién thiét ké cua hé théng va t la
thoi gian.

Q = Qo(1 — e~fwt™) 2.7)

Trong d6, Qo 1a ndng do ban dau cua thudc, va Ky 1a hing sé Weibull.

Q=0 (1-(1-Kuc)’) (29
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Trong d6, Qo la ndng d6 ban dau cua thudc, va Kuc 1a hang sé Hixson —
Crowell.

Q = Kgp t" (2.9)

Trong d6, Kkp la hing s6 Korsmeyer-Peppas va n 1a s mii khuéch tan thé
hién co ché giai phong dugc chat.

Tiéu chi thong tin Akaike (Akaike information criterion, AIC) duoc st dung
dé danh gia sy phu hop cua cac md hinh. Thong s6 AIC dugc tinh theo cong thuc
sau [108]:

AIC = n xIn(WSSR?) +2 x p (2.10)

Trong d6, n 1a sé diém dix liéu giai phong, p 1a sé lwong tham sé mé hinh va
WSSR (the weighted sum of square of residues) 1a tong binh phuong phan du c6
trong s6. P6i vai mdi diéu kién pH, md hinh c6 gia tri AIC thap nhat dugc coi 12 toi

ru nhét. Phan tich dong hoc dugc thuc hién trén phan mém Splus 8.0.

2.4. Panh gia hidu qua va co ché gay dgc té bao ung thw cia hé dian nano trén
cac dong té bao thir nghiém
2.4.1. Nudi cdy té bao

Céac dong té bao HelLa (Té bao ung thu co tir cung), A549 (Té bao ung thu
biéu md phdi), HGC-27 (Té bao ung thu biéu md da day ¢ nguoi), CCF-STTG1 (Té
bao ung thu biéu mé ndo), MCF-7 (Tté bao ung thu biéu mé tuyén vi) va PC-3 (Té
bao ung thu biéu md tuyén tién liét) dugc cung cip boi trung tam luu trir gidng nudi
cdy Hoa Ky ATCC (Manassas, VA, USA) va duoc luu gitt, thir doc tinh tai Vién
Hoa hoc cac hop chat thién nhién, Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.
Cac dong té bao duoc nudi cay ¢ 37°C trong 5% CO; trong méi trudng thich hop
(RPMI 1640, MEM, DMEM; Merck KGaA, Darmstadt, Ptc) chira 10% huyét
thanh bao thai bd bat hoat do nhiét (FBS), penicillin (100 Ul mL-1), streptomycin
(100 mg/mL) va L-glutamine (2 mM).

2.4.2. Thiz nghiém déc tinh té bao in vitro bang phwong phip MTT

Hoat tinh gdy doc hay tc ché sy ting sinh té bao cua cac hé nano dugc danh
gid qua kha ning ¢ ché enzyme oxidoreductase phu thusc NAD(P)H cua té bao.
Enzyme ndy xlc tdc phan tng khir thuéc nhuém tetrazolium MTT [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; nong d6 cudi 5 mg/mL]
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thanh san pham formazan khdng hoa tan (c6 mau xanh-tim) [109, 110]. Cu thé, cac
té bao dugc gieo vao dia 96 giéng (5 x 10* té bao trén mdi giéng hdn hop 200 pL)
va gan vao trong 24 gid. Sau do, cac té bao duoc xtr Iy bang Doxorubicin tu do va
cac hé nano & néng do Doxorubicin nam trong khoang tir 50 dén 1 pg/mL va duoc u
& 37°C va 5% CO; trong 48 gio. Khi két thic qué trinh u, 20 uL MTT (Merck
KGaA) dugc thém vao cac giéng va u ¢ 37°C trong 4 gio. San pham chuyén hoa
dang tinh thé formazan duoc hoa tan trong DMSO 100 % va do mat d6 quang ¢
buéc séng 540/720 nm bing cach s dung dau doc da ché do Spark (Tecan,

Méannedorf, Thuy Si). Su ¢ ché ting sinh té bao duoc danh gia bang cong thirc sau:

Ty 16 e ché (%) = (1 - ODOD—’”*”) x 100% (2.11)

trong d6 ODsampie V& ODcon lan luot 14 mat do quang hoc cia nhém mau thi
nghiém va d6i ching. Thi nghiém noéi trén duoc thuc hién ba lan dé lay gia tri 1Cso
trung binh duoc tinh todn bai phan mém TableCurve AISN (Jandel Scientific, San
Rafiel, CA). Poc tinh gy doc té bao duoc biéu thi bang gia tri 1Cso (ndng d6 cua
c4c tac nhan thir nghiém gay tc ché 50% hoac lam chét té bao), thu duoc bang
phuong phap hdi quy phi tuyén tinh bang cach sir dung chwong trinh TableCurve
2D (Phan mém thdng ké SPSS, Chicago, IL).
2.4.3. Pdnh gid hogt tinh khang phan bao bang ky thugt hinh éanh hupynh quang
tw dgng va phén tich, sang lec ngi ham cao

Mot ki thuat do té bao dinh luong, con duoc goi 1a phan tich sang loc noi ham
cao (High Content Screening, HCS), duoc sir dung dé xac dinh viéc bt git chu ky
té bao dbi voi tac dong cua hé nano 1én té bao ung thu. Hinh anh té bao thu duoc
bang hé thdng kinh hién vi tu dong Olympus scan™R (Heidelberg, Duc) tai Phong
Sinh hoc thuc nghiém, Vién Hoa hoc cac hop chat thién nhién (Hinh 2.4), st dung

tinh nang 1ay nét ty dong trén nhan té bao.

Céc té bao dugc gieo vao cac dia 96 giéng, mot hodc hai ngay trude khi kich
hoat dé dat dugc do hop luu khoang 70%. Sau 24 gio & v6i cac mau & khoang nong
d6 ICso, cac té bao duoc danh ddu Hoechst 33342 (0,5 uM) ngay trudc khi ¢d dinh
bang 3,7% paraformaldehyde trong PBS ¢ nhiét d6 phong trong 15 phit. Mudi sau
vi tri trén mdi giéng duoc chup (d6 phong dai 20 1an va camera SCMOS) véi bo loc

tiéu chuan cho céc kénh DAPI va Cy3 [111, 112]. Tap hop cac té bao trong mdi giai
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doan cuia chu ky té bao (subGl, G1, S, G2/M) duoc xac dinh bang cach phan ving

dbi twong phan tich dwa trén cudng d6 huynh quang, sau d6 duoc phan tich bing

phan mém Phan tich Scan”R (Olympus).

Hinh 2.4. Hé thdng ghi anh sang hién vi sang loc/Phan tich noi ham cao (Olympus
scan”R, Heidelberg, Duc)

2.5. Panh gia kha nang ting d¢ twong phan anh cong hwong tir MRI
2.5.1. X&c dinh d¢ héi phuc r1, r2

Nhu da gidi thiéu trong chuong 1, cac dai luong thoi gian dac trung cho 2 qua
trinh hdi phuc T1 va T2 phu thugc vao madi truong xung quanh proton, do vay phan
&nh cau trdc vi mé cua mo sinh hoc. CAc thoi gian T1 va T2 chinh 13 dai luong thé
hién cuong do diém anh MRI. Cac phép do va chup anh MRI trén cac mau PLA-
TPGS-Fes04-Dox-Cyanine  5.5; PLA-TPGS-Fez0s-Dox; PLA-TPGS-Fe30s-
Cyanine 5.5; PLA-TPGS-Fes04 va FesOs ¢ cac ndng d6 Fe khac nhau (0; 0,02;
0,05; 0,1 va 0,2 mM) trong agarose 1%/PBS duoc thuc hién trén thiét bi cong
huong tue 7T (300WB, Bruker, Avance I, Wissembourg, Phap).

Do hdi phuc & 7 T caa cac hé nano ¢ nong do sat khac nhau (0,05; 0,1; 0,2 va
0,5 mM) duoc thuc hién bang cach chup ché d6 T2 va T1 bang thiét bj cong hudng
tu 7 T (300WB, Bruker, Avance Il, Wissembourg, Phap), va duoc trang bi gradient
duoc bao vé chi dong 200 mT/m. r1 dugc do theo trinh tu spin-echo bién thién TR,
con rz do theo trinh ty spin-echo da tiéng vong (multi-echo) giet TR ¢6 dinh. St
dung pham mém ParaVison 5.1 dé vé viing quan tam (region of interest — ROISs) va

dé tinh céac gié tri tc @6 hoi phuc. Buong cong suy giam tin hiéu duoc fit boi
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phuong trinh suy giam don exponel dé tinh T2, y = A + Ce ™2 va phuong trinh
don exponel ting tr& lai gié tri cuc dai dé tinh T1, y = A + C(1-e™®™), Hinh anh
MRI trong T1 duogc thu dugc bang cach st dung chudi xung phan xa quay théng
thuong theo cac thong sé sau: TR = 800 ms, TE = 13 ms, o =180°, d6 day lat cit =
1,5 mm. Hinh anh MRI trong T2 thu duoc bang cach st dung chudi xung phan hoi
nhanh theo cac théng s6 sau: TR = 15000 ms, TE = 99 ms, a = 180°, do day lat cat

=1,5mm.
D6 hdi phuc r1 va ra thu duoc bang cong thic sau:
1 1 ;.o o
= ry[Fe] + o voii=1hoac2 (2.12)

2.5.2. Danh gida khd nang ting dj twong phan MRI in vivo

Céc nghién ctu duogc thuc hién trén chuot cai Balb/C (Janvier, St Genest de
Lisle, Phap) mang khdi u CT26 & mdi bén suon. Tat ca cac thir nghiém in vivo trén
chudt duoc thuc hién theo cac hudng dan cua Pai hoc Paris, da duoc phé duyét boi
uy ban dao dirc (CEEA34.JS.142.1).

S !
Hinh 2.5. (a) B4 tri chudt thi nghiém; (b) thiét bi cong huong tir 7T (300WB,
Bruker, Avance I, Wissembourg, Cong hoa Phap)
Mudi con chudt duoc gdy mé bang khi isoflurane 1,5% trong hdn hop khéng
khi/Oz (twong ung 0,5 L/phat va 0,2 L/phut) va dugc dua vao bén trong thiét bi
cong huong tir 7T (Bruker 7 T vertical MRI spectrometer) 300WB, Bruker, Avance
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I, Wissembourg, Cong hoa Phap (Hinh 2.5). Sau khi thu nhan hinh anh MRI véi
ché a6 chup T2* truéc khi tiém, chudt dugc dat trong budng gii nhiét va 150 pL hé
dan thubc nano da chirc ning nong do Fe 25,8 mM duoc tiém cho nim con chudt
qua tinh mach mat. Nam con chudt con lai dugc sir dung lam d6i chang. Sau 4 gio
tiém, thu hinh anh MRI trong T2*. Hinh anh MRI chyp theo ché d6 nay duoc ghi
theo chudi FLASH dé dinh lugng T2 hiéu qua, véi cac tham sb sau: TE/TR = 350/5
ms, goc lat (flip angle) 40°. Truong nhin ¢6 kich thude 3 cm x 3 cm, kich thudc ma
tran 256 x 256 twong (ng voi 117 um x 117 pum & d6 phan giai mat phang, thoi gian
quét khoang 8 phut. Tat ca dit liéu MRI duogc xir 1y va phan tich trén may tinh dugc
trang bi phan mém danh riéng cho MRI (ParaVision phién ban 5.1).

Dé xur ly dit liéu, hinh anh MRI trong T2* cua ting lat cat da dugc mo trong
phan mém Imagel (Vién Y té Qudc gia, Bethesda) biang cach s dung plugin
BrukerOpener. Céc ving quan tdm ROI tuong (ng véi khéi u duoc xac dinh va thu
duoc phan b cuong do pixel. Sau d6, phan bd cuong do pixel cho ting lat caa khéi
u duoc xir ly bang phan mém MATLAB (R2023a, Natick, Massachusetts, My) dé
c6 duoc phan bd cudng do pixel cho toan bo khéi u. Tir d6, ty Ié phan tram pixel
dudi gid tri lo2s da duoc tinh toan (lo,2s = 0,25x(Cuong d) max — Cuong dd min)) trén
cung phan mém. Pé so sanh khdi u d6i ching, ty Ié phan tram pixel dudi lo2s cho
ting chudt duoc 1y trung binh va phan tich théng k& Mann-Whitney duoc thuc

hién bang phan mém Sigmaplot 15.

2.6. Panh gia sw phan bé in vivo cia hé din thudc nano da chirc niing
2.6.1. Khdo sat bwdc song kich thich/phat xa

Hinh anh huynh quang (optical imaging in vitro) thu dwoc bang thiét bi Photon
IMAGER Optima (Biospace Lab, Cong hoa Phap) tai Khoa Dugc — Truong Pai hoc
Paris Descartes (4, avenue de I'Observatoire, 75006 Paris), Cong hoa Phap (Hinh
2.6). Pay 1a hé théng gom nhiéu hop phan cho phép phat hién khong xam lan, dinh
vi va dinh luong tin hiéu quang tir dong vat séng. Thiét bi ndy su dung cong nghé
dém photon doc déo, cho phép ghi lai dong hoc cua cac qua trinh dong ma khéng
can thiét 1ap thoi gian thu hoic tao pixel truge khi chup anh. Thiét bi lién tuc hién
thi phan bd anh sang trong sudt qua trinh thir nghiém va qua trinh thu thap hinh anh

c6 thé dirng bat ¢ luc nao dé tao anh. Pay 1a mot lgi thé quan trong nhat trong chup
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anh huynh quang. Dac biét, hé rat phi hop véi cac tng dung hinh anh quang hoc in
vivo tién tién va c6 hiéu suat cao.

Mot bo loc kich thich/phat xa NIR, sir dung cac budc song kich thich (Aex) va
budc song phat xa (Aem) trong tng vai Doxorubicin (Aex = 487, 512, 537 nm; Aem =
547, 572, 597, 622 nm), va twong (g véi Cyanine 5.5 (hex = 637, 662, 687 nm; Aem
= 697, 722, 747, 772 nm). Hinh anh huynh quang optical imaging in vitro duoc hién
thi & ché d6 “photon”; do d6, cuong dd tin hiéu dugc xac dinh bang d6 birc xa trung
binh (average radiance) dugc tinh bang don vi photon trén gidy trén cm? trén
steradian (ph/s/cm?sr), dung dé chi sb lwong photon trén gidy phat ra trén 1 cm? cua
mau va bic xa vao mot goc dic caa mot steradian (sr). Ty 1é tin hiéu trén nhiéu
(Signal to noise ratio, SNR) duogc xac dinh la ty 1€ gitra tin hiéu trung binh tir vung
quan tAm va d6 léch chuan caa nhiéu:

SNR = £ (2.13)

o

trong d6 p 1a gia tri trung binh cua tin hiéu va o 1a d léch chuan caa nhiéu.
Céc budc song kich thich va phat xa t6i uvu (c6 ty 16 SNR va ty 18 tin hiéu optical
imaging in vitro cao nhat) s& dugc sir dung trong danh gia hinh anh phan bé sinh
hoc in vivo.

QQ |
o
S
o
s
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Hinh 2.6. Thiét bi Photon IMAGER Optima, Biospace Lab, Cong hoa Phép
2.6.2. Pdnh gid sw phan bé in vivo trén mo hinh chuét gay khéi u CT26

Mudi con chudt s& duoc gy mé bang hdn hop ketamine/xylazine (80 mg/kg
/10 mg/kg), va sau do 150 uL cua hé nano PLA-TPGS-Fes0s-Dox-Cyanine 5.5 voi
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25,8 mM Fe (tvong duong 0,065 mM Cyanine 5.5) duoc tiém vao co thé chuot
thong qua tinh mach mat bang kim 26G ciia nim con chudt & nhom diéu tri. Nam
con chudt nhém d6i chimg duoc tiém dung dich dém PBS. Mot diém nén tai chd

tiém s& duoc thyc hién trong 10 gidy dé tranh chay mau.

Tai c4c thoi diém cu thé sau khi tiém mau, vao 5, 15, 30 phdt, 1 gio, 3 gio, 6
gio va 24 gio, chudt s& duoc gdy mé bang isoflurane (ban dau: 2% isoflurane trong
hdn hop khong khi/oxy & mirc 1 L/phdt; duy tri 0,5 - 1,5% isoflurane trong hon hop
khong khi/oxy & mtrc 1 L/phat), sau do dat dudi den (khdng lam nong) trong 30
gidy dé dit cac 6ng hé thong thiét bi. Sau d6, chudt s& duoc dat dudi may anh (trén
khay sudi, hinh 2.7) va dugc chup anh bang may dém photon (Hé thdng Photon
IMAGER Optima, Biospace Lab, Phap) trong 2 phat. Cudi cing, mdi nhém nim
con chudt s& duoc chup anh va hy sinh. T4t ca cac hinh anh duogc hién thi ¢ cing
mot ty 1&. Sau khi thu thap, ROI duoc do dé hién thi cac cuong d¢6 huynh quang

khac nhau & cac vi tri nhan tin hiéu.

Hinh 2.7. (a) Chudt thi nghiém, (b) b tri chudt trong thiét bi Photon IMAGER

Optima va duoc gy mé trong sudt thai gian chup anh huynh quang

2.7. Xac dinh ham lwong Fe trong khéi u va cac co quan caa chudt

Thir nghiém danh gia sy phéan b in vivo caa hé dan thudc nano da chie nang
PLA-TPGS-Fe30,-Dox-Cyanine 5.5 dugc thuc hién dén 24h sau tiém. Dé danh gia
su phan bd caa hé nano trong thoi gian dai hon, ching tdi tién hanh danh gia sy
phan b ham luong nguyén t6 Fe & vi tri khdi u va cac co quan ciia chudt. 12 con
chudt mang khéi u nhu trén dugc chia 1am 2 nhém. Nhém diéu tri (9 con chudt)
dugc tiém 150 pL cua hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 qua duong tinh

mach dudi. Sau cac thoi diém 24h, 48h va 72h, chudt dugc mé va tién hanh thu thap
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khdi u va cac co quan: gan, lach, than, tim, va phoi. 3 con chudt & nhém déi chirng
cling dugc mo theo quy trinh twong tu. Cac mau noi tang duoc giit ¢ nhiét do —80°C
trong ta dong. Thir nghiém nay duogc thuc hién tai Khoa Dugc - Truong Pai hoc
Paris Descartes (4, avenue de I'Observatoire, 75006 Paris), Cong hoa Phap va Vién

Hoa hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.

Khi tién hanh thi nghiém, khdi u va cac co quan cua chudt duoc ra dong va
can tryc tiép tir dng trudc khi thuc hién qué trinh khoang hoa va xac dinh ham
luong nguyén t5 Fe. Cac mau duoc cho vao 6 mL axit nitric ddm dic da chung cat
(65 - 70%) trong 4 gio & 80°C bang thiét bi Digiprep. Sau d6, dé nguoi dung dich va
pha lodng axit bang cach thém 44 mL nudc. Sau d6, 50 uL dung dich dugc 13y va
cho vao 4,95 mL nudc dé phan tich ham luong Fe bang phuong phap phd hap phu
nguyén tir (Atomic Absorption Spectroscopy, AAS). Thiét bi quang phd hap thu
nguyén tir Agilent 240 AAS dugc diéu chinh dé tao ra d6 nhay va do on dinh t6i da
trudc khi phan tich.

2.8. Panh gia tac dung hda tri bang ky thuat phat quang sinh hoc

Hinh anh phat quang sinh hoc (bioluminescence) tré thanh phuong thic hinh
anh dinh luong, khdng xam Ian va phan anh hoat tinh sinh hoc dugc bao céo boi
biéu hién gen luciferase trong té bao khéi u. Trong luan &n nay, tac dung hoa tri cua
hé din thudc nano da chirc ning duoc danh gia qua mirc do biéu hién gen luciferase

cua khoi u, dua trén nguyén ly cua ki thuat bioluminescence.

Mot con chudt mang khdi u CT26-Luc dudi da dé theo ddi bang hinh anh phéat
quang sinh hoc vé su phaét trién cua khdi u, dd bi hy sinh 14 ngay sau khi ciy ghép.
Khéi u duoc cat bé va ngdm trong mai truong nudi cdy DMEM va cat thanh céc
manh 3 mm3. Dong té bao CT26 (ATCC; tiéu chuan LGC, Molsheim, Phép) c6
nguoén goc tir ung thu biéu mé dai trang khéng phan biét do hda chét gay ra.

Chuot Balb-C/JRJ cai 8 tuan tudi co trong lwong trung binh 20 g (Janvier,
Saint Genest de I’Isle, Phap) duoc cdy manh khdi u CT26 dudi da & ca hai bén
suon. Sau khi cay ghép, su phét trién caa khdi u va trong luong cua chudt dugc theo
ddi hang ngay bang thudc cip va can. Luciferin (D-luciferin, mudi Fluoprobes K,
Interchim) & dang mudi kali, pha lodng trong PBS 20 mg/mL duoc tiém qua tinh

mach mit véi lidu lugng 2 mg (100 pL tir dung dich PBS 20 mg/mL) cho mdi con
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chuot (Hinh 2.8). Hinh anh quang hoc duogc thuc hién véi may anh thiét bi ghép
dién tich ting cuong (Charge Coupled Device, CCD) duoc 1am mét cua hé thong
Photon IMAGER Optima (Biospace Lab, Cong hoa Phap). Qua trinh phat quang
duoc bat dau 20 phat sau khi tiém chat nén véi thoi gian 10 phat. Mac do phat
quang biéu thi bang average radiance (ph/silcm?/sr) dugc danh gia theo ving quan
tam (ROI) &p dung cho ving khdi u (M3 Vision, phan mém Biospace, Paris, Phap)
va tin hiéu ty 1€ dong hoc/D0. Ba nhdm chuét trai qua cung mot quy trinh trudc Khi

diéu tri (tién xur 1y) va sau diéu tri 24 gio, 48 gio, 72 gio.

plasmis mang
gen Luciferase

Khoi u CT26

phat trign Tiém D-luciferin DPanh gia su phat trién ctia khoi u bang

ky thuat phat quang sinh hoc
(Bioluminescence)

Hinh 2.8. So d6 thir nghiém phéat quang sinh hoc trén mé hinh chuét gay khéi u

2.9. Panh gia tac dung nhiét tir tri

Thir nghiém dénh gia tac dung nhiét tir tri in vivo caa hé dan thudc nano da
chtc nang duoc thuc hién trén mo hinh chudt nhat tring Swiss mang khdi u phoi
Lewis. Sau khi ciy té bao khdi u 7 ngay, kich thudc khéi u dat trung binh khoang 7-
10 mm duong kinh. 35 con chudt mang khéi u nay duoc phan thanh 7 nhém, mai
nhém 5 con, duoc bé tri thi nghiém nhu bang 2.1.

Chuét duoc tiém truc tiép vat liéu nano vao khdi u véi liéu 150 pL/con. Sau
d6, 40 phat tién hanh thtr nghiém nhiét tir tri d& dam bao do phan tan hat trong khéi
u. Chiéu tir truong (4 1an, mdi lan cach nhau 72 gio) trén hé¢ RDO, model HFI (Vién
Khoa hoc vat liéu) véi cudng do 150 Oe, tan s 450 kHz trong thoi gian 30 phut
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(Hinh 2.9). Can ning, kich thuéc, hinh anh khéi u duoc ghi lai ngay trude khi diéu
tri, nham danh gia anh huong cua nhiét tir tri 18n sy phat trién cua khdi u ciing nhu
thé trang chuot.

