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MO PAU
1. Tinh cép thiét caa luan an

Hién nay, viéc som tim ra giai phap nham chan doan som va dieu tri
ung thu higu qua la viéc Iam hét sirc can thiét. Trong s cac phuong phap
diéu tri ung thu, hoa tri van 1a phuong phap duoc su dung nhiéu nhat. Tuy
nhién, liéu phap hoa tri truyén thong gay ra nhiéu tac dung phu cho bénh
nhan nhu rung téc, suy nhwoc, giam mién dich co thé, tiéu chay, budn non,...
Vi vy viéc gan céac thude diéu tri ung thu 1én cac hé mang thich hop cé thé
dua thudc dén dung vi tri khdi u véi lidu luong can thiét ludn Ia thir thach
I6n va can duoc cac nha khoa hoc tap trung giai quyét. Ngoai cac tac nhan
héa tri, cAc hat nano oxit sit tir (FesO4) dugc sir dung rong rii trong diéu tri
ung thu do tinh chét tir tinh tu nhién cua chiing véi kha nang hudng dich, kha
nang mang nhiéu chit cé hoat tinh sinh hoc, tdc dung nhiét tir tri, va tng
dung lam chét trong phan anh chup cong huong tir MRI.

Dong thoi, diéu tri ung thu thuong 1a qua trinh ton nhiéu thoi gian.
Khi bénh nhan tiép nhan héa tri s& thuong phai trai qua thém nhiéu xét
nghiém dé danh gia hiéu qua tac dong caa thudc. Mot cach theo ddi qua trinh
diéu tri ung thu thuong dwoc st dung 1a ki thuat hinh anh quang hoc (optical
imaging) dua vao céac chat phat huynh quang. Tuy nhién, trong cac quan séat
tin hiéu huynh quang hoac phat quang sinh hoc trong co thé séng, do cac dic
diém quang hoc nhu hap thy va tan xa nén viéc quan sat md sau rat kho khan.
Céc chat phat huynh quang hong ngoai gan c6 nhiéu lgi thé cho qua trinh
sinh hoc so véi huynh quang trong phé kha kién, do kha nang tu phat huynh
quang va hap thu caa cac mé sinh hoc & viing séng nay thip hon. Do d6 tao
diéu kién thuan loi trong qua trinh theo ddi su phan bé in vivo cua thube
trong qua trinh diéu tri nho hinh anh quang hoc.

Tir nhan dinh trén cho thay viéc két hop thudc hoé trj ung thu véi hat
nano Fe;04 va chat phat huynh quang hong ngoai gan cd thé vira gilp dua
thudc khang ung thu dén mo can diéu tri mot cach hiéu qua, vira theo doi
duoc dap ung diéu tri cia mo ung thu. Viéc két hop cac thanh phan nhu vay
thudong duoc thuc hién nho cac polyme. Mic du, mot sb nghién ctru trudc
day da ché tao ra mot sé hé dan thube da chire nang khac nhau, tuy nhién
theo chung toi dugc biét nghién ctiu két hop cac thanh phan nay con chua
duoc thuc hién.

Nghién cau trong luan an nay thiét ké mot hé dan thudc nano da chirc
nang c6 gan tac nhan phat huynh quang hong ngoai gan PLA-TPGS-Fe;0,-
Doxorubicin-Cyanine 5.5. Trong d0, vai trd ciaa Doxorubicin la thuéc héa tri
nho kha nang tham gia nhiéu phan ng cia cac con dudng uc ché sy phat
trién cua té bao ung thu. Copolyme PLA-TPGS c6 kha ning mang thudc nho
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dau ky nudc, vira ¢6 kha ning tang sy hap thu cia thudc nho dau wa nudc,
lam tang hiéu qua diéu tri va lam giam lugng thude can dung. FesO4 & kich
& nano c6 vai tro 1am tang kha nang mang thudc ciua hé (bé mat nano FezO,
c6 kha nang hap phu t6t cac phan tur thuéc Doxorubicin). Bén canh do, 13i
Fes04 v6i tinh chat siéu thuan tir (¢ kich ¢ nhat dinh) c6 kha ning tu ndng
1én duéi tac dong cua tir trudng ngoai. Bidu nay gidp cho hé c6 thé &p dung
trong diét t& bao ung thu bing phuong phéap nhiét tir trj.