Bang 2.1. B4 tri thi nghiém nhiét tir tri trén chuot mang khéi u phoi Lewis

STT Nhom th Loai vét liéu nano dwgc tiém bicu kdgn ehicu
nghiém tr troeong
1. | Bdi chang (-) Dung dich ¢ém PBS Khéng
2. | Dbichang (+) | Doxorubicin tu do Khong
3. | Thir nghiém PLA-TPGS- Fe304 Co
4. | Thu nghiém PLA-TPGS-Fes304-Cyanine 5.5 Khéng
5. | Thir nghiém PLA-TPGS-Fes0s-Cyanine 5.5 Co
6. | Thu nghiém PLA-TPGS-Fes04-Dox-Cyanicne 5.5 Khéng
7. | Thir nghiém PLA-TPGS-Fes0s-Dox-Cyanine 5.5 Co

Hinh 2.9. B4 tri thi nghiém nhiét tir tri in vivo trén thiét bi RDO, model HFI

Thé tich khdi u duoc tinh theo cong thirc chuan sau:

chidu dai x chiéu rong?
= g (2.14)

Thé tich khoi u =

2.10. Phwong phap xir i s6 liéu
S6 lieu duoc xir If bang cac phan mém Excel 2023, OriginPro 9, Sigma Plot
15. Cac sai khac duoc danh gia thong qua so sanh d6 léch chuan cua gi4 tri trung

binh. Su khac biét co y nghia théng ké khi gié tri p < 0,05.
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Tom tit chwong 2

Trong chuong nay, chung t6i da trinh bay cac phuong phap thuc nghiém trong
viéc tong hop copolyme PLA-TPGS, ché tao hat nano FesO, bang phwong phap
ddng két taa trong diéu kién vi song, va hé dan thudc nano da chirc ning gin chat
phat huynh quang hong ngoai gan Cyanine 5.5. Cac phuong phap dic trung tinh
chat hoa ly, sinh hoc, thir nghiém in vitro va in vivo ciing da dugc trinh bay. Céc
thiét bi str dung trong luan an 1a cac thiét bi hién dai c6 d6 chinh xac va do tin cay
cao. Pa s cac phép do dac va phan tich duoc tién hanh trén céc thiét bi tai Vién
khoa hoc vat liéu, va cac Vién nghién cuu truc thuoc Vién Han 1am Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam, nhu: Vién K¥ thuat nhiét dai, Vién Hba hoc, Vién Hba hoc
cac hop chét thién nhién,... Ngoai ra, cac thir nghiém in vivo danh gia kha ning ting
d6 twong phan anh cong hudng tir MRI, kha ning phan b sinh hoc va tc dung hoa
tri dua trén k§ thuat huynh quang hdng ngoai gan duoc thuc hién tai Truong Dai
hoc Chimie ParisTech (Université PSL - CNRS UMR 8060) va Khoa DuoCc —
Truong Pai hoc Paris Descartes (4, avenue de I'Observatoire, 75006 Paris), Cong
hoa Phap. Cac két qua thuc nghiém sé duoc phan tich va ban luan trong cac chuong

3, chuong 4 va chuong 5.
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CHUONG 3. HE DAN THUOC NANO PA CHUC NANG
PLA-TPGS-Fe;0,-DOXORUBICIN

Trong chuong nay, chiing t6i ché tao hé nano da chirc ning mang dong thoi
hat nano Fe3O4 va thudc Doxorubicin trén co s& copolyme PLA-TPGS c6 ty I¢
PLA:TPGS =1: 1 (w/w) (ké thtra tir cac két qua nghién ciru trude day [42]). Trong
d6, hat nano FesO, dugc ché tao bang phwong phap dong két tua trong diéu kién vi
s6ng. CAc ty 1& wiw gita Fes04 va Doxorubicin duoc khao sat vé mat vat liéu, hiéu
suat nano hoa thudc va kha nang gay doc té bao ung thu. Qua trinh giai phong thude
Doxorubicin duoc xac dinh ¢ cac diéu kién pH khac nhau, va xac dinh co ché giai
phong thudc tir hé nano mixen bang cac mé hinh doéng hoc. Hon nira, co ché gay
doc té bao ung thu ctia hé nano nay duoc xac dinh bang ky thuat sang loc ndi ham

cao (High-content screening, HCS).

3.1. Tong hop copolyme PLA-TPGS

Trong nghién ctu nay, copolyme PLA-TPGS dugc tong hop bang phuong
phap ddng tring hop cong mé vong trong toluen, sir dung thiéc octoate 1am chét
xuc tac. Pho cong hudng tir hat nhan (*H-NMR) va pho héng ngoai bién doi Fourier

(FTIR) duoc sir dung dé phan tich ciu tric cua copolyme PLA-TPGS tong hop.

Hinh 3.1a 12 phd cong huang tir hat nhan *H-NMR trong CDCls cua copolyme
PLA-TPGS. Céc tin hiéu ¢ 5,117 va 1,646 ppm lan luot twong tng véi cac proton -
CH va proton methyl -CHs cia monome lactide. Tin hiéu ¢ 3,653 ppm trong phd
TPGS cua proton —CH,CHx—. Ba van pho nay tuwong ung dich chuyén sang 5,101;
1,624 va 3,637 ppm trong phd cua copolyme PLA-TPGS. Két qua nay cho thiy
copolyme PLA-TPGS da duoc tong hop va tinh ché thanh cong. Cu tric phan te
cua copolyme PLA-TPGS duoc trinh bay trong hinh 3.1b. Khéi lwong phan tir cua
PLA-TPGS dugc udc tinh bang cach sir dung ty sé dién tich gitra pic 5,101 ppm va
3,637 ppm. Khéi luong phan tir trung binh caa copolyme PLA-TPGS ¢ ty 1¢ khéi
luong TPGS 12,3 % duge xac dinh 1a 13.000. Két qua nay ciing phu hop Véi cac
béo cdo trude day vé phd 'H-NMR cua copolyme PLA-TPGS [41, 105].

Trong qué trinh tong hop copolyme PLA-TPGS, dau hydroxyl cia TPGS déng
vai trd 12 chat khoi dau dé phan cat co chon loc chudi acyl-oxy cua lactide nho chét

xuc tac Sn(Oct)z. Sy phdi hop nay lam ting electrophile cia nhdm cacbonyl cua
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lactide, 1am cho lién két acyloxy (R-COO-) cua lactide d& bi pha v& hon va cau tric
tuan hoan cua lactide d& bi mé hon. Do su hinh thanh cua nhém hydroxyl méi,
Sn(Oct), ¢6 thé tiép tuc phan tng voi mot monome lactide mai khac, 1am ting do
dai chudi PLA cta copolyme PLA-TPGS [41, 105][113].
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Hinh 3.1. (a) Phd *H-NMR cua lactide, TPGS va copolyme PLA-TPGS; (b) ciu
trdc phan tu caa copolyme PLA-TPGS

Céc dao dong dién hinh cua cac nhém chuc trong céac thanh phan lactide va
TPGS ciing xuat hién trong phd FTIR cua copolyme PLA-TPGS véi mot sé dich
chuyén, dugc trinh bay ¢ hinh 3.2 va bang 3.1. Trong pho FTIR cuia copolyme
PLA-TPGS, tit ca cac dao dong dic trung ctia cac nhdm chic trong lactide va

TPGS déu xuit hién vai mét sé dich chuyén.
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Bang 3.1. Cac nhom churc dac trung cua lactide, TPGS va copolyme PLA-TPGS

S6 song (cm™)
Nhom chirc Lactide TPGS Copolyme PLA-TPGS
-C=0 este 1765 1737 1747
C=C trong vong benzen 1642 1642
C-C trong vong benzen 1459 1459
C-H (sp®) 2924 2922 2978
-OH 3441 3446
C-0-C 1099 1104 1118
Lactide
:lES-STPGS copolyme

2924
1765 1099

T (%)

1104

2022 1642

3446

s
T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
S6 séng (cm™)

Hinh 3.2. Phé hong ngoai FTIR cua lactide, TPGS va copolyme PLA-TPGS

Cu thé, pic dao dong dic trung caa nhém carbonyl (dao dong hda tri -C=0
este) cua lactide va TPGS xuat hién lan luot ¢ 1765 va 1737 cm' trong khi pic nay
dich chuyén dén 1747 cmt trong phd FTIR cua copolyme PLA-TPGS. Ngoai ra,
céc pic dic trung cua TPGS ¢ 1642 cm™ (dao dong héa tri C=C trong vong benzen)
va 1459 cm (dao dong hoéa tri C-C trong vong benzen) ciing xuét hién trong phd
cua copolyme téng hop duoc. Pic trung binh ¢ 2978 cm™ thugc vé dao dong hoa tri
cua C—H (sp®) cua copolyme PLA-TPGS, so voi cac dai héa tri cua lactide va cua

TPGS lan luot dugc quan sat thiy ¢ 2924 va 2922 cm™. Béi véi copolyme tong hop
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duoc, pic manh ¢ 3446 cm™ duoc cho la do sy hién dién cua dao dong hoa tri -OH,
trong khi dai hap thu nay cling xuat hién & 3441 cm trong phé TPGS. Ngoai ra,
cac pic dic trung do dao dong hod tri C-O-C khong dbi xiing cua lactide & 1099 cm
1 va caa TPGS ¢ 1104 cm* da dich chuyén sang 1118 cm™. Nhiing su dich chuyén
nay da xac nhan su hinh thanh copolyme PLA-TPGS.

3.2. Ché tao hé din thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-Fes04-Doxorubicin

Sau khi tong hop, copolyme PLA-TPGS duoc st dung dé mang dong thoi hat
nano oxit sat tir (FesO4 NPs) va Doxorubixin (Dox) dé ché tao hé dan thudc nano da
chuc nang PLA-TPGS-Fez0s-Doxorubicin (MNDDS). Bang 3.2 va hinh 3.3 cho
thiy mot sé thay doi nho cua cac pic dién hinh trong phd héng ngoai FTIR cua hé
dan thudc nano da chirc naing MNDDS so v&i cac chat thanh phan. Cu thé, dao dong
cua lién két Fe-O ¢ 588 cm trong FesOs NPs chuyén sang 582 cm trong
MNDDS. Dao dong hoa tri cua nhém -CH da dich chuyén tir 2978 cm'® trong PLA-
TPGS sang 2925 cm® trong MNDDS. Trong khi d6, dao dong hoa tri -C=0 ester &
1736 cm trong MNDDS c6 ngudn gdc tir lién két twong tng & 1747 cm™ trong
PLA-TPGS va 1752 cm’ trong Dox. Nhiing dich chuyén nay cho thay su hinh
thanh cac hat nano MNDDS, dong thoi chitng minh rang FesO4 NPs va Doxorubicin
da duoc nano hod trong hé da chirc nang PLA-TPGS-FezOs-Doxorubicin.

Bang 3.2. Cac nhém chirc dic trung cua hé dan thudc nano da chiic ning

(MNDDS) va céc chit thanh phan

S6 soéng (cm™)

Nhém chirc Doxorubicin FesO4 NPs PLA-TPGS MNDDS
-OH 3323 3433
-CH 2924 2978 2925
-C=0 1728 1747 1736
Cc=C 1613 1636
-NH 1523 1512

C-0-C 1011 1110
Fe-O 588 582
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Fe30, NPs

Doxorubicin
PLA-TPGS
MNDDS
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Hinh 3.3. Ph6 hong ngoai FTIR ciia Fes04 NPs, Doxorubicin, copolyme PLA-
TPGS, va hé nano MNDDS

Trong chuong ndy, hé dan thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-FesOs-
Doxorubicin dugc ché tao mang ca thude diéu tri ung thu Doxorubicin va hat nano
oxit sit tir FesO4. PAu tién, ti 16 w/iw cua Dox : FesOs NPs duogc khao séat khi mang
trén hé dan thudc nano da chic nang bang copolyme PLA-TPGS. Trong nghién ciu
nay, anh huong cua ty 1& Dox: FesOs NPs (thay doi tir 1:5 dén 2:1) dén kich thudc
hat, thé Zeta, chi s6 da phan tan PDI, kha ning mang thudc Dox va hiéu suat nano
hoa thuéc Dox cuia cac hé nano dugce danh gia (Bang 3.3). C4c hé nano da ché tao
tuong d6i 6n dinh véi thé Zeta co dién thé am, nam trong khoang -22,6 mV dén -
41,1 mV. Gia trj tuyét dbi cua thé Zeta ting 1én mot chit véi luong Dox thap hon.
Khi cac hat nano FesO, duoc phu bang copolyme ludng tinh cia PLA-TPGS, dau
Ky nuéc PLA tuong tac véi 16i va ddu va nuée TPGS hudng ra ngoai, dan dén kha
nang hoa tan t6t trong nuéc va lam cho chat 16ng nano 6n dinh [114]. Dung dich
dém PBS, mot moi trudng chira huyét thanh dién hinh, 1am cho dién thé zeta tré nén
it am hon (khoang —28,4 mV d6i v6i hé MNDDS4 va —17,5 mV d6i véi hé
MNDDS1). Khi cac hat nano dugc phan tan trong dung dich dém PBS, sy thay doi

gia tri thé Zeta cua hé 1a do nong d6 va cuong do ion cua chat dién li trong moi
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truong PBS chtra dung dich dém photphat 0,01M, kali clorua 0,0027M va natri

clorua 0,137M [115]. Hon nita, gia tri PDI caa cAc mau nay nam trong khoang tir

0,1 dén 0,5 cho thiy d6 dong déu vé kich thudc hat.
Bang 3.3. Khao sat ty 1€ Dox : FesOs NPs (w/w) (n=3, mean + SD)

Ky hiéu Tylé | Kichthudc | Polydispersity | Thé Zeta | Thé Zeta | Khaning Hiéu suat
mau Dox : thuy dong index (PDI) trong trong dém | mang thudc | nano hoa (%)
FesO, (nm) nuéc cat PBS Dox (%)
NPs (mV) (mV)

(wiw)
MNDDS1 1:5 2175x+4,8 0,19+0,01 |-28,7+0,9 |-175+1,1| 7,97 +0,33 86,49 + 0,36
MNDDS2 2:5 172,3+£2,0 041+004 |-226£1,0 |-19,3£0,8 | 13,44+0,38 | 77.67 £0,90
MNDDS3 1:2 167,6+2,6 | 0,39+0,01 |-29,6+13 |-21,1+15 | 18,13+0,78 | 88,64 +0,45
MNDDS4 1:1 1475+1,.2 0,15+0,01 |-41,1+0,9 |-28,4+13|31,28+1,64 | 91,05+0,85
MNDDS5 2:1 288,7+12 | 0,37+0,005 |-30,8+1,3 |-239+14 |4429+1,03 | 79,52+1,36

Dang chu ¥, kich thudc hat duoc diéu chinh dé dang bang cach thay doi ty 18
w/w ciia Dox: FesO4 NPs. Tat ca cac hé nano MNDDS trong nghién ciru nay déu c6
kich thuéc thay dong nhé nam trong pham vi kich thuée 1y twéng cho hé thong
phan phéi thuéc nano (150 nm dén 300 nm) [116]. Do dé, cac hat nano MNDDS
cho thay trién vong 1am ting tac dung dugc ly ctia Doxorubicin thong qua co ché
huéng dich thu dong. Nguyén nhan 1a do mach mau caa khéi u thuong c6 cac khe
nang tuong d6i 1on vai dudng kinh khoang 0,1-2 pum, din dén tinh tham thanh mach
cao hon dang ké d6i véi cac hat nano c6 kich thugc hat trong pham vi nay théng
qua hiéu tmg tang tinh thdm va luu trir (EPR) [117]. Nhiing két qua nay ciing phu
hop véi mot nghién ctu khac vé copolyme PLGA-PEG chira hat nano Dox va
FesO4 [118]. Ngoai ra, hiéu suat nano hoa thudc Doxorubicin cao nhat trén 91% dat
duoc & ty 16 Dox : FesOs NPs w/w = 1:1. Bong thoi, hé dan thudc nano da chuc
nang PLA-TPGS-Fez0s-Doxorubicin vai ti 1€ Dox : FesOs NPs w/w = 1:1 (hé
MNDDS4) c6 thé Zeta cao hon, kich thudc nhé hon va chi s6 PDI thap nhat. Do do,
ti 16 Dox : FesO4 NPs = 1:1 w/w duoc st dung trong mot s6 nghién cuu tiép theo.
3.3. Pic trung tinh chat ly, hoa

Hinh thai va kich thuéc hat cua hé nano PLA-TPGS-FesOs-Doxorubicin
MNDDS4 duoc thé hién trén anh hién vi dién tr quét phét xa trudng (FESEM), cac

tiéu phan nano PLA-TPGS-FesO,-Doxorubicin ¢ dang hinh cau voi duong kinh
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déu khoang 20 nm (Hinh 3.4a). Trén hinh anh hién vi dién ti truyén qua (TEM), hé
nano PLA-TPGS-FesO4-Doxorubicin ¢6 dang hinh ciu & pham vi kich thudc tir
17,0 dén 19,8 nm (Hinh 3.4b).

IMS-NKL 5.0kV 4. 4mm x60.0k SE(M)

Hinh 3.4. Anh (a) FESEM:; (b) TEM cuia hé nano PLA-TPGS-Fe;04-Doxorubicin
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Hinh 3.5. Phan bé kich thudc cua hé nano PLA-TPGS-Fes04-Doxorubicin
Trong khi d6, két qua phan bd kich thudc dong trong méi truong nudc (DLS)
chi ra rang kich thuéc hat trung binh cua hé nano PLA-TPGS-Fes0s-Doxorubicin 1a
150 nm (Hinh 3.5). Sy khéc biét vé kich thudc hat do bang phuong phap DLS va
TEM la do chudi PEG wa nudc cua copolyme PLA-TPGS trén bé mat hat nano.
Chudi PEG c6 thé dudi ra va kéo dai trong mdi truong nude. Do do6, cdu tric ludng

tinh dac biét cua PLA-TPGS lam tang duong kinh thuy déng luc hoc (kich thudc
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DLS) do tinh linh hoat ciia ¢au PEG [119]. Tuong tu, két qua TEM két hop véi dix
licu FTIR cho thay c4c hat nano oxit sat tir (FesOs NPs) duoc bao boc trong 16i ky
nudc cia cac mixen PLA-TPGS bang céch sap xép lai copolyme trong nudc do tinh
chat ky nuéc cua ching [120, 121].

Céac dinh nhiéu xa tia X (XRD) (Hinh 3.6) ddi voi FesOs4 NPs xuat hién ¢
20=130,74°, 35,86°, 43,38°, 54,04°, 57,3° va 63,02°, pha hop véi cac mit phing
(220), (311), (400), (422), (511) va (440) dic trung cho ciu trac Spinel don pha cta
hat nano Fez04 [122]. Su c6 mat cta copolyme PLA-TPGS va Doxorubicin trong hé
nano MNDDS chi lam giam cudng d6 cua cac dinh nhiéu xa cha khong lam thay
ddi vj tri cua céc dinh nhidu xa so véi cac hat nano FesOa. Do d6, FesO4 NPs trong
hé nano MNDDS van gitr nguyén cau trdc tinh thé cua chdng trong qué trinh nano
hoa.

suL —— Fe,O, NPs
— PLA-TPGS-Fe;0,-Dox

220

400

Cuong do (dvtd)

25 30 35 ZtheAt% (0) 55 60 65
Hinh 3.6. Gian dd nhiéu xa tia X cua hat nano oxit sit tir va hé nano PLA-TPGS-

FesO4-Doxorubicin

Kich thuéc tinh thé trung binh ciia FesOs NPs va hé nano MNDDS duoc tinh
toan théng qua cong thac Scherrer [123] lan luot 14 khoang 11,55 nm va 10,72 nm.
Cac nghién ctru khac ciing chi ra rang cac hat nano FesOs dugc phit hoac chirc ning
hoa bé mat bang polyme/ copolyme nhu chitosan c6 kich thuéc tinh thé nho hon so
véi loai khdng boc polyme [124].
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Phan tich nhiét - khéi lugng (TGA) cua copolyme PLA-TPGS, Doxorubicin,
FesOs NPs va hé nano PLA-TPGS-Fe3Os-Doxorubicin (MNDDS) ¢ cac ti I¢ wiw
Dox : FesO4 NPs khac nhau di dugc thuc hién dé nghién ciru su thay ddi khdi luong
cuia cac mau khi duoc gia nhiét trong méi truong tro (Hinh 3.7). Trén gian d6 TGA
ctia mau FesO4 NPs, chi quan sat thady mot giai doan giam khéi lwong ¢ khoang 105
°C, diéu nay c6 thé duogc giai thich 1a do sy hién dién cia nude trong mau (khoang
2,00 %). Piéu nay chang to hat nano FesOs tong hop duoc co do tinh khiét cao.
Nguoc lai, Doxorubicin bi phan hiy hoan toan sau khi gia nhiét ¢én 750 °C véi hai
giai doan giam khoi luong & 241 °C va 565,89 °C. Ngoai ra, copolyme PLA-TPGS
c6 sy giam khdi luong 16n & 331,83 °C (khoang 21,68 %). Tuy nhién, khoang 75 %
PLA-TPGS khong bi phan hay khi nhiét do 1én t6i 450 °C. Két qua nay cho thay
hau hét copolyme PLA-TPGS khdng chuyén sang trang thai hoi va bi than hoa
trong qué trinh gia nhiét [32].
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Hinh 3.7. Gian db phan tich nhiét caa copolyme PLA-TPGS, Doxorubicin, FesOs4
NPs va hé nano PLA-TPGS-Fes04-Doxorubicin

Tat ca cac hé nano MNDDS déu bi phan hay & nhiét do cao hon so voi
Doxorubicin tu do. Sy giam khéi luong quan sat dugc trong cac hé nano MNDDS
c6 thé 1a do sy phan hay nhiét cua ca copolyme PLA-TPGS va thudc Doxorubicin.
So sanh gitra céc ti 16 w/w Dox : FesO4 NPs khac nhau, mic giam khéi lwgng cua

cac pha hitu co trong cac hé nano MNDDS phu hop véi luong Doxorubicin dugc
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nano hoa tang dan trong cac hé nano tir MNDDS1 dén MNDDSS5. Giai doan giam
khdi luong & khoang 600 °C cua Dox khéng xuat hién trong gian d6 TGA cua hé
nano MNDDS. Piéu nay c6 thé duoc giai thich boi thuc té 13 Doxorubicin duoc
phan bd & nhiéu vi tri khac nhau trong hé nano MNDDS nén khi gia nhiét, khdng
thé tao thanh cac tinh thé 16n hon va bi phan hiy & nhiét do cao hon nhu trong
Doxorubicin ty do [125]. Do d6, suw xuit hién caa Doxorubicin, FesOs NPs va
copolyme PLA-TPGS trong san pham cudi cung di duoc xac nhan thém tir cac

nghién ctu phan tich nhiét TGA.
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Hinh 3.8. Buong cong tir hoa cua FezO4 NPs va cac hé nano MNDDS

Tur d6 bdo hoa (Ms) ctia FesO4 NPs va hé nano PLA-TPGS-Fez0s-Doxorubicin
(MNDDS) dugc xac dinh tir -11 kOe dén 11 kOe (Hinh 3.8). Tir d6 bdo hoa ¢ 11
kOe cua FesOs NPs la 66,1 emu/g. Tur d6 cua hé nano PLA-TPGS-Fe3Os-
Doxorubicin khi ting ty 1& w/w Dox : FesOs4 NPs da giam dan so voi FesOs NPs do
anh huong cua copolyme PLA-TPGS bao boc FesOs NPs va phan tir thudc
Doxorubicin khi dwgc nano hoa dong thoi trén hé nano. Nguyén nhan cua hién

tugng nay 1a do trén mot don vi khdi luong, thanh phan phi tir cang 16n (khi ting ty
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16 w/iw Dox : FesO4 NPs), dan dén gia tri Ms giam. Két qua nay twong tu nhu mot sb
cdng bd trude day [126, 127]. Mic di vay, cac gia tri luc khang tir (He) cua hé nano
PLA-TPGS-Fes0s-Doxorubicin ¢6 gia tri nho, nam trong khoang tir 2,7 dén 17 Oe,
cho thay hé nano gan nhu c6 dic tinh siéu thuan tir twong tw nhu FesOs NPs & nhiét
d6 phong (Bang 3.4). Nhitng két qua nay ciing phu hop véi cac nghién ciu trude
day [128] va phan tich nhiét - khbi lwong TGA & trén. Mot nghién ctiu khéc cua Liu
va cong su ciling thu duoc két qua twong tu khi boc cac hat nano FesO4 bang polyme
methoxy poly (ethylene glycol) (mPEG) [129]. So vai hat nano FesOy, gia tri tir do
bdo hoa Ms ctia hé nano FesO4,-mPEG giam tir 57 emu/g xudng 46 emu/g. Diéu nay
duoc giai thich 12 do polyme Ia chat khong tir tinh, nhu vay tdng momen tir trén mot

don vi khdi lugng giam dan dén giam tir do.

Bang 3.4. Gia tri tir 6 béo hoa (Ms) va luc khang tir (Hc) cua FesO4 NPs va céac hé
nano PLA-TPGS-Fes04-Doxorubicin (MNDDS)

FesO4 NPs | MNDDS1 MNDDS?2 MNDDS3 MNDDS4 MNDDS5
Ms (emu/g) | 66,1 63,8 60,8 57,1 45,3 38,4
He (Oe) 0 27 3 10 7.5 17

Hon nita, c6 thé thay khi ty 16 w/w Dox : FesO4 NPs ting thi téc do hap thy
riéng SAR cua cac hé nano MNDDS ciing ting dan (Bang 3.5). V& ly thuyét, gia tri
SAR phu thudc vao nhiéu yéu té: cudong d6 (H) va tan sb (f) tir truong, tir d6 béo
hoa (Ms), nong do hat tir va kich thudc hat [130]. B4i voi cac hat nano FesOs, kich
thuge t6i vu theo 1y thuyét dé gia tri SAR dat cuc dai nam trong khoang 17 dén 19
nm [131]. Do vay, nguyén nhan cua hién tuong gia tri SAR ting dan khi ting ty I¢
w/w Dox : FesO4 NPs, 6 thé do kich thudc cua cac hé nay dat téi ving kich thudc
t6i wu. Pong thoi, cac hé nano PLA-TPGS-FesO4-Doxorubicin ¢6 gia tri cong suat
t6n hao noi tai ILP nam trong khoang tir 2,69 nHM%kg dén 3,37 nHm2/kg, 16n hon
S0 V&i cac chat long nano tir dang thanh dwoc pha polyme khac, cac gié tri ILP nam
trong khoang tir 0,24 dén 1,12 nHm%kg [132].

Ngoai ra, gia tri Tmax & 1500s cta 5 hé nano PLA-TPGS-Fez0s-Doxorubicin ¢
cac ti 16 w/w Dox : FesOs NPs khac nhau déu dat > 50 °C dudi tdc dung cua tir

truong ngoai ¢ cuong do 100 Oe, tan sé 340 kHz (Hinh 3.9a). Két qua nay cho thay
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kha niang sinh nhiét tét trong diéu tri ung thu. Té bao khéi u thuong co do nhay
nhiét cao hon té bao binh thuong, khi tang nhiét Ién khoang 43°C da dan dén ton
thuong té bao khéi u [133]. Piéu ndy mét 1an nita cho thay tiém ning cua hé nano

PLA-TPGS-Fes04-Doxorubicin trng dung trong nhiét tu tri.

Bang 3.5. Thong s dbt ndng cam &ng tir cua cac hé nano PLA-TPGS-Fe304-Doxorubicin

MNDDS1 | MNDDS2 | MNDDS3 | MNDDS4 | MNDDS5 MNDDS4
Néngd@ F8304

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 1,0 15 2,0 3,0
(mg/mL)
Tis00s (°C) 50,2 51,4 52,0 52,5 53,2 46,5 52,5 59,2 61,8 69,5
dT/dt
CCls) 0,0139 0,0145 0,0150 0,0170 0,0175 | 0,0087 | 0,0170 | 0,0254 | 0,0282 | 0,0375

S

SAR

57,9 60,53 62,53 71,06 72,98 72,73 | 71,06 70,78 | 59,04 | 52,25
(W/g)
ILP

2,69 2,81 2,90 3,30 3,39 3,37 3,30 3,28 2,74 2,42
(nHmM? /kg)

Xét vé sy phu thuoc ndéng do, gia tri tdc d6 hap thu riéng SAR cuaa hé nano
PLA-TPGS-Fes0s-Doxorubicin giam khi ndng do FesOs tang tir 0,5 1én 3,0 mg/mL
(Hinh 3.9b). Trong nghién ctru trude day, hé nano dua trén cac hat nano FezO4
mang thudc Doxorubicin va duoc boc polyme alginate cho thy sy thay ddi twong
tu trong két qua SAR [134]. Hién tuong gia tri SAR giam khi ting nong d6 FesOs
c6 thé giai thich do khoang cach giira c4c hat tir giam, tao ra twong tac ludng cuc tir
manh hon gitta chung thong qua co ché ton hao hdi phuc Néel va Brown. Cong suat
to6n hao noi tai ILP cua hé nano PLA-TPGS-FesOs-Doxorubicin ¢ cic nong do
FesO4 khac nhau nam trong khoang tir 2,42 nHm?/kg dén 3,37 nHm?/kg. CAc gia tri
nay twong tu nhu cac gia tri duwoc bao cao trong nghién curu caa Soleymani va cong
su trén hé nano Folate-Dextran-FezO4 [76], va cao hon gia tri cua cac hat nano
FesO, thuong mai (Feridex) (0,15 nHm?2/kg) [135]. Nhu vay, vai nhitng két qua nhu
dd trinh bay, hiéu ung dét noéng cam tng tir cua hé nano PLA-TPGS-Fe30s-

Doxorubicin c6 kha nang ung dung trong liéu phap nhiét trj liéu khdi u.
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Hinh 3.9. Pudng cong dot ndng cam ang tir (a) ¢ cac ty 16 w/w Dox : FesO4 NPs;
(b) & cac ndng dd FesO4 khac nhau cua hé nano PLA-TPGS-FesO4-Doxorubicin

3.4. Panh gia dong hoc va co ché giai phong thudc in vitro

Pong hoc giai phong thudc Doxorubicin tir hé nano PLA-TPGS-FesOu-
Doxorubicin MNDDS4 dugc thuc hién & 37 °C va ¢ pH 7.4 (diéu kién sinh Iy cua
co thé) va 5,0 (diéu kién axit gan véi maéi truong vi mo khi u). Két qua cho thay
qué trinh giai phong in vitro caa Doxorubicin tr hé nano PLA-TPGS-Fesz0s-
Doxorubicin phu thudc vao do pH cta méi truong, so véi Doxorubicin tuy do (Hinh
3.10). Hon 95% Doxorubicin ty do duoc giai phong 6 at sau 1 gio dau tién o ca hai
moi truong pH. Nguoc lai, sy giai phong Doxorubicin tir hé nano cho thiy dong hoc
giai phong hai pha. Pha thtr nhat lién quan dén viéc giai phong nhanh cac phan tir
thubc dién ra trong 12 gio dau tién, trong khi giai doan thir hai 1a giai doan giai
phong bén viing trong nhitng gio tiép theo. Su giai phong Doxorubicin & moi
truong axit nhanh hon ¢ pH sinh ly. Két qua nay c6 thé duoc giai thich 1a do nhém
amino chinh trong cau trdc caa Doxorubicin c6 pKy 1a 9,93 ¢6 thé dé dang nhan cac
ion H* tir moi trudng xung quanh trong diéu kién pH thip nhu vay va tro thanh
cation [136]. Khi @6, Doxorubicin thé hién dic tinh wa nudc hon va dé dang khuéch

tan vao moi truong ngoai hon [137].

Ngoai ra, Doxorubicin dugc giai phdng cham hon khoi hé nano trong moi
treong sinh ly vi qué trinh ion héa ciaa phén tor Doxorubicin trong méi truong nay bi
han ché [132]. Do d¢, trong diéu kién pH axit cua khdi u, hé nano PLA-TPGS-
FesO4-Doxorubicin ¢6 thé giai phong tir tir Doxorubicin va tich lity chon loc trong

khdi u d& dang hon. Piéu nay ciing hitu ich trong viéc giam thiéu doc tinh d6i véi
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mo binh thuong, noi méi trueong sinh ly ¢é pH 7,4. Nhom nghién ctru ctia Nelemans
bdo céo rang khi di vao té bao, viéc giai phong Doxorubicin cé thé bi anh huong
mét phan boi hé thdng noi mang cua té bao, c6 do pH dugc duy tri trong khoang tir
4,5 dén 6,5 [138]. Nhém nghién ctu cua Li va cong su ciing thu duoc két qua twong
tu, luong Doxorubicin duoc giai phong tir hé nano kim cwong mang thuéc Dox-
PEG ho4 & pH axit (pH 5,5) nhanh hon & diéu kién pH trung tinh (pH 6,5 hoic pH
7.4) [139].
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Hinh 3.10. Bong hoc giai phong thudc Doxorubicin tir hé nano PLA-TPGS-Fes04-

Doxorubicin (n = 3) trong cac diéu kién pH khéc nhau so véi Doxorubicin ty do

Pé danh gia dong hoc va co ché giai phong thubc cua hé nano PLA-TPGS-
Fe304-Doxorubicin, sau md hinh dong hoc khéc nhau da dugc sir dung dé mé hinh
hod véi dir liéu giai phong thu duoc cho ting diéu kién pH duoc ap dung (Bang
3.6). Khi sir dung mé hinh dong hoc tuyén tinh, mé hinh dong hoc bac 0 khéng phu
hop vai s6 liéu thuc nghiém do gié tri R? thiap. Mic du cd gia tri R? cao hon md
hinh bac 0 nhung mé hinh Higuchi khéng phu hop hoan toan véi dir liéu thuc
nghiém. Trong khi d6, mé hinh Weibull mé ta tét nhat sy giai phong thube tir hé
dan thudc nano da chirc ning (gia tri AIC thap nhat), tiép theo 1a mé hinh dong hoc

Korsmeyer-Peppas ¢ ca hai diéu kién pH 5,0 va 7,4. Nhu vay, luong thudc
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Doxorubicin giai phong (Q) tr hé nano PLA-TPGS-Fe304-Doxorubicin theo thoi

gian (t) duoc md ta bang phuong trinh d6ng hoc:
Q = 100 x (1 — e~0133xt%°%y (3.1)

Bing 3.6. Cac thong s6 mé hinh dong hoc giai phdng thubc cua hé nano

Zero-order Higuchi First-order

Ko Multiple | WSSR | AIC Kn Multiple | WSSR | AIC K1 WSSR | AIC
R? R?

pH5,0 | 1,237 | 0,816 25,94 | 41,070 | 10,44 | 0,969 10,97 | 30,742 | 0,043 | 10,67 30,409

pH74 | 0844 | 0,906 11,98 31,798 | 6,794 0,983 5,064 21,466 | 0,014 | 6,682 24,794

Weibull Korsmeyer—Peppas Hillxon

Kw n WSSR | AIC Kkp n WSSR | AIC Krc WSSR | AIC

pH5,0 | 0,133 | 0,621 4,713 23,603 | 17,535 | 0,365 8,065 29,050 | 0,012 | 13,510 | 33,241

pH74 | 0044 | 0,705 3,797 20,012 | 6,008 0,531 5,206 23,80 0,004 | 8,250 27,322

Tuy nhién, mé hinh Weibull khdng cé bat ky tham sé nao lién quan dén ban
chat tdc do hoa tan noi tai caa thudc [140]. Do d6, mé hinh Korsmeyer-Peppas dugc
st dung dé phan tich co ché giai phong thudc cua hé nano PLA-TPGS-Fes3Oq-
Doxorubicin va do 16n cua sé mii n duoc sir dung dé xac dinh co ché giai phong
[141]. O pH 5,0, gia tri cua s6 mii giai phong n 1a 0,365 (thdp hon 0,43) cho thay su
giai phong thude duoc kiém soat bai co ché khuéeh tan Fickian ¢ dién [142]. Tuy
nhién, & pH 7,4, sé mii khuéch tan dat 0,531, gan véi gidi han caa su khuéch tan di
thuong, cho thay su tac dong chung gitra cac qué trinh trwong né va phan hay cua
copolyme PLA-TPGS trong moi truong giai phong. Do do, qua trinh giai phdng
Doxorubicin tir hé nano PLA-TPGS-Fe;0s-Doxorubicin 13 két qua cuaa su két hop
cta hai co ché (1) khuéch tan thudc vao méi trudng va (2) qua trinh truong nd va
phan huay cua copolyme [143]. Trong mot nghién ciru khac, Hervalut va cong su cho
thdy rang s6 mii giai phong n thap hon 0,5 & nhiét d6 37 °C ddi véi ca do pH 5,0 va
7,4 khi danh gia su giai phdng Doxorubicin khoi vat liéu nanocompozit tir tinh bang
mo hinh Korsmeyer—Peppas [144].

3.5. Panh gia tac dung va co ché giy doc té bao ung thu
Cac nghién ctru trude day chi ra rang hé nano téi wu vé mat vat liéu (kha niang

mang thudc va hiéu suat nano hoa cao, kich thuéc nho, do bén va d6 6n dinh cao
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nhat) khdng biéu hién doc tinh té bao cao nhat trén té bao ung thu [30]. Do d6, kha
nang gy doc té bao ung thu cua hé nano PLA-TPGS-FesOs-Doxorubicin
(MNDDS) & céc ti 1¢ w/w Dox : Fe3Os4 NPs khac nhau va Doxorubicin ty do da
duoc danh gia trén cac dong té bao: HelLa (Té bao ung thu ¢6 tir cung), HGC-27 (Té
bao ung thu biéu md da day), CCF-STTG1 (Té bao ung thu biéu md ndo), A549 (Té
bao ung thu biéu md phdi) va té bao ung thu PC3 (Té bao ung thu biéu mo tuyén

tién liét).
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Hinh 3.11. Panh gia doc tinh té bao in vitro cia cac hé nano PLA-TPGS-Fe;04-

Doxorubicin va Doxorubicin ty do (**p<0,001; va *p<0,05, n=3)

T4t ca nam hé nano PLA-TPGS-Fes04-Doxorubicin déu ¢ hoat tinh gay doc
té bao cao Vi gia tri 1Cso thap, dudi 2 pg/mL (Hinh 3.11). Hau hét cac hé nano
MNDDS déu c6 gia tri 1Cso thap hon Doxorubicin ty do, ngoai trir hé MNDDS3
trén céc dong té bao Hela, HGC-27 va PC3. Ngoai ra, su khéc biét rd rét vé gié tri
ICso giita cac hé nano MNDDS va Doxorubicin ty do dugc thé hién trén dong té bao
CCF-STTG1 (p<0,001). Nhiing két qua nay cho thay hé nano PLA-TPGS-Fe304-
Doxorubicin ¢é tiém nang trong viéc diéu tri khdi u ndo ¢ ngudi. Trén thyc té, doc
tinh in vitro & cac dong té bao khac nhau dbi voi cac hé nano PLA-TPGS-Fes0s-
Doxorubicin (MNDDS) & céc ti 1€ w/w Dox : FesOs NPs khéac nhau la khac nhau
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mac du hé nano MNDDS4 (ti 16 w/w Dox : FesO4 NPs = 1 : 1) 1a téi wu nhit vé mat
vat lieu. Nhitng két qua tha vi nay c6 thé 1a do 3 1y do chinh sau day. The nhdt,
phan tng dic hiéu cua té bao dbi vi mdi hé nano 1a khac nhau, bai vi mdi dong té
bao 1a mot hé thong hoan toan doc 1ap, vai cac diac diém sinh hoc riéng [145]. The
hai, cac dic diém riéng vé ty 1é wiw gitra Dox va FesO4 NPs cua tirng hé MNDDS.
Thiz ba, ludn c6 sy xuat hién lién tuc va c¢é chon loc cua cac quan thé té bao ung thu
mai, vi vay mdi dong té bao ung thu 14 hoan toan duy nhat [146]. Biéu can thiét 1a
phai nghién cau ky ca tinh chét vat liéu va tuong tac sinh hoc cua hé nano trudc khi
&p dung chlng & céc tha nghiém in vivo. Vi ly do nay, qua trinh bat giir chu ky té

bao cua hé nano PLA-TPGS-Fe304-Doxorubicin duoc tiép tuc danh gia.

Déi chirng MNDDS1 MNDDS2
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Hinh 3.12. Anh hién vi huynh quang cua hé nano PLA-TPGS-FesOs-Doxorubicin
trén dong té bao HeLa (d6 phong dai 20x, may anh SCMOS). Miii tén ddnh ddu c&c
té bao c6 Doxorubicin xam nhap vao nhan té bao.

Kha ning xam nhdp té bao cua hé nano PLA-TPGS-FesOs-Doxorubicin di
dugc xac nhan bang ky thuat huynh quang in vitro caa Doxorubicin sau 24 gio 1 véi
cac hé nano PLA-TPGS-Fe;0s-Doxorubicin (MNDDS) ¢ cac ti Ié¢ w/w Dox : Fez0s
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NPs khac nhau (Hinh 3.12). C6 thé thiy tin hiéu huynh quang mau d6 cua
Doxorubicin quan sat duoc ¢ khu vuc quanh nhan va té bao chat trong ca nam hé
MNDDS. Cac phan ti Doxorubicin duoc khuéch tan vao nhan té bao (cac té bao
duoc danh diu bang miii tén trang), cho thay sy hap thu té bao tbt ciia cac hé nano
MNDDS. Bic tinh huynh quang nay ciia Doxorubicin rat c6 lgi cho cac nghién ciu
vé hinh thai té bao, kha niang xam nhap va su phan b cua cac hé nano trong té bao
[147]. Nhiing két qua nay phi hop véi két qua doc tinh té bao va dix liéu giai phong

Doxorubicin.

Sau khi cac hé nano PLA-TPGS-Fes304-Doxorubicin xam nhap vao té bao
thdng qua qué trinh nhap bao va sau d6 dwoc van chuyén vao hé théng lugi noi
bao/lysosome cé tinh axit, Doxorubicin dugc giai phdng khoi hé nano [148]. Sau
d6, mot s6 phan tir Doxorubicin thAm nhap duoc vao nhan té bao ung thu. Diéu nay
tao diéu kién cho Doxorubicin thé hién tac dung duoc ly trong viéc gay ton thuong
DNA bang co ché bam dinh topoisomerase 11 trong cac dong té bao ung thu din dén
doc tinh té bao cao [149]. Ngoai ra, dic tinh ludng tinh caa copolyme PLA-TPGS
cho phép hé nano PLA-TPGS-Fe3Os-Doxorubicin ngin chan sy lién két giira
protein huyét tuong véi bé mat cua ching nho cac dic tinh caa 16p vo TPGS, do d6
cai thién kha nang tham nhap té bao caa hé nano [150]. Céc tac gia khac ciling bao
c4o rang qua trinh noi hoa céc tiéu phan nano FesO4/Dox/PLGA-PEG cua té bao
ung thu MCF-7 duogc quan sat rd trén cac té bao ung thu sau 24 gio thong qua qua
trinh nhap bao [118]. Cudi cing, hé nano PLA-TPGS-Fes0s-Doxorubicin cd thé
gay mat 6n dinh va pha v& mang ndi bao (endosome) dé giai phong thude sau khi

nhap bao, dan dén tac dung gay doc té bao [151].

V& mit co ché té bao, ung thu xay ra do su thay d6i caa mot qua trinh sinh hoc
binh thuong trong co thé d6 1a phan chia té bao. Cac té bao tién trién qua chu ky té
bao khong duoc kiém soat cudi cuing c6 thé hinh thanh céc khdi u 4c tinh, noi cac
khéi té bao phat trién va phan chia khdng kiém soat, sau d6 phat trién kha ning lay
lan va di chuyén khip co thé. Bé danh gia co ché giy doc té bao ung thu cua hé
nano PLA-TPGS-Fe;0s-Doxorubicin, kha ning bét giir chu ky té bao duoc danh gia

nho vao ky thuat sang loc noi ham cao (High-content screening, HCS).



7

a) l:lGZ"M - MNDDScég"\é Fe;0, NPs cao hon
120 4 s ,/'- \ G
B GoiG1 | | Té bao ngimg g
' ‘-\\ / phan chia
100 - /4 K_/-\ )
— Pha G, G,
80 .
3 & {% - Chu ky
] B0 - %) Nguyén phan, té béo
= cuaté
40 bao HelLa
S
20 4
Y 6
o
., )
0 Y, &
IS po o> ) of %, g
& & & A "o, %,
o A K oF 40 F e
) 2l
C) . selected Rows o Selected Rows o Selected Rows oo Selected Rows
b 75 - 375 s
= Neg. control e Free Dox 350 MNDDSI 250) MNDDS2
- GOIGT = 62.46% | o GO/G1=26,68%| 3 GOIG1 =71,14% o0 GO/G1 = 15,33%
250 S = 11,42% s 5=3,23% 275 S =6,26% 275 §=9,50%
g G2/M = 26,12% 2 :: G2/M = 68,09% Y ;;’: G2IM=224% | _ 23 G2/M = T75,08%
e 3 a0 . £ 200 0
= E 175 S 175 3 173l
125 us e o
100 1000 100 io;:
- 75! 75 _ 75|
0 50 |
’i 25! 25 22. 0
et i 1 ol —_—
0 100000 200000 300000 300000 50000 0 100000 200000 300000 300000 S00000 0 100000 200000 300000 AD0000 500000 0 100000 200000 300000 400000 500000
Total indensity (DAPI) Total indensity (DAPI) Total indensity (DAFI) Total indensity (DAPI)
400, Selected Rows Selected Rows Selected Rows
375 e 40
350, MNDDS3 :; MNDDS4 :: MNDDS3
325,
:W- G0/G1 = 37,82% ;: GO0/G1=57,89% ﬁ GO/G1 = 43,64%
| S=761% 275 | $=7,03% ped $=11,19%
w225, G2/M = 54,57% z: | G2/M = 35,08% g: G2/M = 45,17%
£ 200/ £ i .
S 18! 3 0 < 20/
:75: & 175 8 s}
. . 1500
ﬁ: Ji pridg
wal
?; ul 75t
301
ol . bl
0 100000 200000 300000 400000 S00000 0 100000 200000 300000 400000 500000 nu 100000 200000 300000 400000 500000

Total indensity (DAPI) Total indensity |[DAPY) Total indensity (DAPI)

Hinh 3.13. (a) Phan b6 chu ky té bao; (b) so do chu ky té bao va co ché tc ché chu
ky té bao; (c) su phan bo chu ky te bao trén dong te bao Hel.a gay ra bsi cac mau
MNDDS so véi Dox ty do va doi ching &m

Ti 16 té bao ¢ tat ca cac giai doan cia chu ky té bao, duoc xac dinh dbi véi hé
nano PLA-TPGS-Fes0s-Doxorubicin so véi Doxorubicin ty do va dbi chang am
(Hinh 3.13). Sy phan bé chu ky té bao ¢ pha GO/G1 cua té bao HeLa duoc xur ly
bang Dox ty do 1a 28,68 %, trong khi gia tri ndy ¢ nhom ddi ching am 1a 62,46 %.
Céc hé nano PLA-TPGS-Fe30s-Doxorubicin (MNDDS) ¢ céc ti 1€ w/w Dox : Fez0s
NPs khéac nhau dan dén nhing thay d6i khac nhau trong cau hinh chu ky té bao. C6
sur gia ting sb luong té bao & pha GO/G1 cia mau duoc xt [y MNDDS1 (ty 16 FesOs
cao nhét) so véi dbi chimg. Trong khi d6, dbi voi 4 hé MNDDS con lai, quan sat
thiy nhiéu té bao trong pha G2/M hon so véi doi chung &m. Nghién ctu cua

Mahmoudi va cong su cho thay cac hat nano oxit sat tir FesO4 gay ra su nging chu
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ky té bao ¢ pha G1, do su ton thuong DNA khong hoi phuc [152]. Cac nghién ctu
trude day ciing bao cao rang Doxorubicin tu do c6 tac dung wc ché sy ting sinh té
bao bang céch bat giir chu ky té bao ¢ pha G2/M theo cach phu thudc vao thai gian
va liéu luong [153].

Nhu vy, cac két qua nay chang minh rang hé nano PLA-TPGS-Fe3O.-
Doxorubicin gay ra tac dung bat giir chu ky té bao manh trén dong té bao ung thu co
tr cung HeLa, trong d6 cac tic dong khac nhau dén chu ky té bao phu thuoc vao ti
16 w/iw Dox : FesOs NPs véi cac tac dong khac nhau cua tirng thanh phan FesO4 NPs
va Doxorubicin don 1¢. Cac hé nano c6 ty 1é Doxorubicin cao hon, té bao bi bat giir
chu yéu & pha G2/M. Nguoc lai, hé nano gay doc té bao theo co ché bt gitr t& bao ¢

pha GO/G1 & cac mau ¢ co ty 1é FesOs4 cao hon.
TOm tit chwong 3

Trong chuong ndy, chung t6i d4 ché tao dugc hé dan thudc nano da chic niang
mang ddng thoi FesO4 NPs va thudc Doxorubicin (PLA-TPGS-FezO4-Doxorubicin)
Véi ti 16 Dox : FesOs NPs w/iw = 1:1 12 t6i wu vé kich thudc, do bén, kha ning mang
thudc va hiéu suat nano hda thuéc Doxorubicin. Hé nano nay cé dang hinh cau, kich
thudc tiéu phan trung binh 17 - 19,8 nm, hiéu suat nano hoa dat 91,05 + 0,8 %, kha
ning mang thudc Doxorubicin dat 31,28 + 1,64 %. Thubc Doxorubicin duoc giai
phong tir hé nano theo mé hinh dong hoc Weibull, phu thudc vao pH. Trong diéu
kién pH axit, Doxorubicin dugc giai phong theo co ché khuéch tan Fickian cb dién.
Trong moéi truong pH sinh 1y 7,4, Doxorubicin duoc giai phong do tac dong dong
thoi ciia co ché truong nd va phan huy caa copolyme PLA-TPGS. Hé nano PLA-
TPGS-Fes0s-Doxorubicin ¢ kha niang sinh nhiét tét, cho phép diét té bao ung thu
bang nhiét tri. H& nano PLA-TPGS-FesOs-Doxorubicin c6 tac dung gy doc té bao
ung thu hiéu qua, voi gia tri 1Cso < 2 pug/mL. Trén dong té bao ung thu co tir cung
HeLa, hé nano c6 ty 1é FesO4 cao hon, giy doc té bao theo co ché bat giir té bao &
pha GO/G1. Trong khi, cac hé nano c6 ty 1é Doxorubicin cao hon, s& gy doc té bao
theo co ché bit gitr té bao ¢ pha G2/M. Sy két hop giita Fes04 NPs va Doxorubicin
trong hé nano da chirc nang duy tri dac tinh huynh quang in vitro cua Doxorubicin

va kha nang tham nhap té bao tt, dac biét 12 bén trong nhan va ving 1an can.
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CHUONG 4. HE DAN THUOC NANO PA CHUC NANG GAN CHAT PHAT
HUYNH QUANG HONG NGOAI GAN
PLA-TPGS-Fes04,-DOXORUBICIN-CYANINE 5.5

Chuong nay trinh bay cac két qua nghién ctu ché tao hé dan thudc nano da
chic ning gan chat phat huynh quang hong ngoai gan PLA-TPGS-Fe3Os-
Doxorubicin-Cyanine 5.5. Trong d6, (1) Doxorubicin Ia thudc tri ung thu; (2) hat
nano oxit sit tir (FesO4 NPs) vira | tic nhan lam ting do twong phan chup cong
hudng toer MRI, vira ¢6 tac dung nhiét tri khi co tir treong ngoai; (3) Cyanine 5.5 la
tac nhan phat huynh quang ¢ viing hong ngoai gan nham quan sat, danh dau, chup
anh huynh quang; (4) trén chat mang Ia copolyme PLA-TPGS. Chét phat huynh
quang hong ngoai gan dugc gin 18n bé mit hat nano FesOs bang lién két CO-NH,
sau d6 mang thudc Doxorubicin Ién vat liéu nano da chirc ning trén nén copolyme
PLA-TPGS bang phuong phip nhii héa bay hoi dung méi (emulsion solvent
evaporation). C4c yéu t nhu nhiét do, pH, thoi gian phan ang, ty 1é cac thanh phan
& buéc gan Cyanine 5.5 dugc khao sat dé lra chon diéu kién téi wu cho kha ning
phéat huynh quang tét nhat. DPac trung tinh chat Iy hoa, qué trinh giai phong thudc &
cac diéu kién pH khéac nhau, va tac dung giy doc té bao ung thu cua hé dan thudc
nano da chirc ning PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5 dugc khao sat. Bong thoi,
trong chwong nay, luan an s& danh gia vai tro cta tung thanh phan FesOs,
Doxorubicin va Cyanine 5.5 dén chu ky té bao trong co ché giy doc té bao ung thu
ctia hé dan thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5.