Trén co s& cac phan tich ké trén, chung t6i thuc hién luan an “Nghién
ciru ché tao, danh gia tic dung hoa tri - nhiét trj ung thu va sy phan bd
in vivo caa he dan thudc nano da chirc nang gan chit phat huynh quang
héng ngoai gan”. Trong luan an niy, ching t6i ché tao hé din thudc nano
da chuic nang trén co so hat nano FezOs dugc boc bdi copolyme PLA-TPGS,
mang thuéc Doxorubcin va gin chat phat huynh quang hong ngoai gén
Cyanine 5.5, voi 4 diém moi sau day:

(1) Theo dbi su phéan bé in vivo ctia hé dan thudc nano da chirc nang nho
kha nang phat huynh quang trong ving hong ngoai gan ciia Cyanine 5.5. Qua
d6, danh gia dugc kha niang hudng dich thu dong t6i vi tri khdi u va dic diém
phan bd tai cac co quan bang ky thuat hinh anh quang hoc (optical
bioimaging) trén md hinh chugt gay khdi u dai trang CT26.

(2) Panh gié tac dung hoa tri ciia hé dan thudc nano da chirc ning bang
ky thuét phat quang sinh hoc (Bioluminescence).

(3) Viée két hop tac dung hoa tri va nhiét tir tri mang lai hiéu qua didu
tri khoi u vuot troi. Pong thoi xac dinh co ché gay doc té bao ung thu cia hé
dan thudc nano da chirc ning bang ky thuat sang loc ndi ham cao (High
Content Screening).

(4) Trong cac nghién ctru trudce, bén canh viée xac dinh do hoi phuc 11,
r2, kha néng tang d twong phan trong chup cong huong tir MRI dugc xac
dinh bang cach dinh tinh trén hinh anh in vivo. O luén an nay, chung toi dinh
luong tin hiéu MRI bang phwong phéap %lo s dé khang dinh su khac biét vé
kha nang ting d6 twong phan, dong thoi chimg minh dugc kha ning huéng
dich thu dong téi vi tri khéi u cua hé dan thudc nano da chuc nang trén mo
hinh chu6t gay khéi u dai trang CT26.

2. Muc tiéu nghién ctru ciia luin an

- Ché tao duoc cac hé din thudc nano da chuc nang cé gén tac nhan
phat huynh quang hong ngoai gan

- Banh gia dugc tac dung hoa tri, kha nang theo doi, phat hién sy phan
bd in VIVO ctia thubc tai cac md ung thu bang chat phat huynh quang hong
ngoai gan, kha ning ting do twong phan trong chup cong huong tir hat nhan
va kha nang nhiét tr tri ciia cac hé dn thudc nano da chue nang.

3. Cac ndi dung nghién ctru chinh cta luian an



3

Luan an thyc hién cac ndi dung sau:

1. Nghién ciru ché tao hé dan thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-
Fes04-Doxorubicin, ddc trung tinh chat 1y hoa, dong hoc giai phong thude,
danh gia doc tinh va co ché gy doc té bao ciia hé nano thu dugc.

2. Nghién ctru ché tao hé dan thudc nano da chirc ning gan chét phat
huynh quang hdng ngoai gan PLA-TPGS-Fes;0,4-Doxorubicin-Cyanine 5.5,
dic trung tinh chét Iy hoa, dong hoc giai phong thude, danh gia doc tinh va
co ché gay doc té bao ctia hé nano thu duoc.