4.1. Khio sat cdc diéu kién ché tao hé dén thuéc nano da chire niing gin chat
phat huynh quang hong ngoai gan PLA-TPGS-Fe3;0s-Doxorubicin-Cyanine 5.5

Qua trinh dap tat tin hiéu huynh quang gay ra boi hat nano oxit sat tir gy kho
khin cho viéc thu duoc tin hiéu huynh quang manh [154]. M6t s béo cdo da cho
thdy céc chat phat huynh quang c6 thé bi dap tat boi hat nano oxit sat tir khi khoang
cach cua chdng nhé hon 10 nm [155]. Ngoai ra, vi cac hat nano tir Fes04 mau den
hap thu manh anh sang kha kién, nén cuong d6 huynh quang cé thé bi giam di do su
hap thy anh sang, ngay ca khi khoang cach giita hai thanh phan, trong d6 13i tir duoc
phu cac 16p dém silica hoac polyme, I6n hon 10 nm [156]. Do vay, trong nghién
ctru ndy, anh hudng cua cac diéu kién phan ang (nhiét do, pH, ty & hat nano FesO.)
dén qua trinh gin chat phat huynh quang hong ngoai gan 1én hé vat liéu tong hop hé

nano PLA-TPGS-Fez04-Dox-Cyanine 5.5, dugc danh gia thong qua kha nang phat
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huynh quang caa hé vat liéu thu dugc. Viéc gan chat phéat huynh quang hong ngoai
gan Cyanine 5.5 1én bé mat hat nano FesOs, boc bang copolyme PLA-TPGS tuong
thich c6 thé mang lai mét sé loi thé nhu tinh ddng nhat quang hoc tét hon va bao vé
khoi sy nhiéu loan cua moéi truong bén ngoai.

Khdo séat ti 1¢ FesO4 : APTES (w/w)
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Hinh 4.1. So d6 co ché phan tng APTES véi bé mit FesOs NPs

3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) Ia mot phéan tir organosilane thuong
duogc sir dung trong c&c qué trinh chitc nang hoa dua trén silane dé gan céc phan tu
sinh hoc 1én bé mat. B& mat hat nano oxit st tir FesOs NPs 1a bé mat ¢ nhom
hydroxyl (-OH) mang nang lugng bé mat cao, ¢6 thé tuong tac nhanh chong va hinh
thanh lién két cong hoéa tri véi cac phan tir silane [157]. Do lién két cong hoa tri

manh ndy, cac phan tir Cyanine 5.5 c6 thé duoc gan vé mat héa hoc vai 16p silane



81

thong qua lién két cong hoa tri (NH-CO) ma khong pha v cau tric silane [158].
Trong nghién ciru ndy, cac phan tir APTES dong vai tro 13 16p trung gian lién két bé

mat oxit sat tir FesO4 Vai cac phan tir Cyanine 5.5 nhu minh hoa & hinh 4.1.

Pé thuc hién qué trinh lang dong pha dung dich trén bé mat hat nano oxit sat
tir, chdng toi hoa tan APTES trong dung dich etanol 90% (c6 cac phén tir nuéc). Su
hién dién cua mot sé phan tir nuéce bi hiap phu trén bé mat hoic trong dung mdi
APTES déng vai tro rat quan trong dé bat dau phan ang thay phan trong qué trinh
hinh thanh lién két giita APTES va Fe3O4 NPs. Viéc sir dung etanol 90% dé hoa tan
APTES nham cung cip nuéc dé thuc day phan ang cua nhom ethoxy silane véi
nhom hydroxyl trén bé mat FesOs NPs [159]. Diéu nay rat quan trong d6i véi cac
tinh chét caa lép silane thu dugc vi néu khong c6 sy dinh hudng va tuong tac cia
cac nhom ethoxy silane véi cac nhom hydroxyl trén bé mat thi ching cé thé hinh
thanh lién két hydro véi cac nhém amin cua silane, tao thanh mét 16p véi cac nhom

amin phan tng dudi mic ti wu trén bé mat [160].

Fe;O, : APTES (w/w)=30:3
Fe,O, : APTES (w/w) =20 :3
Fe,O, : APTES (w/w)=10:3
——Fe,0, : APTES (w/w)=5:3

712 nm

Cuwong d6 huynh quang (dvtd)

600 I eéo I 7(I)0 I 7é0 I 8(I)0 I 8é0 900
Buwd&c song (nm)
Hinh 4.2. Phé huynh quang caa cac hé dan thudc nano da chitc ning PLA-TPGS-
Fe304-Dox-Cyanine 5.5 ¢ cac ti 1€ FesOs NPs : APTES (w/w) khac nhau
Hinh 4.2 trinh bay phé huynh quang cta c&c miu nano da chirc ning PLA-
TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 véi ti 18 FesOs NPs : APTES (w/w) khac nhau, 1an
lwot 12 30:3, 20:3, 10:3 va 5:3. Két qua cho thiy cudng do huynh quang ting theo sy
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giam ti 1é FesOs NPs : APTES (w/w), tuong dwong véi viée ting nong do APTES.
Tuy nhién, khi ting ti 1& FesOs NPs : APTES (w/w) 1én dén 5:3 thi cudng d6 huynh
quang giam, so vai ti I¢ 10:3. Do vay, ti 1¢ FesOs NPs : APTES (w/w) = 10:3 duogc
sir dung cho cac budc tiép theo. Phan tng ngung tu c6 thé xay ra giira hai phan tu
APTES va/hoic giita bé mit FesOs NPs va phan ter APTES [161]. Phan tng ngung
tu giira cac nhom silanol trén phan ti APTES va nhém -OH trén bé mat oxit FesOq
NPs xay ra sy hinh thanh lién két siloxane. Lién két siloxane c6 thé gan cong hoa tri
phan tu silane 1&n bé mat theo nhiéu cach khac nhau. Ngoai ra, cac nhom silanol cua
cac phan tir silane khac nhau cd thé twong tac v6i nhau, tir @6 hinh thanh céc cau
trdc polyme [161].

Khao sat t7 I¢ Cyanine 5.5 : FezOs NPs (w/w)

——Cy5.5:Fe;0, (w/w)=0,025:1
——Cy5.5: Fe;0, (Ww)=0,03:1
712 nm ——Cy5.5: Fe;0, (wiw)=0,05:1

\ ——Cy5.5: Fe;0, (Ww)=0,1:1
Cy5.5: Fe,0, (Ww)=0,2:1
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Hinh 4.3. Phé huynh quang caa cac hé dan thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-
Fes0s-Dox-Cyanine 5.5 ¢ cac ti I1¢ Cyanine 5.5 : FesO4 NPs (w/w) khac nhau

Pho huynh quang cua cac hé dan thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-Fe30;-
Dox-Cyanine 5.5 cho thiy cudng d6 huynh quang phu thudc truc tiép vao nong do
Cyanine 5.5, dat cudng do cao nhat ¢ ti 1é Cyanine 5.5 : Fe304 NPs (w/w) = 0,05 : 1
(Hinh 4.3). Tuy nhién, khao st cho thiy ti 1& Cyanine 5.5 : FesO4NPs= 0,1 : 1 cho
cudng d6 huynh quang thap hon nhiéu so vai ti 18 0,05 : 1. Két qua ciing cho thay
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ndng d6 Cyanine 5.5 tham gia phan ung khong phai 1a yéu t6 quyét dinh cudng do
huynh quang. Piéu nay c6 thé lién quan dén sé lwong phan tir Cyanine 5.5-NHS
este thuc sy phan ang véi cac nhom NH: trén bé mat FesO4 NPs dé chuyén tir dang
NHS este thanh Cyanine 5.5 tu do. Luong NH> trén bé mit FesOs NPs phu thudc
vao néng d6 APTES thém vao phan ng tai budc chirc nang hoa bé mit hat nano
oxit sat tir Fes3O4 NPs. Vi vay, ti 1& Cyanine 5.5 : FesO4 NPs (w/w) = 0,05 : 1 duogc

duy tri & cac budc tiép theo.

Khdo sdt diéu kién nhiér do
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Hinh 4.4. Ph6 huynh quang ciia cac hé dan thude nano da chirc nang PLA-TPGS-
Fe30,-Dox-Cyanine 5.5 & cac diéu kién nhiét do khéac nhau

APTES c6 ba nhom ethoxy phan tng chirc nang va mdt nhdm amin trén mot
phan tir silane (Hinh 4.1). Qua4 trinh triing hop cac phan ti APTES trén bé mit oxit
la mot phan @ng rat phuc tap bao gdm ba budc chinh: (1) thuy phan (nhém
hydroxyl (-OH) thay thé nhom ethoxy trong mdi trudng axit, kiém hoic trung tinh);
(2) ngung tu (hinh thanh lién két siloxane (Si-O-Si)) (Hinh 4.3): va (3) tach pha. Do
bSn nhdm phan wng trong phan ti APTES va dong hoc phuc tap trong ba budc phan
tmg, diéu quan trong la phai kiém soat va téi wu hoa cac diéu kién phan &ng. Trong
budc tach pha, méi trudng phan Gng mat di tinh dong nhat dé hinh thanh cac ciu
trdc polyme hiru hinh hon [162]. Thay d6i nhiét do trong qua trinh ghép APTES c6
thé 1am tang tc d6 phan ung va hiéu suat ghép APTES.
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Khi ting nhiét do cua phan ang gan APTES lIén bé mat FesO4 NPs & cac diéu
kién 25 °C, 50°C, 60 °C, 70°C va 80 °C thi cudng do huynh quang ting dan vai cuc
dai phét xa tai budc soéng 712 nm (Hinh 4.4). Viéc u ¢ nhiét d6 cao thuc day su hinh
thanh cac lién két siloxan cong hoa tri 6n dinh dong thoi phé v céc lién két hydro.
Su giai hap cac phan tir APTES tir APTES duoc xur ly nhiét duoc phét hién 1a it hon
va cham hon so v&i qua trinh u APTES ¢ nhiét dé phong [158]. O nhiét do cao hon,
téng luong silan ling dong it hon, nhung cau tric cua ching déng déu hon va 6n
dinh thuy phan hon (ca trong nuéc va chat dém) [163]. Nghién ctu cua Yang va
cong su da cho thay nhiét @6 phan tng khdng chi thuc day phan tng ghép ma con
thac day su sip xép APTES. Két qua 1a su sip xép gia hai 16p xen ké& cta cac phan
tir APTES da duoc sap xép lai thanh sy sip xép don 16p [164]. Tuy nhién, trong
nghién ciu nay khdng c6 su khac biét vé cudong d6 huynh quang gitta diéu kién
nhiét ¢6 70 °C va 80 °C, nén diéu kién nhiét d6 70 °C duoc st dung cho cac budc
tiép theo.

Khdo sat diéu kién pH

Cyanine 9.5 NHS ester
Fe;0,-NH,

NH, +
NE RN

<N
/ .
BF,
EDC, NHS (e} o
}o,

\1 O

o

Fe30,-Cyanine 5.5

Hinh 4.5. So db phan ung gan Cyanine 5.5 1én bé mat Fe304-NH;

Trén bé mat dugc bién doi APTES cua FesOs NPs (Fes04-NHp), cac phan tir
Cyanine 5.5 cd thé duoc lién két théng qua viéc hoat hda cac nhém carboxy cua
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ching bing carbodiimide (vi du: EDC), N-hydroxysuccinimide (NHS), chuyén doi
thanh cac lién két peptit 6n dinh hon thong qua qué trinh amin hoéa khir bang cach
sir dung APTES, sau d6 kich hoat véi EDC/NHS (Hinh 4.5). Bé khao sat anh huong
cua pH dén qua trinh gan Cyanine 5.5 NHS este 1én hé dan thudc nano da chirc
ning théng qua nhom -NH; cua phan tir silane trén bé mat FesOs NPs (Hinh 4.6),
pH cua phan tmg duoc thay déi & cac diéu kién pH 5,5; 7,4: 8,5 va 10.

Khi thay ddi diéu kién pH, & cac méi truong dém acid (pH 5,5), trung tinh (pH
7,4) va kiém (pH 8,5 va pH 10), kha ning gan Cyanine 5.5 1én hé nano Fe3O4 ting
khi ting do pH va dat cudng d6 huynh quang cao nhat & pH 8,5. Trong moi trudng
axit (pH 5,5), khi d6 cac nhém NH2 déu bi proton hoa tré thanh NHs*, khdng con
kha ning phan ung, 1am giam kha ning gan Cyanine 5.5 1én bé mat FesOs, do vay
tin hiéu huynh quang cua hé nano thu dugc rat thap. O do pH cao hon (kiém manh,
pH 10), qua trinh thay phan este NHS dién ra nhanh chdong va hiéu suét bién tinh
giam. Nén cuong do huynh quang caa hé nano PLA-TPGS-Fesz0s-Dox-Cyanine 5.5
thap hon so véi diéu kién pH 8,5. Do vay, phan tng giira Cyanine 5.5 NHS este V4i
nhém amin cua FesO4-NH: phu thudc nhiéu vao d6 pH, diéu kién pH tdi wu 8,5
duoc duy tri & cac thir nghiém tiép theo.

——PpH5,5
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Hinh 4.6. Ph6 huynh quang ciia cac hé dan thude nano da chirc ning PLA-TPGS-
Fes04-Dox-Cyanine 5.5 & céc cac diéu kién pH khéc nhau
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Khdo sat thoi gian phan ung

Thong s6 tiép theo duoc téi wu héa lién quan dén budc gan Cyanine 5.5 nay 1a
thoi gian phan tng. Trong nghién ciru nay, chung t6i khao sat thoi gian phan ng
tao lién két cong hoa tri NH-CO véi bé miat Fes0s-NH; trong diéu kién xic tac
EDC/NHS ¢ cac thoi gian khéac nhau: 1 gio, 2 gio, 5 gio, 12 gio. Hinh 4.7 cho thiy
thoi gian phan Gng anh hudng dang ké dén hiéu qua gan Cyanine Ién bé mit FesOs-
NH. trong diéu kién xic tac EDC/NHS. Trong thoi gian phan Gng dai hon, cuong
d6 huynh quang ting dang ké 3,5 lan khi ting thoi gian tir 1 gio [én 2 gio, va sau 5
gid cudng do huynh quang ting gp 8 1an so véi 1 gio. Khi tiép tuc ting thoi gian
lén 12 gio thi cudng do dinh huynh quang ting khong dang ké. Do vay, thoi gian
phan tng 5 gio ¢ budc gan Cyanine 5.5 duoc lua chon cho céc thir nghiém tiép
theo.

—1 gio
— 2 gio
—5gi¢
—12 gi&v

712 nm

Cuwdng dé huynh quang (dvtd)
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Hinh 4.7. Phé huynh quang cua cac hé dan thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-

Fe304-Dox-Cyanine 5.5 & cac diéu kién thoi gian khac nhau

Tur két qua khao sat cac diéu kién phan tng, hé dan thudc nano da chirc ning
PLA-TPGS-Fe30s-Dox-Cyanine 5.5 ¢6 kha nang phat huynh quang tdt, véi cac diéu
Kién t6i wu nhu sau: ti 1é Cyanine 5.5 : Fe3O4 NPs (W/w) = 0,05 : 1; ti 1& FesO4 NPs :
APTES (w/w) = 10:3; nhiét d6 70 °C; do pH 8,5; thoi gian phan g 5 gio.
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4.2. Pic trung tinh chat ly, hoa

Phé hong ngoai bién doi Fourier (FTIR) caa hé nano PLA-TPGS-Fes0,-Dox-
Cyanine 5.5 duoc trinh bay trong hinh 4.8. Trong d6, pic quan sat dugc & 587 cm'?
tuong ng voi dao dong cua lién két Fe-O trong FesO4 NPs. Ngoai ra, phd FTIR cua
hé nano xuat hién dao dong hoa tri cia Fe—O-Si ¢ 578 cm™! chdng 1én cac dao dong
Fe-O tir cac FesO4 NPs. Trong phd FTIR cua Cyanine 5.5, cac pic hap thu ¢ 1645
cm™ va 1126 cm™ twong (ng vai cac lién két cacbonyl ester dic trung C=0 va C-
N-C héa tri twong tng. Mot pic nho & 925 cm™ ¢6 thé dugc gan cho anion [BF4]
trong phan ti Cyanine 5.5 dang NHS este [165]. Dé gan dugc phan tr Cyanine 5.5
(6 dang NHS ester chira nhém COO") I&n hé nano, diéu quan trong la phai chic
ning hoa bé mat caa FesOs NPs bang cach gan cac nhdm chac amin -NHz. Sy gan
két hoa hoc ciia APTES vai cac cau tric nano thdng qua nhom 3-aminopropyl dan
dén sy hinh thanh cac nhém -NH; trén bé mit ciia FesOs NPs. Bang cach ngung tu
cac nhom silanol va ethoxy, nhém chic 3-aminopropyl dugc lién két voi bé mat cua
FesO4 NPs. Sau d6, Cyanine 5.5 duoc gan vao cac hat Fes04-NH2 bang phan tng
tao lién két amid (NH-CO).

PLA-TPGS /

A

C-H Cc=0 >
Fe;O, Npi_\-OH/__ C O-C
Cyanin 5.5

—_—N————

Doxorubicin

PLA-TPGS-Fe304-Cyanine 5.5 W

=S

-NH
PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 e-O-Si
o~ C\m
N-H cN-cSOFLos)

T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
S6 song (cm™)

Hinh 4.8. Pho hong ngoai FTIR cua hé nano da chitc nang PLA-TPGS-Fes0s-Dox-
Cyanine 5.5 va cac chat thanh phan
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Péi voi hé nano PLA-TPGS-Fes04-Cyanine 5.5, 6 bao phu cua silane voi
nhoém amin ty do caa APTES trén bé mat oxit sat dugc xac nhan bang pic tuong
g voi Si-0-Si & 1014 cm™?, dao dong bién dang va cac dao dong hoa tri cua -NH
& c4c s6 song twong tng la 1403 cm't va 3467 cm™ [166]. Sy xuat hién cia APTES
trén bé mat cua FesO4 NPs cung cap cac nhom chirc amino cho Cyanine 5.5 ¢d thé
gan vao [167]. Ngoai ra, cac pic dic trung xuét hién trén hinh 4.8 tai cac sé song
3400 cm?, 2923 cm?, 1631 cm?, 1110 cm™ va 925 cm™ twong wng véi cac dao
dong bién dang va dao dong hoa tri caa nhém NH hoic -OH , dao dong héa tri cua
C-H (CHs), dao dong hoa tri cia C = O (tir amit), va dao dong hoa tri cua Si-O trong
hé nano PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5 ciing duoc quan sat thay. Cubi cing,
su Xuat hién cua cac pic dic trung cua Doxorubicin (C=0, N-H, C-O-C) trong hé
nano PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5 cho thay qué trinh nano hoé thuéc Dox
thanh cong [168].

Pé xéac nhan thém vé qué trinh chtrc ning hoa bé mat cua hat nano oxit sat tir
(FesOs NPs) véi cac nhom amin APTES, qua trinh gan Cyanine 5.5 va nano hoé
Doxorubicin 1én hé dan thudc nano da chtc nang PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine
5.5, cac hé duoc phan tich bing phwong phap do nhiét - khéi luong (TGA). Hinh
4.9a md ta duong cong nhiét - khéi lwong TGA, trinh bay khéi luong con lai cua
mau thay d6i nhu thé ndo theo nhiét d6. Két qua cho thiy, su giam trong luong dau
tién 1a khoang 0,99 - 1,65 wt% & 75 - 120 °C, diéu nay 1a do su bay hoi cua phan tir
nuéc am trong ca ba hé nano. Ddi véi hé nano PLA-TPGS-Fes04, su giam trong
luong lan tha hai 1a khoang 13,7 wt% & 200 - 300 °C, c6 thé 1a do qua trinh dbt
chay phan PLA cuaa copolyme PLA-TPGS véi dinh téa nhiét & 278,5 °C trong
duong phan tich nhiét vi sai DTA (Hinh 4.9b) [169]. O giai doan thi ba, khéi luong
hao hut khoang 19,19 % trong lugng & 450 - 500 °C, twong trng va&i qué trinh phan
huy nhiét cta du luong TPGS cia copolyme tuong tng vai dinh téa nhiét o 447,5
°C [170]. Cubi cung, khdi lwong giam di cua hé nano PLA-TPGS-Fes04 13 33,81
Wt%, cho thay ham lugng PLA-TPGS cua hé nano twong tng vai ti 1 thanh phan
ban dau. Bang cach so sanh gian d6 TGA cua hé nano PLA-TPGS-Fe30y, ti 16 mat
khdi lugng cao hon trong cac hé nano PLA-TPGS-FesOs-Cyanine 5.5 va PLA-
TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 cho thiy ham luong Cyanine 5.5 va Dox lan luot Ia
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1,25 % va 6,47 %. Két qua nay ciing phu hop Véi uéc tinh vé su dong gop khdi

lwgng cua cac thanh phan hitu co trong cong thirc nano ban dau.
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Hinh 4.9. (a) Gian db phan tich nhiét khbi luong TGA; (b) gian do nhiét trong
luong vi phan DTG cua cac hé nano PLA-TPGS-Fe304, PLA-TPGS-Fe304-

Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5

Su c6 mat cua Cyanine 5.5 va Doxorubicin trong hé nano da chirc nang da
dugc chitng minh bang pho huynh quang va phé hap thu UV-Vis. Hinh 4.10a 14 phé
huynh quang cia hé nano PLA-TPGS-FesO4-Dox-Cyanine 5.5 va céac chat thanh
phan cho thiy cac cuc dai phét xa chinh & khoang 716 nm va 594 nm twong Gng Véi
Cyanine 5.5 va Doxorubicin. Sau khi gan Cyanine 5.5, dinh phat xa dic trung cua
Cyanine 5.5 trong hé nano PLA-TPGS-FesO,-Cyanine 5.5 bi dich chuyén do
(redshift) 6 nm so vé&i Cyanine 5.5 tu do. Su dich chuyén dé c6 thé duoc giai thich
bang su gia tang kich thudc hat nano va sy twong tac giira c4c hat nano oxit st tir
FesO, va Cyanine 5.5 sau khi gén, duoc bao boc trong copolyme PLA-TPGS [171,
172]. Trong khi @6, su dich chuyén xanh (blueshift) trén phd huynh quang cua hé
nano PLA-TPGS-Fe;0s-Dox-Cyanine 5.5 ¢6 thé Ia do su tuong tac giita Dox va cac
thanh phan Cyanine 5.5, FesO4 NPs, va copolyme PLA-TPGS trong hé nano [173].
Do nhiing twong tac nay, cuong d6 phat huynh quang cua ca hai hé nano PLA-
TPGS-Fe304-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Fes0-Dox-Cyanine 5.5 déu thap hon so
véi mau Cyanine 5.5 va Doxorubicin ty do. Hon nita, cuong dé phat huynh quang
thiap hon mot phan do anh huéng cua 16i FesO4 NPs gay ra hiéu ung dap tat huynh
quang [172].
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Hinh 4.10. (a) Pho huynh quang; (b) pho UV-Viscia
hé nano PLA-TPGS-Fez0s-Dox-Cyanine 5.5 va cac chat thanh phan

Phé hap thu UV-Vis cua c4c hé nano truéc va sau khi gan Cyanine 5.5 va
mang thudc Doxorubicin dugc trinh bay trén Hinh 4.10b. Cyanine 5.5 tu do c6 cuc
dai hap thu dién hinh & budc song 675 nm. Diéu tha vi la cuc dai hap thu cua ca hé
nano PLA-TPGS-Fes04-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 déu &
viing hong ngoai gan véi do dich chuyén do 15 nm tir 675 dén 690 nm. Su dich
chuyén do trong phd hap thu cua hé nano c6 thé duoc giai thich bang sy hinh thanh
lien két NH-CO gitta phan tir Cyanine 5.5 va nhom NH; trén bé mat FesO4 NPs sau
khi chtrc ning hoa bang APTES, dat phan tir Cyanine 5.5 vao méi truong Ky nudc
hon do tinh chat Ky nudc cia FesOs NPs va chudi PLA cia copolyme PLA-TPGS
[174]. Dobson va cong su ciing cho thay rang Cyanine 5.5 thé hién dai hap thu
chinh tir 620 d&én 720 nm véi vai phé trong khoang 620 dén 640 nm. Pay 1a ving
budc séng kich thich thich hop dé thu thap toan bo tin hiéu phat ra tir 650 dén 710
nm [175]. Hon nita, so véi Doxorubicin ty do (cuc dai hap thu & budc séng 485
nm), cuc dai hap thu cua hé nano PLA-TPGS-Fe30,-Dox-Cyanine 5.5 dich chuyén
sang budc song 502 nm, 1a két qua cua twong tac thudc - copolyme PLA-TPGS.
Hién tuong dich chuyén do nay phl hop véi cac cong bd khac khi Doxorubicin
duoc bao boc trong céc hé nano bang polyme polyethylen glycol (PEG) hoic axit
polylactide-co-glycolide (PLGA) trong d6 cac tuwong tac xép chong m—x trong phan
tr Doxorubicin dugc nano hoa trong cac hé nano [176, 177]. T4t ca nhitng két qua
nay da chung minh rd rang hé dan thudc nano da chuc ning PLA-TPGS-Fe3O.-
Dox-Cyanine 5.5 dugc ché tao thanh cong, va tiém ning cta hé nano nay trong viéc

danh gia huynh quang in vivo.
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Trong nghién ciu ndy, cac hat nano oxit sat tir FesO4 ky nudc tré nén phan tan
trong nuéc nhd sy bao boc cua phdi tir APTES. Hinh 4.11 thé hién anh TEM cua
cac hé nano PLA-TPGS-Fe30s-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5.
C6 thé thay rang cac hat nano c6 dang hinh cau va don phan tan ma khong c6 su két
tap tiéu phan 16n. Kich thudc hat khoang 10 - 15 nm véi sy phan bé kich thudc hep.
Kich thudc trung binh cta cac hat nano PLA-TPGS-Fez0s-Cyanine 5.5 va PLA-
TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 duoc do tir anh TEM bang phan mém ImageJ lan
luot 12 12,19 £ 1,81 nmva 13,16 + 2,16 nm.

30

4 PLATPGS-Fe;0,-Cyanine 5.5
D=12.19+1.81 nm

% s6 hat

(]

(=]

é.; = 16 12 T f1.a 18
Buwéng kinh (nm)

[ PLA-TPGS-Fe,0,-Dox-Cyanine 5.5
D=13.16+2.16 nm

L
12 14 16 18
Bwéng kinh (nm)

Hinh 4.11. Anh TEM va biéu d6 phan bd kich thuéc cua hé nano (a) PLA-TPGS-
Fes0s-Cyanine 5.5; (b) PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5

Trong khi d6, phép do tan xa anh sang dong (DLS) cho thdy duong kinh thay
dong trung binh cua cac hé nano PLA-TPGS-Fes0s-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-
FesOs-Dox-Cyanine 5.5 lan luot 1a khoang 112,0 + 3,2 nm va 164,0 = 2,6 nm (Hinh
4.12a). Kich thudc tiéu phan do duoc trong DLS 16n hon trong anh TEM. D6 1a do
su Mo rong trong nudc cua hop phan wa nudc TPGS trong 16p vo ngoai cing cua
hat nano va mot sé phép tinh gan dung hoéa 1y trong phép tinh cudi cling caa duong

kinh thiy dong sir dung phép do DLS nhu dugc mé ta trong cac tai liéu trudc day
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[178]. Kich thudc caa hé nano ting dan theo thoi gian luu trit, 1an luot dat 128,0 +
3,5 nm va 188,0 + 3.8 nm ddi véi cac hé nano PLA-TPGS-FesO,-Cyanine 5.5 va
PLA-TPGS-Fe30s-Dox-Cyanine 5.5 sau 12 thang. Diéu nay c6 thé 1a do su hinh
thanh cum hat khi phan tan va dan dén su gia ting nhe vé duong kinh trung binh
[179]. Ngoai ra, chi s6 da phan tan PDI cua ca hai hé nano déu dao dong nhe, nhung
déu nho hon 0,3 (Hinh 4.12b), cho thiy sy phan bd hep va tinh ddng nhit cao cua
cac hat nano [180]. Cac nghién ciru trude ddy da dé xuat rang kich thudc va hinh
dang cua hé nano cd thé anh hudng dén sy phan bd sinh hoc cuia hé. Kich thudc hat
nhé hon 200 nm phu hop dé truyén tinh mach va huéng dich thy dong khdi u bang
hiéu wng EPR vdi gié tri PDI thap hon 0,3 [181].
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Hinh 4.12. Sy thay d6i vé (a) kich thuéc thiy dong; (b) chi s6 da phan tan PDI; (c)
thé Zeta trong thoi gian 12 thang caa hé nano PLA-TPGS-Fe304-Cyanine 5.5 va
PLA-TPGS-Fes04-Dox-Cyanine 5.5

Gia tri thé Zeta cua hé nano PLA-TPGS-Fe304-Cyanine 5 1a —39,3 mV va hé
PLA-TPGS-Fe30s-Dox-Cyanine 5.5 1a —46,5 mV. Gia tri thé Zeta cua hé nano
PLA-TPGS-Fe;0s-Dox-Cyanine 5.5 tré nén am hon khi mang thuéc Doxorubicin
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do sy phan ly ngay cang tang cua cAc nhom amin. Ngoai ra, Doxorubicin la mét axit
yéu (pKa = 9,93), lam thay d6i dién tich bé mat bang cach gay ra tuong tac giira cac
phan tir va trao ddi proton gitta cac phan tir thuc théng qua cac nhém amin -NH
[136]. Hinh 4.12c thé hién sy thay doi thé Zeta ctia hai hé nano nay trong 12 thang.
Thé zeta cua hé nano PLA-TPGS-Fes04-Dox-Cyanine 5.5 sau 12 thang la -34,3
mV, trong khi cua h¢ PLA-TPGS-Fe30,-Cyanine 5.5 1a -24,1 mV. Sy thay doi vé
thé zeta nay c6 thé I1a do nhiéu yéu té, dic biét la su thay d6i trong tuong tac phén tir
gitta thuc/copolyme/Cyanine 5.5 trong hé nano [182]. Piéu quan trong 13, gia tri
tuyét doi cua thé zeta cua ca hai hé nano déu cao cho thiy d6 6n dinh tét vai xu
huéng két tap thap. Do twong tac tinh dién gitra cac hat nano va nhiéu phan tir sinh
hoc trong co thé, thé zeta 1a ciing 1a mot yéu té quan trong lién quan dén su phan b
sinh hoc trong co thé [183]. Cac hat nano tich dién duong c6 nhiéu kha ning bi hap
thu boi cac té bao khong hudng dich, diéu nay co thé gay ra tac dung phy, 1am giam
hiéu qua phan phdi dén céc té bao muc tiéu va rat ngan thoi gian luu thong [184].
Do d6, hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 ¢6 thé ting thoi gian luu thong
bang cach giam lién két véi protein huyét thanh do lgi thé vé dién tich bé mat am
cua chung [185].

Cau trdc tinh thé cua cac hé nano dugc nghién ciru bang phuong phap nhiéu
xa tia X (XRD). Gian ¢ XRD cua hé nano PLA-TPGS-Fe;0;-Dox-Cyanine 5.5 va
PLA-TPGS-Fe30s-Cyanine 5.5 (Hinh 4.13a) cho thiy cac pic dic trung quan sat
duoc & 30,34° (220), 35,71° (311), 43,22° (400), 53,65° (422), 57,24° (511) va
63,09° (440) phu hop véi pha Spinel lap phuong nghich dao cia FezOs (magnetit,
JCPDS sé 85-1436), chung to rang su hinh thanh hé PLA-TPGS-Fes0s-Dox-
Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Fe30,-Cyanine 5.5 khong anh huong dén cau tric tinh
thé cua hat 16i nano tir FesO4. Két qua ndy dan dén viéc bao toan cac tinh chat tur
cta hé nano, diéu nay c6 thé thay rd & cac két qua nghién ctu tiép theo. Nhitng két
qua nay tuong ty nhu nhitng két qua dugc trinh bay trong cac nghién ctu trudc
[186]. Kich thudc tinh thé dugc xac dinh bang sy ma rong vach va ap dung hé thic
Scherrer: D=KM(B cos 0), trong d6 K 1a hang s (K = 0,9 ddi v6i Cu-Ka), A 1a budc
song (0,15418 nm dbi véi Cu-Ka va B 1a do rong ban phé cuaa dinh (311) [123].
Puong kinh tinh thé trung binh 13 9 nm, trong dwong véi kich thude quan sat dugc
qua anh TEM ¢ trén, dong thoi cho thiy tinh chat don pha tinh thé va do két tinh
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cao cua cac hat nano FesO.. Gian dd XRD cua cac hé nano PLA-TPGS-Fes04-
Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 cho thay khéng cé sy dich
chuyén vé vi tri nhung cac pic dic trung md rong, cho thay su bao boc thanh cong
cua copolyme PLA-TPGS va APTES, gan Cyanine 5.5 va nano hoa Doxorubicin
ma khong lam thay ddi tinh chat cua I8i FesO4 NPs. Cac nghién ctu khéc ciing cho
thdy két qua tuong tu, trong d6 161 FesOs NPs dugc phu bang polyme PEG [187],
dextran [188], mMPEG-b-PLGA [189] hoic gan véi cac tac nhan huynh quang nhu
cham luong ta CdTe [65].
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Hinh 4.13. (a) Gian d6 XRD; (b) dudng cong tir hoa ciia FesO4 NPs, cac hé nano
PLA-TPGS-Fe304-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 ¢ 300 K

Céc dudng cong tir hda biéu thi gia tri Ms cia FesO4 NPs va hai hé nano (Hinh
4.13b). Tir d6 b&o hoa (Ms) dat 67.4 emu/g dbi véi hat nano FesOs ¢ nhiét do
phong. Tuy nhién, tr d§ b&o hoa cta FesOs NPs sau khi dugc phu bai copolyme
PLA-TPGS trong hé dan thudc nano da chirc ning di giam dang ké. Hinh 4.13b cho
thiy céc gia tri tir 46 bdo hoa cua cac hé nano PLA-TPGS-Fes0s-Cyanine 5.5 va
PLA-TPGS-Fe30s-Dox-Cyanine 5.5 lan luot 1a 54,6 va 38,6 emu/g. Gia tri Ms thap
hon cua ca hai hé nano 1a do cac thanh phan copolyme hop PLA-TPGS, Cyanine
5.5, va Doxorubicin 1a cac chat khong tir tinh, nhu vay tong momen tir trén mot don
vi khéi lugng giam dan dén giam tir d6 bao hoa. Xu huéng gia tri Ms giam nay ciing
da duogc bao cao trong cac nghién ctu khac [178, 190]. Ngoai ra, gia tri luc khang
tr (Hc) do dugc cua FesOs NPs, PLA-TPGS-Fe;0s-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-
Fes04-Dox-Cyanine 5.5 lan luot 14 5,2, 6,8 va 5,6 Oe, chung to dic tinh siéu thuan

tir cia c4c hat nano duoc tong hop & nhiét d6 phong [191]. Dya trén cac dic tinh tir
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tinh va quang hoc caa hat nano, c6 thé suy ra rang hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-
Cyanine 5.5 thé hién kha ning phat huynh quang manh véi dac tinh siéu thuan tir ¢
nhiét d6 phong, cho thdy tng dung tiém ning cta ching trong y sinh.
4.3. Panh gia dong hoc giai phong thudc in vitro

Pé phan phdi thudc hiéu qua dén ma tran ngoai bao va xam nhap vao bén
trong té bao cua khdi u ciing nhu tranh giai phéng sém, dong hoc va co ché giai
phong thudc caa Doxorubicin tir hé din thuc nano da chirc ning PLA-TPGS-
FesO4-Doxorubicin da duoc trinh bay trong phan 3.1.2. O phan nay, ching toi da
gan Cyanine 5.5 vao hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 dé tao thanh mot
tac nhan tri liéu méi véi hinh anh da phuong thirc va kha ning phan phdi thude hiéu
qua. Trong nghién cau nay, khi két hop Cyanine 5.5, hiéu suat nano héa Dox cua hé
nano PLA-TPGS-Fes0s-Dox-Cyanine 5.5 1a 84,7% & ndéng d6 250 pg/mL va kha
nang mang thudc (ham lugng tai Doxorubicin) 1a 6,67% trong luong cua hé nano.
Pong hoc giai phong thudc cua hé nano PLA-TPGS-Fes0s-Dox-Cyanine 5.5 duoc
danh gia & diéu kién sinh Iy mé phong (pH 7,4) va trong diéu kién axit ma tran
ngoai bao khéi u (pH 5,0 va 6,5) & 37 °C.
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Hinh 4.14. Bang hoc giai phong thudc in vitro cua Doxorubicin tir PLA-TPGS-
Fes04-Dox-Cyanine 5.5 trong cac dung dich pH 7,4, 6,5va 5,0 ¢ 37°C
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Pong hoc giai phong thube cho thay rd rang sy giai phong Dox tir hé nano nay
phu thudc vao d6 pH (Hinh 4.14). Su giai phong Dox & pH sinh ly rat cham, véi
muc giai phong ban dau khoang 9% trong 8 gid dau tién va chi giai phong 28,33%
trong 96 gid. Toc d6 giai phong dugc chat tang khi gia tri pH giam. Toc do giai
phong duoc chat ¢ pH 5,0 va 6,5 ting rd rét hon so v6i pH 7,4. Tai pH 5,0, 48%
Doxorubicin dugc giai phong & pH 6,5 trong vong 96 gio va tang 1én 72,47%. Két
qua nay cho thay rang hau hét Doxorubicin dugc nano hda trong hé dan thubc nano
da chuc nang giai phong cham & pH 7,4; c6 kha nang giit 6n dinh twong ddi trong
huyét twong sau khi tiém, c6 thé gitp lam giam dang ké tc dung phu toan than Ién
cac mo khoe manh. Nguoc lai, su giai phong Dox nhanh hon s€ xay ra sau khi hé
théng nano xam nhap vao khéi u, do dé pH thap hon nhiéu (5,0 d&én 6,5) so véi pH
sinh ly [192]. B¢ pH axit cai thién tinh va nudc va tang kha nang hoa tan cua Dox
duoc giai phong tir hé nano bang cach tao ra cac nhdm -NH: ctia phan ti Dox. Do
do, tuong tac ky nudc gitra cac phan tor Dox va doan PLA cua copolyme PLA-
TPGS giam trong moi trudng axit, diéu nay lam ting toc d6 giai phong Dox [193].
Trong diéu Kién axit, Dox duoc giai phong tir hé PLA-TPGS-Fe;0s-Dox theo md
hinh déng hoc Weibull biang co ché khuéch tan Fickian c6 dién. Qua trinh giai
phong Dox cua hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 cham hon so véi hé
nano PLA-TPGS-Fes0s-Dox khdng c6 Cyanine 5.5 & ca diéu kién pH 5,0 va 7,4
(dugc trinh bay trong chuong 3 cua luan &n). Bidu nay cd thé Ia do tinh ky nudc va
dién tich am cua Cyanine 5.5 di can tré mot phan su giai phong Dox thdng qua
trong tac phan tir gitta Doxorubicin va Cyanine 5.5 duoc bao boc bdi copolyme
PLA-TPGS [194]. Do d6, hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 ¢6 kha nang
giai phong thudc tot tai moi truong khdi u, 1am ting hiéu qua caa liéu phap diéu tri
ung thu.

4.4. Panh gia tac dung va co ché giy doc té bao ung thw

Cac hé nano PLA-TPGS-Fe304-Cyanine 5.5, PLA-TPGS-Fe30s-Dox, PLA-
TPGS-Fe30s-Dox-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5 dugc danh gia vé
tac dung va co ché gay doc té bao cua ching so voi mot sé dong té bao ung thu &
ngudi. C4c thdng s6 vé doc tinh té bao, tinh theo ICso thu duoc tir thar nghiem MTT,

duoc trinh bay trong hinh 4.15.
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So véi cac hé nano mang thubc Doxorubicin, hé nano PLA-TPGS-FesOs-
Cyanine 5.5 cho thay doc tinh thip hon trén tat ca cac dong té bao dugc thir nghiém:
HeLa (té bao ung thu ¢ tir cung), HGC-27 (té bao ung thu biéu mo da day), A549
(té bao ung thu biéu md phoi) , MCF7 (té bao ung thu biéu md tuyén va), PC3 (té
bao ung thu biéu md tuyén tién liét) va CCF-STTG1 (té bao ung thu biéu md nio).
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Hinh 4.15. Panh gia doc tinh té bao in vitro cua cac hé din thudc nano da chirc
nang (*p<0,05, **p<0,001; va ***p<0,0001 (n=3)

Trén dong té bao HeLa, hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 ¢6 gia tri
ICs0 = 4,81 £ 0,42 pg/mL, so v&i PLA-TPGS-Fes04-Dox c6 hoat tinh manh hon véi
ICs0 = 1,29 + 0,39 pug/mL (p < 0,0001). Khi khdng mang FesO4, hé nano PLA-
TPGS-Dox-Cyanine 5.5 ¢0 gia tri 1ICso = 7,47 + 0,45 pug/mL, so véi hé nano khong
mang thudc PLA-TPGS-Fe304-Cyanine 5.5 ¢4 doc tinh thap nhat, vai gia trj 1Cso =
73,29 + 2,02 ug/mL. Namvar va cong sy dd bao cdo doc tinh té bao cua hat nano
FesO4 14 23,83 + 1,1 pg/mL (HepG2), 18,75 + 2,1 pg/mL (MCF-7) va 12,5 + 1,7
Hg/mL (HeLa) sau 72 gio diéu tri [195]. Panh gia kha ning cam tng apoptosis cho

thiy cac hat nano FesO4 gay ra su gia ting ty 1& apoptosis s6m va muon trong cac té
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bao Jurkat. Trong khi d6, hé nano PLA-TPGS-Fe304-Cyanine 5.5 thé hién doc tinh
rat thap (ICso > 128 pg/mL) trén dong té bao ung thu biéu mé ndo CCF-SSTG1. Khi
mang thuéc Dox, hé nano PLA-TPGS-Fe;0s-Dox thé hién hoat tinh manh tc ché té
bao ung thu voi 1Cs = 1,33 + 0,16 pug/mL. Trong khi viéc gan Cyanine 5.5, hé nano
c6 doc tinh thap hon véi gia tri 1Cso = 3,91 + 0,55 pg/mL va 7,58 + 1,37 pg/mL,
twong tng voi hé nano PLA-TPGS-Fes0s-Dox-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Dox-
Cyanine 5.5 (p < 0,0001). Két qua twong ty cling duoc ghi nhan d6i vai cac dong té
bao ung thu con lai. Nhitng két qua nay 1a co s¢ dé tiép tuc danh gia co ché gy doc

té bao cua cac hé nano.
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Hinh 4.16. (a) Phan bé chu ky té bao; (b) so ¢6 minh hoa co ché gay doc té bao cua
tirng thanh phan Doxorubicin, Cyanine 5.5 va FesOq; (€) chup anh dong tiéu bon hé
nano trén dong té bao CCF-SSTG1 (d6 phong dai 20 lan, camera SCMOS).

Miii tén mau dé cho thdy cac té bao dwrgc cam ing dé trai qua qua trinh apoptosis.
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Két qua phan tich chu ky té bao mét lan nita khang dinh vai trd gay doc té bao
cia cac hat nano FesOs, Doxorubicin va Cyanine 5.5 trong cac hé nano bang ky
thuat do té bao dinh lwong, con goi 1a phan tich sang loc ndi ham cao (High-content
screening, HCS). Mot trong nhitng vai trd co ban nhat cia té bao 1a phéat trién thong
qua chu ky té bao. Tinh 6n dinh cua DNA hoic bo gen s& bi anh huong néu chu ky
té bao khong duoc kiém soat hoan toan. Piéu nay lién quan dén nhing bat thuong
trong su xuat hién va tién trién cua bénh, dic biét 1 ung thu. Trong nghién citu nay,
tac dong cua cac hat FezO4, Dox va Cyanine 5.5 trong cac giai doan phan bao riéng
biét trén dong té bao CCF-STTGI di duoc xac dinh, tir 6 1am sang to co ché gay
doc té bao cua hé dan thube nano da chirc niang. Hinh 4.16a cho thdy Dox ty do di
bat giit chu ky té bao trong giai doan G1 cua té bao ung thu biéu md néo (CCF-
STTG1) ting 67,02%. Su két hop cua Cyanine 5.5 va Dox trong hé nano PLA-
TPGS-Dox-Cyanine 5.5 da lam giam sé lugng té bao trong pha G1 xudng 53,23%
va tang sb luong té bao trong pha G2/M 1én 34,44%. Nguoc lai, su phan bé chu ky
té bao & pha G2/M cua té bao CCF-STTGI1 duogc xir ly bang PLA-TPGS-Fe3O.-
Cyanine 5,5 12 49,69%, trong khi & nhom ddi chung (-) 1a 30,5% (Hinh PL1). So
v6i nhom ddi ching, hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 1am ting ty 1¢ té
b3o & pha G2/M cao hon hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox, Véi ty 18 lan luot 13
42,12% va 40,79%. Nhu vay, két qua cho thay céc hat nano FesO4 va Cyanine 5.5
c6 tac dung tc ché su phét trién cua té bao, gay ra su nging chu ky té bao ¢ pha
G2/M dbi véi cac té bao ung thu biéu md ndo. Mot nghién ctu khéc cho thay rang
bang cach 1am cho céc té bao MCF-7 roi vao trang thai bi bat giit & pha S, cac hat
nano Fe3O4 dd 1am giam qua trinh tong hop DNA mét cach hiéu qua va 1am ting sy
chét cua té bao [196].

Piéu dang chl y 1a hé nano khong chira Fe3Os, PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5
lai gy ra mirc ting cao nhit sé luong té bao bj bat gitr trong pha S so véi cac hé
nano khéc, thé hién vai trd cua Cyanine 5.5 trong viéc bt giit chu ky té bao ¢ pha S
(Hinh 4.16b). Biém kiém tra pha S ngin chin viéc sao chép DNA bi hu hong trong
chu ky té bao, din dén viéc dirng chu ky té bao, ic ché tdng hop DNA va tham chi
c6 thé gay ra apoptosis, tat ca déu lam giam sy tang sinh té bao [197, 198]. Ngoai
ra, t& bao chét theo chuong trinh (apoptosis) c6 thé duoc gay ra bai su diéu khién

cta chu ky té bao. Hinh 4.16¢ cho thay tat ca cac hé nano déu gay ra apoptosis trong
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c4c té bao CCF-STTGI (miii tén mau d6), cho thay sy hién dién caa cac té bao chét.
Nhitng két qua day hira hen ndy xac nhan kha niang tham nhap té bao hiéu qua cua
bén cong thirc nano. Chudi TPGS cua copolyme PLA-TPGS di duogc bao céo 1a c6
tac dung ting cudng su hap thu té bao cua hat nano va cé dic tinh gay ra apoptosis
doc dao thong qua viéc san xuat cac loai oxy phan ang [199]. Ngudi ta dd chiing
minh rang Dox tao ra cac chit cong hoa tri véi DNA trong nhan c6 thé kich hoat
qua trinh apoptosis, do d6 nang cao hiéu qua giy doc té bao tong thé cua hé nano
[200]. Ye va cong su da phat hién ra rang cac hat nano FesO4 c6 thé ngan chan céc
té bao ung thu va MCF-7 phaét trién bang céch gay ra apoptosis do stress oxy hda va
1am dao 16n chu ky té bao [196]. Do d6, nhitng két qua nay da chirng minh riang cac
hat nano FesO4, Doxorubicin va Cyanine 5.5 gay ra su nging chu ky té bao & cac
giai doan khéc nhau, dan dén sy kich hoat cam @ng apoptosis gay chét té bao ung
thur.

Tom tat chwong 4

Trong chwong ndy, chung t6i da ché tao dugc hé dan thudc nano da chic ning
gan chat phat huynh quang héng ngoai gan PLA-TPGS-FesO4-Dox-Cyanine 5.5;
vé6i cac diéu kién nhu sau: ti 16 FesO4 NPs : APTES w/w = 10 : 3, ti I& Cyanine 5.5 :
Fes0s NPs w/w = 0,05 : 1, nhiét @6 70 °C & budc ghép APTES, pH 8,5 va thoi gian
5 gio & bugc gan Cyanine 5.5. Hé nano PLA-TPGS-Fes0s-Dox-Cyanine 5.5 thu
duoc ¢6 dang hinh cau, véi kich thuée trung binh 13,16 + 2,16 nm, c¢6 d6 6n dinh
tét, thé hién kha ning phat huynh quang manh, cho thay ¢ng dung tiém ning cta
chung trong y sinh.

Hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 ¢6 kha nang giai phong thudc tét
tai moi truong pH axit, dic trung cho méi truong vi mé tai vi tri khéi u. Hé nano
PLA-TPGS-Fe;0s-Dox-Cyanine 5.5 ¢6 hoat tinh gay doc té bao cao. Trong do, trén
té bao ung thu biéu md ndo CCF-SSTG1, Fes04 giy doc té bao theo co ché bat giir
té bao & pha GO/G1, Doxorubicin giy doc té bao theo co ché bit giir té bao & pha
G2/M, Cyanine 5.5 gay doc té bao theo co ché bt gitr té bao ¢ pha S. Su két hop

cuia ba co ché nay gy ra su chét theo chu trinh (apoptosis) cia té bao ung thu.
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CHUONG 5. PANH GIA KHA NANG TANG PQ TUONG PHAN TRONG
CHUP CONG HUONG TU HAT NHAN, SU PHAN BO IN VIVO, TAC
DUNG HOA TRI VA NHIET TU TRI CUA HE DAN THUOC NANO PA
CHUC NANG GAN CHAT PHAT HUYNH QUANG HONG NGOAI GAN

Nho kich thudc nhé, hé dan thude nano da chirc niang c6 kha ning hudng dich
thu dong thong qua hiéu tng ting tinh tham va luu trir EPR. Tuy nhién, khi khéi u
phat trién, s& c6 nhirng thay d6i dang ké vé mat d6 vi moéi truong khdi u, ving thiéu
oxy/hoai tir va 4p suat thay tinh, lam anh hudng dang ké dén hiéu ing EPR. Do do,
viéc danh gia sy phan b cua vt liéu nano da chirc ning sau khi tiém vao co thé va
hiéu qua hudng dich t6i khdi u, dong vai trd quan trong khi khai thac tac dung héa

tri, nhiét tur tri cua vat liéu nano da chirc nang.

Chuong nay sé danh gia sy phan bé in vivo caa cac hé dan thude nano da chuc
nang da duoc tdi uu hoa trong chuong 3 va chuong 4 bang ki thuat huynh quang
hdng ngoai gan trén md hinh chudt duoc gay khdi u dai trang CT26. Ngoai ra, hiéu
qua hudng dich toi khdi u va kha niang ting d6 tuong phan anh chup cong huong tir
MRI ciing dugc xac dinh théng qua viéc dinh luong tin hiéu MRI bang phuong
phap %lo2s. Bong thoi, tic dung hoa tri cia hé dan thude nano da chirc ning dugc
danh gia bang ky thuat phat quang sinh hoc bioluminescence, va thir nghiém tac
dung nhiét tir tri dudi tac dong cua tir truong xoay chiéu trén mé hinh in vivo.

5.1. Panh gia kha nang ting do twong phan trong chup cong hwéng tir hat
nhén MRI
5.1.1. Xdc dinh d¢ héi phuc r1, r2 va yéu té anh hwéng

Mot trong nhiing tiém ning Gng dung quan trong cia hat nano FesO4 I1a kha
nang ting do twong phan anh chup cong hudng tir MRI. Van d¢é dat ra la khi két hop
Fes0s trong mot hé nano da chirc nang cung vdi tac nhan hoda tri Doxorubicin
(Dox), chat phéat huynh quang héng ngoai gan, va duoc boc bai copolyme PLA-
TPGS, thi kha nang tang d twong phan anh MRI c6 con hiéu qua va kha nang ung
dung hay khéng. Vé ly thuyét, dé hat nano FesOs hoat dong nhu mot chat tuong
phan MRI thanh cdng, can phai c6 sy trao ddi hiéu qua gitta nuwéc hodc cac thanh
phan polyme. Do d6, kha ning ting cudng do twong phan MRI cua hat nano FesOs
va cac hé nano PLA-TPGS-Fes04 ¢ hoic khdng c6 Dox va Cyanine 5.5 trudc hét
dugc danh gia in vitro trén thiét bi cong huong tir MRI 7 T ¢ nhiét d6 phong.

Hinh 5.1 la anh cong huong tir cia cadc hé nano FesOs, PLA-TPGS-Fes0s,
PLA-TPGS-Fe304-Cyanine 5.5, PLA-TPGS-Fe304-Dox, va PLA-TPGS-Fe30s-
Dox-Cyanine 5.5 ¢ cac néng d6: 0,02 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, va 0,2 mM (tinh cho



102

nguyén té Fe) theo ché do trong T1 (tréi), T2 (phai). C6 thé thay rd tin hiéu t6i ting
dan theo ndng do Fe trong cac hé nano c6 trong cac giéng so véi dbi chitng agarose
1% (giéng 0). Hinh PL2a cho thiy cac dudng do hdi phuc ngang, tic dién trinh suy
giam tir d6 vé gia tri ‘0’ (decay curves). Puong do cho mau agarose 1% (ndng do
nguyén té Fe bang 0) trén cung, cac dudng cong con lai tir trén xudng 1a cac duong
do cho mau c6 nong do Fe lan lugt 12 0,02 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, va 0,2 mM.
Cac duong suy giam duoc fit tot bing ham don exponel, véi tham sé thoi gian T2
giam rd rang va nhanh theo chiéu ting ctia ndng do Fe.

Hinh PL2b trinh bay cac dudng do hdi phuc doc, tire dién trinh tai 1ap gi tri tur
d6 M bdo hoa. Tur trén xudng 1a cac dudng do cho mau c6 néng d6 Fe 12 0,02 mM,
0,05 mM, 0,1 mM, va 0,2 mM. Dudng c6 do cong bé nhat 1a duong do cho miu
agarose 1%, maiu so sanh. Po cong cua cac duong ting dan theo ndng do, chiing to
T1 tang don diéu theo ndng d6 chat twong phan.

Két qua cho thay hé nano PLA-TPGS-FesOs thé hién hiéu tng T2 manh hon
so va&i hat nano Fes0O4 ty do (Hinh 5.1). Ngoai ra, hé nano PLA-TPGS-Fe3O0s-
Cyanine 5.5 lai cho thiy tac dung T2 manh hon hé nano PLA-TPGS-Fe;0s-Dox.
Do hdi phuc doc (r1) va d6 hdi phuc ngang (r2) duoc xac dinh bang thuc nghiém
(Hinh 5.2), tir gid tri trung binh (SD) cua cudng d6 tin hiéu hdi phuc T1 va T2 theo
nong d6 Fe tuong ung véi mdi hé nano (Hinh PL2).

So vai cac hat nano FesOs don 1€, hat nano FesOs dugc boc boi copolyme
PLA-TPGS cho thay hiéu ting twong phan tot hon do d6 hoi phuc T2 cao hon véi r2
= 198,88 va 237,13 stTmM, tuong ung (Bang 5.1). Piéu nay cho thay vai trd cua
viéc bao boc cac hat nano FesOs bing copolyme, dan dén hé nano 6n dinh hon va
phan tan tét hon. Ngoai ra, khi mang thuéc Doxorubicin, gié tri do hdi phuc ngang
(r2) cta vat liéu tang. Cu thé, hé nano PLA-TPGS-Fes0s-Dox va PLA-TPGS-
Fes04-Dox-Cyanine 5.5 ¢6 gia tri r2 lan luot 1a 282,21 va 305,83 s'mM ™. Trong
cac bao céo trudc day cua Yallapu va cong su cho thiy cac cong thuc chia
Curcumin dua trén hat nano FesO4 thé hién chat lugng twong phan ting twong tu SO
Vi cc cong thurc nano tir tinh thong thuong [201]. Trong nghién ctru nay, nguoi ta
da chung minh rang cac hat nano tir tinh chira Curcumin c6 giéa tri r2 1a 7,040
stugtmL ¢ 9,4 T (400 MHz.HY), cao hon gip ddi so v6i cac hat nano tir tinh
khong mang thudc 1a 3,40 st.ug™t.mL. Hon nita, Ghorbaanee va cong su da cho
thidy mot su khac biét dang ké (khoang 20%) trong gié tri r2 caa hé chan doan dya
trén cac hat nano FesO4 duoc phu polyethyleneimine (PEI) chira 30% chat curcumin
va cac hat nano FesOs-PEI khdng cé chat curcumin [202].
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Hinh anh MRI trong T1 Hinh anh MRI trong T2

PLA-TPGS-Fe;0, Fe;0,NPs

PLA-TPGS-Fe;0,-Cy5.5

PLA-TPGS-Fe;0,-Dox-Cy5.5 PLA-TPGS-Fe;0,4-Dox

Hinh 5.1. Hinh anh chup cong hudng tir MRI caa cac hé nano theo ché do trong T1
va trong T2 ¢ cac nong do khéac nhau caa Fe (mM)
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Hinh 5.2. Tdc d6 hdi phuc doc Ri1 (a); ngang Rz (b) phu thudc nong d6 Fe cua cac

hé nano da chirc nang

Bang 5.1. Gia tri o hoi phuc r1, r2 va ty s6 ra/r1 ciia cac hé nano da chirc ning

Mau r2 (st mM™?) ri(stmmMm?) ra/rs
FesO4 NPs 198,88 0,9725 204,5
PLA-TPGS-Fes04 237,13 0,8717 272,0
PLA-TPGS-Fe3;04-Cyanine 5.5 249,96 0,768 325,4
PLA-TPGS-Fes;04-Dox 282,21 0,9343 302,1
PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 305,83 0,8135 375,9

Mot thudc do quan trong thudng duoc st dung dé xac dinh xem cac hat nano
da chirc nang c6 pht hop 1am chét twong phan T2 hay khdng 1a ty 18 ra/r1. Ty 18 ra/r1
cua hé nano PLA-TPGS-Fe304 cao hon ty 1€ ro/r1 cta hat nano FesO4 don 1é. Swee
va cong sy da ching minh rang ty 18 ra/r1 ting don diéu theo thoi gian khuéch tan
tinh tién bang cach sir dung phuong trinh sau [199]:

r2_ 2
1 3Jay2wiTp (5'1)

trong d6 w; 1 tan s6 Larmor cua proton, J 4 1a ham mat d6 pho caa Ayant va Tp la
thoi gian khuéch tan tinh tién, biéu thi bang r?/D (r 14 ban kinh hat va D 1a hé s6
khuéch tan cua phan tir nuéce).

Trong Iy thuyét co hoc lugng tir cuia Solomon-Bloembergen-Morgan, cac co
ché chiu trach nhiém cho su ting d6 héi phuc chu yéu lién quan dén 16p cau trong
(inner-sphere) va 16p cau ngoai (outer-sphere) [203]. Su hdi phuc proton & 16p
inner-sphere lién quan dén cac phan tir nude hinh thanh lién két voi cac ion thuan
tir, trong khi d6 sy hdi phuc & 16p cau ngoai lién quan dén cac phan tir nudc trong
pha khéi (bulk water) khéng hinh thanh cac lién két nay [199, 204]. Po khuéch tan
cuia cac phan tir nudce trong 16p copolyme PLA-TPGS thip hon d6 khuéch tan cua
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nugc trong pha khdi. Do do, tir biéu thuc cua Tp ¢ thé dé dang suy ra riang tinh
tham cua 16p pha copolyme ddi voi cac phan tir nudc c6 thé kéo dai thoi gian
khuéch tan tinh tién (translational diffusion time) [205, 206]. R rang, 16p phu
copolyme PLA-TPGS phan ndo can tro su tiép can cia cac phan tir nudc Voi
gradient trudng I6m hon (gan 16i FesO4) khi proton cua ching tinh tién gan dén tiéu
phan nano (Hinh 5.3). Do d6, ty 18 r2/r1 ciia hat nano FesOs don 1é thap hon so Vi
hat nano Fe3O4 duoc boc bai copolyme PLA-TPGS, phu hop véi phat hién cua
ching toi.

Lop cau ngoai

-t LO]"L] uga ation

/AD " Cyanine 5.5 —

“"w" Ty le
HN > W ra/r
o
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tr
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/ " ] o OH o‘%’” 0. = s
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A -7 conjugation
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A . Fes0:NPs  “wwasaanan PLA-TPGS
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Hinh 5.3. Co ché anh hudéng ciia Doxorubicin va Cyanine 5.5 dén kha ning twong
phan anh MRI cta hé nano da chirc niang

Diéu dang chu ¥ 1a khi mang thudc Dox, ca hai hé nano PLA-TPGS-Fe30s-
Dox va PLA-TPGS-Fe30s-Dox-Cyanine 5.5 déu 6 ty 1 ra/r1 cao hon so vai cac hé
nano khdng mang thubc Dox twong tng. Gid tri ty 18 r2/r1 cua hai hé nano nay cd thé
lién quan dén sy c6 mat caa Dox, khién cac hat nano tao ra tinh khong dong nhat
I6n hon trong tir trudng so véi khi khdng ¢ Dox. Két qua & bang 5.1 cho thay
Cyanine 5.5 ¢6 tac dong manh hon Dox dén ty Ié ra/ri. V& ly thuyét, d6 hdi phuc
ngang cua cac hat FesO4 siéu thuan tir 12 két qua cua su léch pha caa cac spin proton
két hop do sy dao dong twong tac ludng cuc giita spin proton va momen tir tong thé
[204]. C4c yéu t6 anh huong dén dao dong tir truong (magnetic field fluctuation) c6
thé anh huéng dén @6 hdi phuc ngang [207]. Khi mét nguyén tir duoc dat trong
trong tir trudng, cac electron chuyén dong quay tao thanh mét tir trudng nho nguoc
chiéu véi tir truong ngoai tac dung. Tinh khong dong nhat cuc b nay thuong bi bo
qua, tuy nhién, su tuan hoan cua electron 7t ¢6 thé tao ra tir truong bo sung manh
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hon nhiéu [199]. Phén tir Cyanine 5.5 bao gém lién hop n—r va lién hop p-n (Hinh
5.3). Nhimg dic diém nay s& 1am ting tinh khong dong nhat trong tir treong cuc bo
xung quanh céc hat FezO4 tir do va PLA-TPGS-Fe30., 1am ting tc hiéu qua hon do
hdi phuc ngang cua cac proton nudc & gan dé [199, 206]. Do dd, ty 18 ra/ry dugc xac
dinh bang thuc nghiém theo thi tu PLA-TPGS-Fe;0s-Dox-Cyanine 5.5 (375,9) >
PLA-TPGS-Fes04-Cyanine 5.5 (325,4) > PLA-TPGS-Fes04-Dox (302,1). Nhu vay,
khi mang thuéc Doxorubicin 1am giam dang ké sy tuwong tac bé mat giira I6i tir tinh
FesO4 va phan tir nudc, dan dén tang ty 1& rp/ry rat tét [208, 209]. Hon nita, gid tri r;
va ty 18 ra/r1 cia hé nano PLA-TPGS-Fe;0s-Dox-Cyanine 5.5 cao hon dang ké so
Vi cac chat ting d6 twong phan thuong mai khac nhu ferumoxytol, Feraheme; Gd-
DTPA, Magnevist; va ZES-SPION, cac hat nano oxit sit cuc nho duoc phu
zwitterion & 7 T, da duoc béo cao bai Wei va cong sy [210]. Nhing két qua tha vi
nay cho thdy cau tric hoa hoc cia Cyanine 5.5 va Doxorubicin gop phan dang ké
vao viéc tang cuong kha nang hdi phuc T2 caa hat nano FezOa.

5.1.2. DPanh gid kKhd nding tang dé twong phan MRI trén mé hinh in vivo

Cac két qua trén cho thdy hé nano da chic ning PLA-TPGS-Fe;0s-Dox-
Cyanine 5.5 tic dong thay ddi manh gia tri T2 nén su nhiéu loan tir truong 1am tin
hiéu cong hudng tur tai vung cO hat nano siéu thuan tir kém hon so vgi cac vung
xung quanh, ciing c6 nghia 1a hinh anh s& téi hon. Do viy, dé danh gia kha ning
tang tuong phan cua vat liéu nay trén mé hinh in vivo, chdng t6i sé chu trong danh
gia kha nang gy tbi hinh anh cua nd theo ché do chup trong T2* (T2*-weighted).
Trong khi hinh anh MRI thuong dugc danh gia theo cach dinh tinh, & luan an nay,
ching t6i xt 1y dinh luwong tin hiéu MRI dé danh gia kha niang ting do twong phan
va hiéu qua huéng dich thu dong ti khdi u. Viéc phat hién MRI hiéu qua tao diéu
kién thuan loi cho viéc chan doan va diéu trj ung thu sau do.

Panh gia trén chuot cai binh thuong Balb/C cho thay su ting cuong do twong
phan dang ké cua tin hiéu MRI & gan va lach sau 24h tiém vat liéu nano da chuc
ning PLA-TPGS-Fe3;04-Dox-Cyanine 5.5, c6 sy xut hién ving t6i mau rd rét, khac
biét so véi hinh anh truéc khi tiém (Hinh 5.4a). Ty Ié cuong do tin hi¢u twong doi
cua cac vat lieu nano & gan, 14 lach va than duoc chuan hoéa bang tin hiéu co. Su
thay doi cuong do tin hiéu do sy hap thu caa vat liéu nano vao cic co quan gan, 14
lach va than dugc tinh toan trong vung quan tdm (region of interest, ROI) cua hinh
anh MRI. Sau 24 gio tiém vat liéu nano, cuong d6 tin hiéu cuaa gan va 14 lach giam
lan luot khoang 67% va 45% so véi trude khi tiém (p<0,001). Ngoai ra, khdng co
su khac biét c6 y nghia théng ké vé cuong do tin hiéu ¢ than trudc va sau khi tiém
vat lidu nano. Nhiing két qua nay ciing ching minh su hap thu cua gan va lach doi
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Véi vat liéu nano da chic nang. Cac nghién ctru trude ddy da cho thay sau khi tiém
tinh mach, gan va lach hap thu mot lwong dang ké cac hat nano FesO4 [211, 212].
Céc hat nano c6 kich thudec < 10 nm dugc thanh thai qua than, trong khi cac hat
nano c6 kich thudc > 100 nm bi giwr lai trong gan va lach théng qua qué trinh thuc
bao cua dai thuc bao [217]. Nhém nghién ciru caa Feng va cong su da ching minh
ring luong sit van con dang ké trong mé gan cua dong vat duoc tiém Fes04-PEG
sau 2 tuan tiém [213].

a) Trwérc tiém Sau tiém hé nano 24h b)
Than Than phai Xuong séng  Gan
trai Xuong séng\ 144 | e _ | 533
] | T | Cmhan
1 1

Than trai

Ty Ié cwong do tin hiéu chuan héa

T
Trudce khi tiém Sau tiém hé nano 24 gi¢

Hinh 5.4. (a) Hinh anh MRI in vivo trén chudt thuong Balb/C véi ché do chup trong
T2* & thoi diém trudc va sau 24 gio tiém vat liéu nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-
Cyanine 5.5; (b) nhitng thay ddi vé cudng d6 tin hiéu trén hinh anh MRI & céac co
quan gan, la lach va than (**p<0,001; n = 3)

Hinh anh twong phan MRI manh sau tiém 24 gio cho thay vat liéu nano PLA-
TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 1a chat tuong phan am hiéu qua cho hinh anh MRI in
vivo. Ngoai ra, & cac két qua tiép theo, luan an s& danh gia sy phan bd cua vat lidu

nano ¢ cac co quan cua chudt sau khi tiém tinh mach.

MRI 12 mét ky thuat 1am sang va tién 1am sang manh mé& dé phan tich giai
phau va chtrc nang cua khéi u ran. Trong luan &n ndy, bén canh viéc danh gia do
trong phan anh MRI in vivo, ching toi phan tich sdu hon dé danh gia hiéu qua
huéng dich thu dong trong khéi u dai trang CT26 bang cach dinh lugng tin hiéu trén
hinh anh MRI trong T2*. C4c hat nano c6 kha ning tich lity trong cac mé khdi u
bang co ché hudng dich thu dong nho hiéu tmg EPR. Tuy nhién, dic diém cua vi
moi truong khdi u 1a mot cau trac khong ddng nhat va tiy thudc vao loai, kich
thudc va vi tri caa khéi u, nd phan tng khac nhau véi cac hé vat liéu kich thuéc
nano [214]. Bong thai, hiéu ang EPR phu thudc vao nhiéu yéu té nhu (1) tinh trang
rd ri mach mau, (2) mat do/thanh phan vi méi truong khéi u, (3) ap suat dich k&, (4)
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téc do phat trién cua khdi u, (5) thé tich ving hoai tir, va (6) lidu lwong hat nano sir
dung. Do vay, khi thiét ké mot vat liéu nano da chirc ning trong chan doan va diéu
tri ung thu, hé vat liéu c6 kha ning phan b duogc téi vi tri khéi u dong vai tro quan
trong toi hiéu qua diéu tri.

Khoiu
phai

Hinh 5.5. Hinh anh MRI cua chuét Balb/C duoc gay khéi u CT26 (a) nhoém dbi
ching; (b) sau 4h tiém PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5

Hinh 5.5 cho thay anh MRI in vivo trén md hinh chuét Balb/C duogc gay khéi u
dai trang CT26 cua vat liéu nano PLA-TPGS-Fes0s-Dox-Cyanine 5.5 sau 4 gio
tiém va chudt ddi ching. C6 thé thiy rd do twong phan khéi u dong thdi cé thé thiy
hat nano dugc phén tan trong khdi u (miii tén vang), chirng minh kha ning 1am ting
trong phan hinh anh chup cong hudng tir khéi u ran véi ché do chup trong T2* khi
tiém tinh mach. Hiéu qua nay cho phép danh gia chinh xac hon kich thudc, hinh
dang, mot phan céu tric bén trong ctia khéi u, ciing nhu d& dang hon cho viéc danh

gia su 6 mit hay khong ctiia mot khoi u khi xuét hién bén trong cua co thé [215].

Pé dinh lugng tin hiéu MRI va danh gia mac do tich liy in vivo caa hé nano
PLA-TPGS-Fe;0s-Dox-Cyanine 5.5 trong cac khdi u, ching tdi sir dung phuong
phap xtr ly %lo2s dd dwoc phat trién bai nhdm nghién ctu cia GS. Bich Thuy
DOAN (bai hoc Chemi PariTech, Cong hoa Phap) [216]. Cac vung quan tam (ROI)
duoc V& trén tung lat cat caa khdi u trén hinh anh MRI (Hinh 5.6a, ¢) va thu duoc
phan bd cuong do pixel cho ting lat cit. Téong hop cac d6 thi phan bd cuong do
pixel nay dua ra phan bé cuong d6 pixel duy nhat cho mdi khéi u nhu trong hinh
5.6b, d. Hinh 5.6e cho thay ty I& phan tram pixel dudi lo2s c6 su khac biét dang ké
(p<0,001) gitra chuot khong duoc tiém va chudt 4h sau tiém vat liéu nano, tuong
g 1a 3,35 va 13,82%. Diéu nay phan anh sy tich liy thu dong hiéu qua cua vat
liéu nano trong céac khdi u nay [217].
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Hinh 5.6. Phuong phap %lo2s Xt ly dir liéu tir hinh anh MRI véi ché do chup trong
T2* dé danh gia sy tich lity in vivo ciia hé nano PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5
trong céc khdi u. (a) Hinh anh MRI & chudt sau 4 gio tiém; b) phan bé cuong d6
MRI lién quan dén khéi u sau 4 gio tiém; (c) hinh anh MRI & chuét ddi chung; (d)
Phan bb cudong d6 MRI lién quan dén khdi u & chudt ddi ching; (e) Tom tit ty 1é
phan tram pixel dudi lozs trén hinh anh khéi u MRI. Kiém dinh Mann-Whitney
phan phéi phi gaussian: *p <0,05; **p <0,01; *** p<0,001
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Trong luan &n nay, phuong phap %lo s dugc st dung dé danh gid dinh luong
hiéu qua hudng dich t6i cac khdi u CT26. Phuong phap nay co6 thé dugc ap dung
cho céc chét twong phan T2 khéac nhau so véi hiéu ing hudng dich thu dong thong
qua hiéu tng tang tinh thim va luu trir (Enhanced Permability and Retention, EPR)
[216]. Phuong phap nay dya trén viéc diéu chinh phan bb cuong do trong cac hinh
anh MRI véi ché do chup trong T2* tiéu chuan. Vat liéu nano PLA-TPGS-Fe304-
Dox-Cyanine 5.5 chira hat nano FesO4 lam giam tin hiéu, gay ra sy dich chuyén
biéu d6 cuong do vé ving cudng do thap. Do do, ty 1& phan tram pixel dudi lozs 13
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tham s6 lién quan dé dinh lugng muc ting tich liy vat liéu nano da chirc ning chira
FesOq tai vi tri khdi u. Cac két qua trén cho thiy kha ning ting do tuong phan MRI
in vivo cua hé dan thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-Fe;0s-Dox-Cyanine 5.5.
DPong thoi, két qua dinh lugng bang phuong phap %lozs cho thiy su tich liy thu
dong hiéu qua cua hé nano & vi tri khdi u trén mé hinh chudt Balb/C duoc gay ung
thu dai trang CT26. Trén co so ndy, ching tdi tiép tuc danh gia tac dung hoa tri va
nhiét tir tri ung thu cua hé dan thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-Fe30s-Dox-
Cyanine 5.5 ¢ phan 5.3 va 5.4.

5.2. Panh gi4 sw phan bé in vivo biang k§ thuat hinh anh quang hec
5.2.1. Khdo sat bwéc song kich thich/phat xa in vitro

Pé danh gia anh huong cia hat nano FesOa, Cyanine 5.5 va Doxorubicin doi
véi hinh anh quang hoc (optical imaging) cua tirng hé nano, ching téi khao sat cac
diéu kién budc song phat xa va kich thich huynh quang hitu ich cho ty ¢ ting
cudng bic xa (radiance enhancement ratio) va ty 1¢ tin hiéu trén nhiéu (signal-to-
noise ratio, SNR) cao nhat. C4c hinh anh quang hoc thu dugc bang hé théng thiét bi
Photon Imager Optima (Biospace Lab, Paris, Cong hoa Phap) sau khi lua chon &
cac diéu kién budc song kich thich/phat xa khac nhau, twong (ng véi cac budc song
dac trung cho vung kich thich/phat xa ctia Doxorubicin va Cyanine 5.5. Hinh anh
huynh quang cua cac hé nano & cac ndng do Cyanine 5.5 khac nhau, tir 0 dén 75
UM, twong @ng véi diéu Kién budc song t6i wu ctia mdi hé nano, duoc trinh bay trén
hinh 5.7. Khi nong d6 Cyanine 5.5 giam dan thi cuong dd tin hiéu birc xa (radiance)
cuia hé nano giam twong wtng. St dung phan mém M3Vision (Biospace Lab,
France), tin hiéu huynh quang duoc dinh lugng trén tin hiéu vung quan tam (region
of interest, ROI) bang gia tri birc xa radiance (ph/sicm?/sr). Tin hiéu dwoc chuan
hda so vai 6ng tube ddi chung (chira dung dich dém PBS). Két qua vé ty Ié ting
cudng birc xa va ty 18 tin hiéu trén nhiu caa cac hé nano & cac diéu kién buéc séng
kich thich/phét xa khac nhau dugc trinh bay trong bang PL1.

Biéu d6 duodng vé cuong d6 huynh quang trung binh cta cac hé nano so véi
nong d6 Cyanine 5.5 duogc trinh bay trén hinh 5.8. O budc song kich thich 687 nm
va budc song phat xa 772 nm, do tuong phan gitra hé nano va nén 1a cao nhat dbi
v6i hé nano PLA-TPGS-Fe304-Cyanine 5.5 (Hinh PL3 va PL4). Két qua nay gan
véi budce song kich thich va phét xa caa Cyanine 5.5. Ngoai ra, ty 1é tang cuong do
birc xa va SNR cua hé nano PLA-TPGS-Fe30,-Dox dat cao nhat ¢ buéc song kich
thich téi wu (537 nm) va budc séng phat xa téi wu (597 nm) (Hinh PL5 va PL6).
Céc gia tri nay tuong rng véi vung budc song kich thich/phat xa caa Doxorubicin
[218]. Theo cac dac tinh hoa 1y trudc day, hé nano PLA-TPGS-Fez04-Dox-Cyanine
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5.5 ¢6 chat lugng tin hiéu tot nhat va dir liéu dang tin cdy nhit sau khi kich thich ¢
budc song 662 nm cho mrc phat xa 722 nm (Hinh PL7 va PL8). So vd&i hé nano
PLA-TPGS-Fes0s-Cyanine 5.5, cac budc song kich thich va phat xa tdi uu bi dich
chuyén xanh (blue-shift) khi mang thuéc Doxorubicin l1&n hé nano da chirc ning.
Diéu nay co thé 1a do sy tuwong tac gitta Doxorubicin va Cyanine 5.5, gitp ting
cudng tuong tac - va thiic ddy su hinh thanh tap hop H (H-aggregate) cua phan tu
Cyanine 5.5 [219, 220]. Jaiswal va cong su ciing bao céo rang Doxorubicin da
tuong tac vai mot tac nhan hong ngoai gan khac, chang han nhu indocyanine green-
ICG, va tao ra cac tap hop H va J (H and J-aggregate) trong ICG [173].
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Hinh 5.7. Hinh anh quang hoc in vitro ¢ cac budc song kich thich va phét xa téi vu
tuong tng Véi tirng hé nano (¢ cac nong do khéc nhau cua Cyanine 5.5)

Néu khdng cé FesOs, hinh anh quang hoc cua hé nano PLA-TPGS-Dox-
Cyanine 5.5 cho thdy budc song kich thich va phat xa t6i vu 1an luot 12 662 nm va
772 nm (Hinh PL9 va PL10). So vai hé nano PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5,
su dich chuyén nhe sang ving xanh cia buéc séng phat xa tdi wu da xay ra do anh
huong cia cac hat nano FesOq. Diéu ndy cd thé duoc gay ra bai su hién dién cua céc



112

tap hop m-n (n-m aggregates) duoc ghép ndi trén bé mat cua cac hat nano FesOq
[221, 222]. Do @6, tinh chat huynh quang ctia Cyanine 5.5 thay doi khi twong tc
v6i Doxorubicin va hat nano FesOs, 1 co so dé tién hanh cac thi nghiém huynh
quang in vivo cho hé nano da chiric nang.

Cudi cling, so véi hé nano PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5, ty 1¢ ting cuong do
buc xa va ty I¢ tin hiéu/nhiéu SNR cua hé nano PLA-TPGS-Fes04-Dox-Cyanine 5.5
d3 giam dang ké lan luot 12 48,8 va 3,8 lan khi kich thich & budc song 662 nm va
phat xa & budc séng 772 nm (Bang PL1). Co ché dap tit huynh quang di duoc
chtng minh bing sy ¢d mit cua céc hat nano FesO4, do c4c hat nay hap thu manh ca
anh sang kich thich va anh sang phat xa [223]. Céac photon phat ra tir Cyanine 5.5 c6
thé bi hap thu tré lai boi 16i FesOs mau den. Sau d6, ning lwong duoc hip thu boi
16i s bi tiéu tan theo cach khong birc xa hoic rung dong (vibrational way) [224].
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Hinh 5.8. So sanh va phan tich dinh lwgng ROI hinh anh quang hoc cua cac hé nano
& budc song kich thich/phat xa téi wu. Tin hiéu huynh quang ghi lai d6 birc xa trung
binh (average radicance, ph/s/cm?/sr), (n = 3)

Pang chu y, so sanh gitta h¢ nano PLA-TPGS-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-
Dox-Cyanine 5.5 cho thidy Doxorubicin ciing c6 hiéu (ng dap tat huynh quang trén
phéat xa viing hdng ngoai gan cua Cyanine 5.5. Khi Doxorubicin dugc nap vao hé
nano PLA-TPGS-Fes0s-Dox-Cyanine 5.5, ty 1€ tang cuong do birc xa va SNR da
giam 3 lan khi kich thich ¢ budc séng 687 nm va phat xa 772 nm. Jaiswal va cong
su da chung minh rang su két hop caa Doxorubicin trong phan tir ICG tu do nhanh
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chéng anh huong dén dic tinh hap thu - phat xa ving hdng ngoai gan cua ICG, ngay
ca & ndng do thap hon [225]. C6 sy giam bét cudng d6 huynh quang cuc dai dién
hinh caa ICG khi nong d6 Doxorubicin ting 1én. Su két tu cua cac phan tir gay ra su
thay doi mat cit ngang hap thu (absorption cross-section) cua ICG, tir d6 1am giam
cuong do huynh quang. Do d6, xét vé dic tinh huynh quang, Doxorubicin va hat
nano FesO4 co tac dong nhu tac nhan khi huynh quang trong hé nano PLA-TPGS-
Fe304-Dox-Cyanine 5.5 (Hinh 5.9). Tuy nhién, ty I¢ tang cuong do bac xa va SNR
t6i da & muc kich thich/phat xa 662/722 nm 1a co s& dé ching t6i tiép tuc thuc hién
cac thi nghiém chup anh quang hoc in vivo (optical bioimaging) cho cac nghién ctu
phan bd va tich liy sinh hoc cta hé dan thudc nano da chuc ning PLA-TPGS-
Fes04-Dox-Cyanine 5.5 bang phat xa hong ngoai gan.

§ '9;9‘ . Fes0. NPs wannnannn PLA-TPGS
o 4, i‘+
o % e L .
& @ Doxorubicin NN Cyanine 5.5
687 nm 772 nm
kich thich phét xa
662 nm 722 nm
kich thich phat xa ‘\\ IEG’
662 nm 772 nm \\\ S PLA-TPGS-Fe;0,-Cyanine 5.5
kich thich phat xa
\\\ ff;’j’ PLA-TPGS-Fe;0,-Dox-Cyanine 5.5 59
PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5 \ g

PLA-TPGS-Fe;04-Dox

Hinh 5.9. So' @6 minh hoa anh hudng cua Doxorubicin va FesO4 dén budc séng
kich thich/phét xa toi vu cua cac hé nano

5.2.2. Pdnh gid sw phan bé in vivo trén mo hinh chugt diret gay khéi u CT26

Dé nghién ciu sy phan bé sinh hoc in vivo cua hé dan thudc nano da chuc
ning gin chat phat huynh quang hong ngoai gan, chuét mang khéi u CT26 duoc
tiém tinh mach mat 150 pL PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5, liéu twong duong
0,065 mM Cyanine 5.5 (Hinh 5.10a). Hinh anh huynh quang thu dugc bang hé dém
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photon dya trén may anh GaAs ICCD lanh (Optima, Biospace, Paris, France) ¢
budc song kich thich/phat xa da t6i wu 1a 662/722 nm.

a) Chup anh huynh quang
FLI tai cac thoi diém
PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5

Tiém qua tinh -
mach mat > Aexitation = 662 NM
) / Aem:s:son: 722 nm h
R 15 phat 1 gio 6 giv
gz 1] T "
5phat 30 phat 3 qio 24 gio
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(ph/s/em?/sr) Back view

Hinh 5.10. (a) So 6 bé tri thi nghiém in vivo trén mé hinh chudt mang khéi u
CT26; (b) sy phan b in vivo trén hinh anh quang hoc theo thoi gian cua hé nano
PLA-TPGS-Fes04-Dox-Cyanine 5.5

Hinh 5.10b md ta phan bé in vivo trén hinh anh quang hoc theo thoi gian cua
hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 tai cac moc thoi gian: 5 phat, 15 phuit,
30 phat, 1 gio, 3 gio, 6 gio, va 24 gio sau tiém. Tin hiéu huynh quang dugc phan
tich bang phan mém M3 vision software (BioSpace Lab, France) va duoc biéu thi
duéi dang do birc xa trung binh (average radiance, ph/s/cm?/sr). Cac viing quan tam
(ROI) duoc v& xung quanh cac khéi u dudi da ¢ hai bén suon va cac mé lan can dé
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xéac dinh do bic xa trung binh. Tin hiéu duoc chuan hda so véi chudt ddi chimg dé
danh gid muc do tang cuong tin hiéu so vai nén (M6 sinh hoc twong Gng).
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Hinh 5.11. (a) Pinh luong tin hiéu huynh quang tai khdi u va céc co quan cua
chuot; (b) ty 1é tin hiéu khéi u/gan va gan/than

Ngay sau 5 phut tiém, da bat dau quan sat duoc tin hiéu huynh quang, cao nhat
& khi u, sau d6 1a gan, than, va lach (Hinh 5.11a). Cuong do huynh quang tai khoi
u, gan va than ting dan theo thoi gian. Sau 3 gio tiém, tin hiéu cao nhat & khéi u,
sau d6 13 gan. Két qua nay ciing twong thich véi két qua dinh luong MRI & trén, cho
thay hiéu qua hudng dich thu dong tai vi tri khéi u ciia hé nano da chirc ning PLA-
TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5. Bong thoi, tin hiéu huynh quang cao & gan cho thay
mot phan hé nano di tich lity trong gan, 1a co quan chiu trach nhiém loai bo céc vat
la khoi hé tuan hoan. Piéu thd vi la tin hiéu huynh quang ¢ than dat cao nhat tai thoi
diém 6 gio. Sau 24 gio, tin hiéu huynh quang & khdi u thap, giam rd rét (5,6 1an so
véi thoi diém 3 gio), nhung cudng d6 huynh quang cao nhat ¢ than cua chuét, sau
d6 1a gan va lach. Két qua nay cho thay hé nano nay da bat dau bj dao thai khoi co
thé va thoi gian ton tai trong co thé cuia hé nano nay it nhat 1a 24 gio. Cudi cing, tin
hiéu huynh quang & lach rat thap, khong thay doi dang ké trong suét thoi gian 24
gi0. Nhitng két qua nay chtng té rang hé nano PLA-TPGS-Fes04-Dox-Cyanine 5.5
la mot hé dan thudc nano da chirc nang day hira hen @ng dung chup anh phan b
sinh hoc in vivo NIR trong y sinh.

Ngoai ra, ty 18 tin hiéu khéi u/gan duoc xac dinh 1a mot chi s6 phan b hat
nano dic hiéu cua khéi u so véi cac co quan ludi ndi md RES. Hinh 5.11b cho thay
ty I¢ tin hiéu khéi u/gan ngay cang tang ( > 1) va dat cao nhat sau tiém 30 phut
(=2,1). Biéu nay cho thdy hé nano tap trung tai khéi u chiém wu thé, va hiéu qua
hudng dich thu dong t6i vi tri khéi u cua hé nano. Phan tich sau hon vé ty 1é tin hiéu
gan/than cho phép danh gia vai tro cta timg co quan ddi voi qua trinh chuyén hoa
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va thai trir cuia hé nano. Trong 3 gid déu tién, ty Ié tin hiéu gan/than ludn > 1, cho
thdy quéa trinh chuyén héa tai gan chiém uu thé. Sau 6 gid va 24 gio tiém, ty 1¢ tin
hiéu gan/than < 1,0; va gia tri ndy < 0,5 sau 24 gid tiém, cho thay tin hiéu ¢ than
chiém uu thé. Do vay, sau 6 gid, hé nano bit dau duoc thai trir qua than. Trong mot
nghién ctu khéac cua Tamarov va cong sy da danh gia sy phan b in vivo trén mo
hinh chudt mang khéi u CT26, cho thiy sau 24 gid, hé nano PEG-BPSi-Cyanine 7.5
(kich thudc 140 nm) duoc thai trir chu yéu qua gan va lach, va c6 thé dugc loai bo
khoi co thé bang cach bai tiét qua phan [181]. Nhém nghién ctu cua Lyli Mai da
chting minh bong béng nano lién hop Cyanine 5.5 ¢6 thé ton tai & vj tri khéi u trong
hon 24 gid, trén md hinh chudt duoc gay khdi u gan H22. Nguoc lai, Cyanine 5.5 tu
do nhanh chéng duoc loai bo bang cach loc qua than, sau do6 bai tiét qua bang quang
[97].

Sau 36 gio, khéi u, phoi, 14 lach, gan va than dugc mé va tién hanh chup anh
huynh quang ex vivo, nham dinh luong tin hiéu huynh quang & cac co quan nay
(Hinh 5.12a va b).
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Hinh 5.12. (a) Thu thap khdi u va cac co quan ctia chudt sau 36 gio tiém; (b) hinh
anh huynh quang NIR ex vivo ¢ budc song Kich thich/phat xa = 662/722 nm; (c)
dinh lugng tin hiéu huynh quang; (d) ty 18 tin hiéu khéi u/gan va gan/than ex vivo
Két qua trén hinh 5.12c cho thay tin hiéu huynh quang cao nhat & than, sau d6
la gan va khdi u. Trong khi, khong quan sét thay tin hiéu huynh quang déng ké &
lach va phéi. Ty Ié tin hiéu khéi u/gan < 0,5 va gan/than < 1,0 cho thay sau 36 gio
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tiém, hé nano phan bd chi yéu ¢ than (Hinh 5.12d). Piéu nay ciing cho thiy sau 36
gio hé nano da bat dau bi thai trir, tap trung nhiéu & than. Tin hiéu huynh quang cao
& than ciing c6 thé 1a két qua cua mot sé phan tir Cyanine 5.5 tu do tach ra khoi hé
nano. Ngudi ta dd chirng minh riang vat liéu nano c6 thé duoc phan bé trong gan, 14
lach, than va hé than kinh trung wong sau khi tiém tinh mach [226]. Hon nita, kich
thudc cua cac hat nano anh hudng dén sy hap thu va loai bo té bao khoi co thé. Céc
hat nano hinh cau c6 duong kinh 16n hon 150 nm s& dugc hap thyu boi 14 lach va
gan, trong khi cac hat nho hon 100 nm dugc loc chon loc va loai b khoi co thé boi
than [227, 228].

Sau 24 gio tiém, tin hiéu huynh quang in vivo thu duoc rat thip, khé quan sat.
Do vay, dé tiép tuc danh gia su phan bé cua hé nano da chic ning PLA-TPGS-
FesOs-Dox-Cyanine 5.5 ¢ thoi gian dai hon, ching toi tién hanh xac dinh ham
luong Fe sau khi tiém 24 gio, 48 gid va 72 gio, trong khdi u va cac co quan khac
cuia chudt nhu gan, than, lach, phoi va tim (Hinh 5.13).

Sau 24 gio, ham luong Fe dat cao nhat tai than (209,07 + 9,98 mg/kg) khac
biét dang ké (p < 0,001) so v4i ham lugng Fe noi sinh & chudt dbi chiing (53,04 +
1,14 mg/kg). Sau d6 1a gan (177,33 + 11,92 mg/kg), khéi u (147,03 + 13,21 mg/kg),
va 14 lach (134,14 + 18,28 mg/kg). Sau 48 gid, ham luogng Fe tap trung cha yéu &
gan (198,56 + 16,32 mg/kg) va lach (195,34 + 16,32 mg/kg). Sau 72 gio, ham lugng
Fe cao nhat & lach (277,43 + 14,86 mg/kg), sau do 13 gan, than va khéi u. Tuy
nhién, ¢ ca 3 thoi diém, ham luong Fe tai phoi va tim rat thap (< 50 mg/kg), khdng
c6 su khac biét so voi ham lwgng Fe noi sinh & nhom ddi chiing. Nhu vay, ké tir
thoi diém 24 gio sau tiém, ham luong Fe tai khdi u giam dan. Trong khi, ham luong
Fe & gan, lach tang dan, cho thdy & giai doan nay, gan va lach déng vai tro chu dao
trong viéc chuyén hda va thai trir hé nano da chic nang. Cac hat nano PLA-TPGS-
Fes04-Dox-Cyanine 5.5 ¢6 thé duogc tiép nhan bai cac té bao gan hoic té bao
Kupffer, la cac dai thuc bao chuyén biét trong gan, sau khi xam nhap vao gan thong
qua tuan hoan méu [229, 230]. Ngoai ra, FesO, trong 13i cia hé nano c6 thé dugc
chuyén hoa trong gan boi cac enzyme lysosomal dé giai phong céc ion sat (giéng
nhu ferritin) va tai st dung trong tiy xuong dé tao ra cac té bao hong cau méi [231,
232]. Cac nghién ctru khéac ciing cho thay, mic du gan va 14 lach 1a noi hap thu hat
nano chinh, khi tiém hat nano liéu cao, lugng du thira cia ching s& duoc tich liy
trong cac mo va co quan khac nhu phdi, tim hoic mé ma [233]. Nhiéu nghién ciu
chi ra rang céc hat nano FesO4 c6 doc tinh thap, chi gay ra nhimg thay ddi ngan han,
tam thoi, vi du nhu stress oxy hoa, nhung khong gop phan gay tén thuong vinh vién
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cho cac co quan. Chi liéu rat cao (500 mg Fe/kg) méi gay ra nhitng thay do6i bénh ly
o gan va la lach [234].

Su phéan bé cua Fe trong cac b) 20

a > A Déi chirn
¢o quan ctia chudt 1 B2t oo
Tiémquatinh > 300 -+ [ 48 gio
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Hinh 5.13. (a) So d6 thi nghiém trén chudt; (b) ham luong Fe tai khéi u va cac co
quan cua chudt (*p <0,05; **p <0,001)

3days

Nhitng két qua nay cing véi két qua chup anh phan bb huynh quang in vivo va
ex Vivo & trén, da chiing to hiéu qua hudng dich thu dong téi khdi u va sy phan bd
cua hé nano da chirc nang PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 tai cac co quan cua
chuot mang khéi u CT26. Trong d6, gan, lach va than déng vai tro trong qua trinh

chuyén hoa va thai trir ciia hé nano nay.

5.3. Panh gia tac dung hoa tri bang ky thuit phat quang sinh hec

Phéat quang sinh hoc (Bioluminescence) la su san sinh va phat xa anh sang cua
mét sinh vat song do két qua cia mot phan ang hoa hoc trong d6 ning lugng hoa
hoc dugc chuyén d6i thanh ning luong anh sang. So vai hinh anh huynh quang
(optical bioimaging), hinh anh phét quang sinh hoc in vivo ¢6 wu diém vuot troi ¢
chd céc tin hiéu nén do qué trinh tu phat huynh quang cia md gan nhu bang 0, vi
khdng can kich thich bén ngoai trong hinh anh phat quang sinh hoc. Ngoai ra, hinh
anh phat quang sinh hoc cho phép quan sat 1au dai cac té bao séng ma khdng can
chiéu xa bang anh sang kich thich, dan dén khéng bi tay quang (photobleaching) va
nhiém doc té bao (photocytotoxicity) [235]. Trong do, luciferase 1a loai protein phét
quang sinh hoc ¢ ngudn goc tir dom dém, dang duoc quan tdm nghién cau (ng

dung cho hinh anh in vivo.
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Hinh 5.14. Banh gia tac dung hoa tri cua vat li¢u nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-
Cyanine 5.5 bang hinh anh phét quang sinh hoc. (a) So d thi nghiém; (b) khoi
luong chudt; (c) kich thudc khi u; (d) hoat dong luciferase trung binh trong khéi u
v6i d6 léch chuan. Tin higu luciferase dugc chuan hoa véi tin hiéu trudc khi diéu tri.
(**p<0,001)

Co ché cua ky thuat phét quang sinh hoc duoc trinh bay trong hinh 5.14a. Cac
té bao khéi u duoc chén gen ma hoa luciferase cing vai gen chi thi. Do vay, DNA
mi hoa luciferase duoc nhan 18n khi cac té bao khdi u phan chia nén luciferase s&
tich lily trong té bao chat cua khdi u. Sy phét trién cua khdi u duoc danh gia thong
qua murc do biéu hién cua gen ma hda luciferase. Bé kiém tra sé lugng té bao chira
luciferase, luciferin dugc str dung cho dong vat dugc gay mé trude giai doan chup
anh. Luciferin 12 mot phan tir nho dé dang di qua hang rao méu nio va mang té bao,
d6ng thoi c6 thé d& dang sir dung toan than véi lieu khoang 150 mg/kg. Luciferase
xdc tac phan @ng phat quang sinh hoc bang cach oxy hoa luciferin thanh
oxyluciferin véi sy c6 mit cua oxy, ATP (Adenosin triphosphat) va Mg?*. Biéu nay
sau do gay ra su phat xa cia mot photon ¢ anh sang thu duoc la mau vang - luc, tao

ra tin hiéu phat quang sinh hoc dat cuc dai ¢ budc song 562nm [236]. Trong phan

80
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ung nay, ATP bi thay phan thanh AMP (Adenosin monophosphat). Sy phat quang
sinh hoc dat mic cao nhat trong vong 10 - 20 phdt va thoi gian thu dugc hinh anh
trong doi ngan (tir vai gidy dén vai phat). Tin hiéu phat quang sinh hoc duoc dinh
luong theo cac ving quan tam (ROI), va duoc vé xung quanh cac khdi u. Hinh anh
duoc phan tich bang phan mém M3Vision (Biospace Lab, France). Dya trén viéc
dinh luong tin hiéu phat quang sinh hoc & cac thoi diém, cé thé danh gia duoc su

tién trién ctia khdi u va hiéu qua cua lidu phap diéu tri.

Ban dau 24 giy 48 gio 72 giy

Péi chimg

I
Range: 0 - 8.22E+06
Min:  3E+04
Max:  4E+05

~ PLA-TPGS-Fe;0,-Dox-Cyanine 5.5 PLA-TPGS-Fe;0,-Cyanine 5.5

Radiance
(ph/s/cm?/sr)

Hinh 5.15. Hinh anh phat quang sinh hoc cua tirng nhom chudt thir nghiém cho
thay hoat dong cua enzym luciferase trong khdi u CT26
Trong luan an nay, chung téi st dung hinh anh phéat quang sinh hoc luciferase
dé danh gia phan ung cua khdi u voi tac dung hoa trj cia hé din thudc nano da chuc
nang PLA-TPGS-Fe30s-Dox-Cyanine 5.5. Vi gen luciferase dugc chén vao gen chi

thi khdi u CT26 nén ching s& luén duogc biéu hién cing nhau. Do dé sau khi tiém
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luciferin, tin hiéu phét quang sinh hoc chi dugc tao ra trong cac té bao ung thu tai vi
tri khéi u do hoat dong cua luciferase (Hinh 5.15). Cudng d6 tin hiéu phat quang
sinh hoc cho phép danh gia kha ning séng s6t cua té bao ung thu va su phat trién
cua khéi u (Hinh 5.14d). O chuédt duoc tiém PLA-TPGS-Fes0,-Dox-Cyanine 5.5,
sau 72 gio tin hiéu huynh quang giam di 7,98 1an so véi nhom PLA-TPGS-FesOs-
Cyanine 5.5, va giam di dang ké so v6i nhom ddi ching (9,5 1an), su khéac biét
khong c¢6 ¥ nghia théng ké, p < 0,001. Két qua nay cho thiy su bat hoat cua
luciferase, hiéu qua wc ché khdi u cia hé nano da chirc ning mang thudc
Doxorubicin (PLA-TPGS-Fe30s-Dox-Cyanine 5.5). Nguoc lai, cuong d6 phat
quang sinh hoc & nhom chuot duoc tiém PLA-TPGS-Fez0s-Cyanine 5.5 giam
khong dang ké (1,19 1an) so voi nhém d6i ching dugc tiém dung dich PBS (su khéc
biét khong co ¥ nghia théng ké, p > 0,05). Biéu nay ching minh tac dung hoa tri
ctia hé dan thudc nano da chirc nang PLA-TPGS-Fe30s-Dox-Cyanine 5.5 da lam wc
ché su phat trién caa khéi u hiéu qua, thiy rd tac dung sau 72 gio tiém. Két qua nay
cling phu hop véi hiéu qua gy doc té bao ung thuc ciia hé nano nay ¢ chuong 4. Hé
nano da chirc ning PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5 thé hién tac dung gay doc
té bao in vitro thong qua co ché bat giir chu ky té bao cua cac thanh phan FesOs,

Doxorubicin va Cyanine 5.5, kich hoat cam @ng chét theo chu trinh cua té bao.

Trong khoang thoi gian 72 gio sau diéu tri, gia tri vé khdi luong co thé (Hinh
5.14b) va thé tich khdi u (Hinh 5.14c) cua chudt dugc diéu tri PLA-TPGS-Fes0s-
Dox-Cyanine 5.5 ¢ giam khong dang ké (su khac biét khong co ¥ nghia thong ké, p
> 0,05). Tuy nhién, bang viéc dinh lugng tin hiéu huynh quang sinh hoc théng qua
ky thuat Bioluminescence, sau 72 gio tiém da cho thay rd su khéc biét gitta nhom
diéu tri PLA-TPGS-FesOs-Dox-Cyanine 5.5 so Vi nhom diéu tri PLA-TPGS-
FesOs-Cyanine 5.5 va nhom d6i chiang (su khac biét c6 ¥ nghia théng ké, p <
0,001). Két qua nay di chirng minh tac dung hoa tri cua hé dan thudc nano da chirc
ning PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5, va wu diém caa ky thuat huynh quang
sinh hoc trong viéc danh gia hiéu qua cua lidu phap diéu tri. Trong mot nghién ctu
khéc, Tamarov va cong sy da danh gia hiéu qua chong khdi u cua vat liéu nano anti-
PD-L1 peptit lién hop glycol chitosan mang thuéc Doxorubicin trén mé hinh chuot
duoc gay khdi u CT26. Két qua cho thay vat liéu nano nay Gc ché hiéu qua su phat

trién cua khdi u di can trong 15 ngay, trong d6 cudng dd phat quang sinh hoc giam
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dang ké xudng con 0,5 - 0,52% so véi nhom ddi chiing vao ngay tht 5 [237]. Bang
cach ghi lai cuong d6 phat quang sinh hoc va phan b tai chd theo trinh tu trong qué
trinh thtr nghiém, qua trinh tién trién caa khdi u c6 thé duoc theo ddi, qua d6 xac
dinh duoc hiéu qua diéu tri caa hé nano. Vi phat quang sinh hoc phu thudc vao ning
luong (ATP), nén hinh anh phat quang sinh hoc c6 tinh dinh lugng, c6 thé lién quan
dén cac qua trinh sinh hoc quan trong trong cac khdi u thuc nghiém, bao gom su
phat trién, xdm lan va di can [235]. Do vay, k¥ thuat ndy cung cap mot phuong phap
tiép can hiéu qua dé danh gia tac dung hda trj cua vat liéu thir nghiém va theo ddi su

tién trién cua khdi u trong cac mé hinh in vivo.

5.4. Panh gia tac dung nhiét tir tri

Tién hanh danh gia hiéu qua nhiét tir tri trén mo hinh chudt nhat tring Swiss
mang khdi u ran 7 ngdy tudi bang céch tiém cac hé nano tryuc tiép vao khdi u voi
lieu 150 pL/chudt, twong duong 1,875 mg/kg. Cu thé nhu sau:

Nhém 1: Di ching &m - chudt dugce tiém dung dich dém PBS va khdng chiéu
tur treong.

Nhom 2: Béi chimng duong - chudt duoc tiém dung dich Doxorubicin tu do va
va khéng chiéu tir truong.

Nhém 3: Chuét duoc tiém hé nano PLA-TPGS-Fe30, va chiéu tir trudng.

Nhom 4: Ddi ching nhiét tri - chudt dugc tiém hé nano PLA-TPGS-Fe30.-
Dox-Cyanine 5.5 va khong chiéu tir truong.

Nhém 5: Chuot duoc tiém hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 va
chiéu tir truong.

Nhém 6: Dbi chiing hda tri - chudt dugc tiém hé nano PLA-TPGS-Fe30.-
Cyanine 5.5 va khdng chiéu tir trudng.

Nhom 7: Chudt duoc tiém hé nano PLA-TPGS-Fes04-Cyanine 5.5 va chiéu tir
truong, dé danh gia vai tro hoa tri caa Doxorubicin.

Thuc hién bdn lan diéu tri trong tir truong c6 tan sé xoay chiéu 450 kHz va
cuong do6 150 Oe véi thoi gian gitta hai diéu tri lién tiép 1a 36 gio (Hinh 5.16a).
Trong suét qua trinh diéu tri (12 ngay), trong lwong chudt sau mdi lan diéu tri ¢ cac
nhom khong c6 su khéc biét dang ké (Hinh 5.16b). Hiéu qua diéu tri dugc phan anh
thong qua kich thudc khdi u trude va sau khi diéu tri (Hinh 5.16d). O nhém dbi

chting am, khéi u rat 16n va phat trién nhanh chong. O thoi diém ban dau (ngay tht
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7 sau khi gay khéi u), thé tich trung binh caa khéi u 1a 345 + 146 mm3, sau 12 ngay,
khoi u da phat trién rat 6n, ting 21,4 1an, dat kich thudc 7377 + 623 mm?3. G nhém
dbi chimg duong (duoc tiém Doxorubicin ty do) va nhém (tiém PLA-TPGS-Fes0,
+ chiéu tir truong) kich thude khéi u ting cham hon mot ntra so voi nhom ddi chimng
am. Thé tich khéi u & hai nhém nay gan tuong dwong nhau, dat kich thuéc 4060 +
690 mm?3 va 4827 + 882 mm3, twong tmg, ting 12 1an so véi thoi diém ban dau.
Kich thuéc khéi u & hai nhém chudt nay nhé hon 50% so voi nhom ddi ching am,
su khac biét co y nghia théng ké (p < 0,05). Biéu nay khang dinh tac dung hoa tri
cua Doxorubicin va tac dung nhiét tir tri caa hé nano 16i FezO4 boc copolyme PLA-

TPGS ¢4 tac dung ¢ ché su sinh truong cua khéi u.

O nhém diéu tri bai PLA-TPGS-Fe304-Cyanine 5.5 va chiéu tir truong, kich
thugc khéi u twong dwong voi nhom (tiém PLA-TPGS-FesOs + chiéu tir truong),
thé tich khdi u dat 4884 + 695 mm?. O nhém cing duoc tiém PLA-TPGS-FesOs-
Cyanine 5.5 nhung khong chiéu tir, thé tich khdi u dat 6027 + 685 mm3sau 12 ngay,
tang 1,23 1an so véi khi chiéu tir truong, su khac biét c6 ¥ nghia théng ké (p < 0,05).
Piéu nay cho thay rd vai trd sinh nhiét cia FesO4 trong hé nano, va viéc gan chat
phat huynh quang hong ngoai gan Cyanine 5.5 khdng anh huéng téi hiéu qua nhiét
tur tri cua hat nano FesO4. TAc dung nhiét tir tri ung thu cua hat nano FezO4 vira lam
t6n thuong té bao khdi u, gy ra chét té bao; vira lam ting biéu hién khang nguyén
cua khéi u, kich hoat té bao tua (dendritic cell), té bao tiéu diét ty nhién (natural
Killer cell) ciing nhu van chuyén bach cau qua néi md mach mau. Ngoai ra, nhiét tir
tri ciing lam thay ddi d6 on dinh cia DNA, c4u trdc protein, va san sinh cac goc tu
do trong té bao ung thu. Tac dong cua nhiét tir tri 18n cac qua trinh nay co thé 1am
cho khdi u nhay cam hon véi hda tri, ddn dén nang cao hiéu qua diéu tri [238].
Ngoai ra, Cac té bao ung thu hap thu nhiéu hat nano FesOs hon 8 - 400 lan so véi
cac té bao binh thudng, do d0, cac té bao ung thu d& bj tiéu diét bai tac dung nhiét
tir tri. CAc tc dung phu bi han ché vi té bao thuong it nhay cam véi nhiét hon té bao
ung thu, dic trung boi tinh trang thiéu oxy va d6 pH thip hon. [239]. Bong thai,
hiéu qua nhiét tir tri khéi u bi anh huéng béi mot s6 yéu td nhu: sy phan tan cua vat

licu nano ¢ khap khéi u (diéu ndy anh hudng dén nhiét luong sinh ra khi chiéu tir
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truong ngoai), qua trinh trao d6i chat tai vi tri khéi u, tc do twdi méu, hé sb truyén

nhiét trong cac md ung thu, khdi luong riéng cua mau, ... [240]

a) Céy t& bao Tiém NPs vao khoi u ) —m—Débi ching (-)

khoi u —e— Déi chiing (+) Dox free

Wiiiin 40| —A—PLA-TPGS-Fe;0, + AMF

—v— PLA-TPGS-Fe;0,-Dox-Cyanine 5.5

—&— PLA-TPGS-Fe;0,-Dox-Cyanine 5.5 + AMF

—4— PLA-TPGS-Fe;0,-Cyanine 5.5 T

—p— PLA-TPGS-Fe;0,-Cyanine 5.5 + AMF
304 T/ é—%

2~ 39 4 - = - 1

| 204

N

Khoi lwgng chudt (9)

Nhigt tir trj

T T @ T tich khai u (mm?)
T T T T T T T
9

= & ’ .
12 © canning (@) Start 1st 2nd 3rd 4th
Sé lan diéu tri

z
@
-
2
—0
W — ) —

)sooo 4 —=—Béichung ()
—#— B4i ching (+) Dox free
—a— PLA-TPGS-Fe,0, + AMF
1 —v— PLA-TPGS-Fe;0,-Dox-Cyanine 5.5
& 8000 4 —&— PLA-TPGS-Fe;0,-Dox-Cyanine5.5 + AMF P!
£ —4— PLA-TPGS-Fe;0,-Cyanine 5.5 T
i £ —p— PLA-TPGS-Fe,0,-Cyanine 5.5 + AMF [
g 2
2
< 40004
<
2
@
<
'_
2000

T T T T T
Start 1st L 2nd‘ 3rd 4th
So lan diéu tn

Hinh 5.16. (a) So d6 thi nghiém danh gia tac dung nhiét tir tri in vivo; (b) theo doi
khéi lugng chudt; (c) do kich thudc khéi u trén chudt; (d) thé tich khdi u ¢ céc
nhém sau diéu tri (* p<0,05; ** p<0,001)

Sau 4 lan diéu tri, kich thuéc khdi u & nhom (tiém PLA-TPGS-Fes0,4-Dox-
Cyanine 5.5 + chiéu tur truong) khac biét rd rét so voi cac 16 dbi chung. Thé tich
khdi u dat 3077 + 280 mm3, thap hon 58,3% so voi nhom dbi ching am (p < 0,001),
va khac biét dang ké so véi cac nhom con lai (p < 0,05). Két qua nay cho thay tac
dung hiép dong khi két hop hoa tri (Dox) cing liéu phap nhiét tir tri (FesO4 + chiéu
tir tredng) trong hé nano da chirc nang gan Cyanine 5.5. Ly do dau tién c6 thé co
cta tc dung hiép dong nhu vay do nhiét tir tri lam ting nhiét do khdi u (40 - 43 °C),
gilp day nhanh qué trinh giai phéng thudc tir cAc hat nano, diéu ndy s& dan dén
nong d6 Doxorubicin cao hon trong té bao ung thu. Mot Iy do khéc, khi nhiét do
khéi u tang 1én, lam ting luu lwong méu téi khéi u, ddn dén ting kha ning phan

phdi thudc va nong do oxy cao. Cac thir nghiém in vivo chimg minh rang khi nhiét
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d6 khéi u ting 1én tir 39°C dén 43°C, tai vi tri khdi u xay ra qua trinh oxy hoa cap
tinh va tai oxy hoa lau dai, lam tiang dap tng cua khdi u voi héa tri liéu [241]. Trong
nghién ctu cua Piehler va cong su, hat nano FesO, dugc phu bang axit
dimercaptosuccinic va mang thuéc Doxorubicin cho thay tac dung hiép dong cua
Doxorubicin va nhiét tir trong viéc giam thé tich khdi u phat hién duoc cho dén
ngay 17 sau diéu trj [242].

Tir cac két qua trén, cho thay sau 4 lan diéu tri, phuwong phap nhiét tir tri sir
dung hé nano da chirc ning gan chat phat huynh quang hong ngoai gan PLA-TPGS-
Fe304-Doxorubicin-Cyanine 5.5 ¢6 tac dung uc ché sy tién trién caa khdi u, trén
chuét nhat tring Balb/c mang khéi ung thu phoi Lewis. Cung véi nhiing két qua
truéc, két qua nghién ciu ndy mot 1an nita khang dinh phuong phéap nhiét tir tri st
dung hat nano FesO4 két hop véi tac dung hoa tri cia Doxorubicin 1a phuong phap
trién vong trong dicu tri ung thu.

Tom tat chwong 5

Trong chwong nay, chung t6i d3 danh gia duoc sy phan bé in vivo cua hé din
thudc da chirc ning trong co thé chudt thong qua kha ning phat huynh quang hong
ngoai gan cua Cyanine 5.5. Hé nano PLA-TPGS-Fe30,-Dox-Cyanine 5.5 tap trung
tai vi tri khéi u cao nhat sau 3 gio tiém. Céac co quan nhu gan, lach va than dong vai
tro trong qua trinh chuyén hda va thai trir caa hé nano nay. Bong thoi, hé nano lam
tang d6 tuong phan trong chup anh céng hudng ter MRI, tin hiéu hinh anh MRI
trong T2* dugc dinh luong bang phuong phap Y%lo.2s cho thy su tich lity thu dong
hiéu qua cua hé nano & vi tri khéi u sau 4 gio tiém. Ty Ié phan tram pixel dudi lo2s
c6 su khéc biét dang ké (p < 0,001) gitta nhoém ddi ching (3,35 %) va nhom diéu tri
(13,82 %). Céc két qua MRI va hinh anh quang hoc da cho thay sy phan b in vivo
va ching minh hiéu qua huéng dich thu dong t6i vi tri khdi u caa hé dan thudc nano
da chtrc ning PLA-TPGS-Fe;0s-Dox-Cyanine 5.5. Hé nano c6 tac dung hoa tri tot,
quan sat dugc sy khac biét c6 ¥ nghia thong ké sau 72 gio diéu tri bang ky thuat
phéat quang sinh hoc bioluminescence. Ngoai ra, hé dan thudc nano da chirc ning
PLA-TPGS-Fe;0s-Dox-Cyanine 5.5 thé hién tac dung hiép dong khi két hop hoa tri
va nhiét tir tri, sau 4 lan chiéu tir truong cudng do 150 Oe, tan sé 450 kHz va thoi

gian chiéu tir truong nhiét tri 1a 30 phuit.



126

KET LUAN VA KIEN NGHI

Ludn an d3 tap trung nghién ctiu ché tao hé dan thudc nano da chirc ning gin
chat phat huynh quang hdng ngoai gan Cyanine 5.5 trén co s& copolyme PLA-
TPGS. Trong d6, hé nano PLA-TPGS-Fe304-Doxorubicin-Cyanine 5.5 gém cac
chtc nang: (1) mang thudc Doxorubicin, (2) ting cuong do twong phan anh MRI,
(3) tac dung hoa tri cua Doxorubicin, (4) tac dung nhiét tur tri, (5) theo dbi sy phan
bd in vivo va hiéu qua diéu tri bang k¥ thuat hinh anh quang hoc. Tir cac két qua
nghién ctu chi tiét va cac thao luan thich hop, mot s6 két luan chinh dugc rat ra nhu

Sau:

1. Pd ché tao va dic trung dugc hé nano da chic ning mang dong thoi
Doxorubicin va Fe3Os, trong d6 ty 1€ Dox : FesOs NPs 1a 1 : 1 w/w. Hé nano PLA-
TPGS-Fe304-Dox thu duoc ¢6 dang hinh cau, kich thuéc tiéu phan trung binh 17 -
19,8 nm, hiéu suit nano hoa dat 91,05 + 0,8 %, kha nang mang thudc Doxorubicin
dat 31,28 + 1,64 %. Thubc Doxorubicin duoc giai phong tir hé nano theo mé hinh
dong hoc Weibull, co ché giai phong thude phu thudc vao pH. Hé nano PLA-TPGS-
FesO4-Doxorubicin cé tac dung gy doc té bao ung thu hiéu qua, cé kha ning xam
nhap té bao va sinh nhiét tét, c6 kha ning wng dung trong nhiét tir tri. Trén dong té
bao ung thu ¢6 tir cung HeLa, hé nano cé ty Ié FesOq cao, gy doc té bao theo co
ché bat giir té bao ¢ pha GO/G1. Trong khi, cac hé nano c6 ty 1& Doxorubicin cao
hon, s& gdy doc té bao theo co ché bit giir té bao & pha G2/M.

2. Pi ché tao va dic trung duoc hé nano da chic ning gan chat phat huynh
quang hong ngoai gan Cyanine 5.5, véi cac thdng s6 ki thuat nhu sau: ti 1& Cyanine
5.5 : FesO4 NPs = 0,05 : 1 wiw, ti 1€ FesO4 NPs : APTES = 10 : 3 w/w, nhiét @ 70
°C ¢ budc ghép APTES, pH 8,5 va thoi gian 5 gid ¢ budc gan Cyanine 5.5. Hé
nano PLA-TPGS-Fes0s-Dox-Cyanine 5.5 thu duwoc c¢6 dang hinh cau, véi kich
thuge trung binh 13,16 + 2,16 nm, c6 d6 6n dinh tét, thé hién kha nang phat huynh
quang manh, cho thdy &ng dung tiém ning cua ching trong y sinh. Su két hop cua 3
thanh phan Doxorubicin, FesOa, va Cyanine 5.5 trong hé dan thuc nano da chuc
ning gy ra sy chét té bao theo chu trinh trén cac dong té bao ung thu thuc nghiém.

3. Pa danh gia dugc sy phan bé in vivo cia hé nano da chirc nang gan chat phéat

huynh quang hong ngoai gan trén mé hinh chudt gay khéi u dai trang CT26 bang
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phuong phap hinh anh quang hoc (optical bioimaging). Hé nano PLA-TPGS-Fe3z04-
Dox-Cyanine 5.5 phan bé tap trung tai khéi u hiéu qua, dat cao nhat sau 3 gio tiém,
sau d6 duogc thanh thai qua gan, lach va than.

4. ba danh gia duoc kha nang ting do twong phan trong chup anh cong hudng
tir MRI. Doxorubicin va Cyanine 5.5 khi két hop trong hé nano da chic nang PLA-
TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 lam tang hiéu Gng twong phan T» cua hat nano
FesO4. Pinh luong tin hiéu hinh anh MRI trong T2* bang phuong phap %lo2s cho
thdy sy tich lily thu dong hiéu qua ctua hé nano ¢ vi tri khdi u, voi ty 1 phan trim
pixel dudi lozs c6 sy khéc biét dang ké (p < 0,001) giita nhom ddi chung (3,35 %)
va nhém diéu tri (13,82 %).

5. Pa danh gia duoc tac dung hoa tri va nhiét tir tri caa hé dan thudc nano da
chue nang trén md hinh in vivo. Tac dung hoa tri sau 72 gid diéu tri hé nano da chirc
ning PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 dwoc quan st rd rang bang phuong phap
phat quang sinh hoc (bioluminescence). Hon nira, hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-
Cyanine 5.5 thé hién hiéu qua cua tac dung hiép ddng khi két hop hoa tri va nhiét tir
tri, sau 4 1an chiéu tir truong cudng d6 150 Oe, tan s6 450 kHz va thoi gian chiéu tir
treong nhiét tri la 30 phat.

Trén co s& d6, chung t6i dé xuat mot sb kién nghi sau day:

1. Nghién ctu dic tinh duoc luc hoc, duge dong hoc in vivo cua hé dan thube
nano da chtrc ning gan chat phat huynh quang hong ngoai gan.

2. Tién hanh c4c thir nghiém sau hon, nham phat trién hé dan thuc nano da
chie ning gin chat phat huynh quang hong ngoai gan &ng dung trong chan doan va

diéu tri ung thu.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

1. B ché tao thanh cong hé dan thudc nano da chirc nang mang dong thoi hat
nano oxit sit tir FesO4 va thudc Doxorubicin, trén chat mang copolyme PLA-TPGS.

2. P ché tao thanh cong hé dan thudc nano da chirc ning mang dong thoi hat
nano oxit sat tir FesOs, thudc Doxorubicin, va gan chat phat huynh quang hong
ngoai gan Cyanine 5.5, trén chat mang copolyme PLA-TPGS.

3. P4 danh gia dugc sy phan bo in vivo cia hé dan thube da chic ning thong
qua kha niang phat huynh quang hong ngoai gan ciia Cyanine 5.5 trén md hinh chuot
gay khoi u dai trang CT26. Cac co quan nhu gan, lach va than déng vai tro trong
qua trinh chuyén hoa va thai trir caa hé nano nay.

4. Pa danh gia dugc kha nang tang do twong phan trong chup anh cong huong
tir MRI, tin hiéu hinh anh MRI trong T2* duoc dinh lugng bang phuong phap %lo 25
cho thay su tich lity thu dong hiéu qua cua hé nano & vi tri khdi u sau 4 gio tiém.

5. P danh gia duoc tac dung hda tri cia hé dan thude nano da chirc nang bang
k¥ thuat phat quang sinh hoc (bioluminescence).

6. Pa danh gia duoc tac dung nhiét tir trj cia hé dan thudc nano da chirc ning,
cho thay tac dung hiép ddng khi két hop hda tri va nhiét tir tri.
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Bang PL1. Ty I¢ ting cuong bic xa va ty ¢ tin hiéu trén nhiéu cta cac hé nano
Hinh PL1. Su phan b chu ky té bao dugc phan tich bang phuong phap sang loc
noi ham cao HCS trén dong té bao CCF-STTG1 cua bn hé nano so véi Dox ty do
va ddi ching am tinh

Hinh PL2. (a) Hbi phuc T1; (b) hdi phuc T2 do cho cac mau c6 ndng do nguyén tb
Fe khac nhau (Thoi gian hdi phuc — repetition time, TR (ms); Thoi gian tao tiéng

vong — echo time, TE (ms))

Hinh PL3. Hinh anh quang hoc in vitro cia hé nano PLA-TPGS-Fes04-Cyanine 5.5

& cac budc song kich thich va phat xa khac nhau

Hinh PL4. So sanh va phan tich dinh lugng ROI trén hinh anh quang hoc cua hé
nano PLA-TPGS-Fe304-Cyanine 5.5. Tin hiéu huynh quang dwoc ghi lai la 6 birc

xa trung binh (average radicance, ph/s/cm?/sr), (n = 3)

Hinh PL5. Hinh anh quang hoc in vitro cua hé nano PLA-TPGS-Fez0s-Dox & cac

budc song kich thich va phat xa khac nhau

Hinh PL6. So sanh va phan tich dinh lugng ROI trén hinh anh quang hoc cua hé
nano PLA-TPGS-Fe30s-Dox. Tin hi¢u huynh quang dugc ghi lai la cuong d6 buc

Xa trung binh (average radicance, ph/s/cm?/sr), (n = 3)

Hinh PL7. Hinh anh quang hoc in vitro cua hé nano PLA-TPGS-Fes0s-Dox-

Cyanine 5.5 ¢ cac budc song kich thich va phat xa khac nhau

Hinh PL8. So sanh va phan tich dinh lugng ROI trén hinh anh quang hoc cua hé
nano PLA-TPGS-Fes0s-Dox-Cyanine 5.5. Tin hiéu huynh quang dugc ghi lai la

cuong do buc xa trung binh (average radicance, ph/s/cm?/sr), (n = 3)

Hinh PL9. Hinh anh quang hoc in vitro caa hé nano PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5

O cac budc song kich thich va phat xa khac nhau
Hinh PL10. So sanh va phan tich dinh Iugng ROI trén hinh anh quang hoc cuaa hé
nano PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5. Tin hiéu huynh quang dugc ghi lai la cuong do

birc xa trung binh (average radicance, ph/s/cm?/sr), (n = 3)
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d6 brc xa trung binh (average radicance, ph/s/cm?/sr), (n = 3)
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Hinh PL5. Hinh anh quang hoc in vitro cia hé nano PLA-TPGS-Fez04-Dox & cac
budc song kich thich va phat xa khac nhau
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Hinh PL6. So sanh va phan tich dinh lugng ROI trén hinh anh quang hoc cua hé
nano PLA-TPGS-Fe30s-Dox. Tin hiéu huynh quang dugc ghi lai la cwong do bic
Xa trung binh (average radicance, ph/s/cm?/sr), (n = 3)
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Hinh PL7. Hinh anh quang hoc in vitro cua hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-

Cyanine 5.5

& cac budc song kich thich va phat xa khac nhau
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Hinh PL8. So sanh va phan tich dinh lugng ROI trén hinh anh quang hoc cua hé
nano PLA-TPGS-Fez0s-Dox-Cyanine 5.5. Tin hiéu huynh quang dugc ghi lai la
cuong do buc xa trung binh (average radicance, ph/s/cm?/sr), (n = 3)
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Hinh PL9. Hinh anh quang hoc in vitro cua hé nano PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5
O cac budc song kich thich va phat xa khac nhau
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Hinh PL10. So sanh va phan tich dinh lwgng ROI trén hinh anh quang hoc cia hé
nano PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5. Tin hiéu huynh quang dugc ghi lai la cuong do
btrc xa trung binh (average radicance, ph/s/cm?/sr), (n = 3)
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