3. banh gia kha nang ting d¢ tuong phan trong chup cdng huong tur
hat nhan MRI, sy phan bd in vivo, tac dung hoa tri va nhiét tir tri ctia hé dan
thudc nano da chirc ning gin chat phat huynh quang hong ngoai gan PLA-
TPGS-Fes04-Doxorubicin-Cyanine 5.5.

CHUONG 1. TONG QUAN VE HE DAN THUOC NANO DA CHUC
NANG TRONG CHAN POAN VA PIEU TRI UNG THU

1.1. Khai quat vé hé din thudc nano da chirc niing trong chin doan,
di€u trj ung thw

Phuong phap diéu tri ung thu hién nay cht yéu bao gém phiu thuat,
sau do la xa tri va’/hoac hoa tri va cac phuong thuc méi khac nhu li€u phép
mién dich, liéu phap gen, liéu phap nhiét, liéu phap quang hoc. Tuy nhién,
rd rang 14 mdc du thanh cong ¢ mot muc do nhét dinh, cho dén nay nhiing
phuong thirc don 1é @6 khé c6 thé cung cap phuong phap diéu tri hoan chinh
do gi6i han liéu lugng va kha nang khang thudc cua té bao ung thu dbi véi
phuong thirc nay. Do d6, néu két hop dugc hai hodc nhiéu phuong thue do
trén cung mot h¢ da chire nang s€ giup phat huy nhing uu diém va tranh
nhiing nhuoc dlem ctia chiing, va rat c6 thé dat dugc tac dung hiép dong 1 +
1 > 2. Trong s cac phuong thirc diéu tri ung thu ké trén, hoa tri 1a mot trong
nhimg liéu phap quan trong nhat. Hoa tri liéu ¢6 hiéu qua ddi v6i nhiéu loai
ung thu trong thyc té. Tuy nhién, hoa tri gy ra nhiéu tac dung phu, nguyén
nhan la do khong co tinh huéng dich, su khang thudc cua té bao ung thu va
cac van dé vé d6 hoa tan, tinh tham va tinh 6n dinh ciia thudc hoa tri. Do do,
cac hé mang thude duge phat trién dé han ché nhimg tac dung phu nay. Thém
vao d6, cac hé mang thudc da chirc ning, két hop viéc mang thudc chdng
ung thu véi cac chie nang khac ciing duoc phat trién. Tuy nhién, viéc hai
hodc nhiéu chirc ning lién quan c6 thé phdi hop nhip nhang khai thac t6i da
hiéu qua trén cung mdt vat liéu nano cling la mot thach thirc. Véi viéc hién
thuc hoa nhirng diéu kién nay, cac vat liéu nano da chtrc nang dugc ky vong
s& 1a mot liéu phap chan doan va diéu tri ung thu hidu qua.
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1.2. Polyme va cac hé nano polyme

Polyme la nhitng hop chét c6 mach phén tir dai, c6 khéi lugng phan tir
rat 16n do nhiéu mat xich (monome) lién két v6i nhau bang lién két dong hoa
tri. Cac polyme c6 nhiéu g dung trong phat trién cac hé dan thudc nano da
chire nang, dé mang lai sy thay d6i mang tinh dot pha trong linh vuc y sinh.
H¢ dan thudc nano sir dung chét mang la polyme hogc copolyme c6 thé cung
cép phwong phap phan phéi thudc bén virng, c6 kiém soat va hudng dich de
cai thién hiéu qua diéu tri va giam tac dung phu cua thudc hoa tri truyen
thong. Polyme c6 nhiéu vu diém ng dung trong hé din thudc nano bao gom:
(1) cung cap kha nang kiém soat giai phong thubc dén vi tri dich, (2) mang
lai sy on dinh cho cac phén tir kém bén (vi du: protein, DNA, thuoc ky
nudc,...) va (3) cung cap kha ning bién dbi cac bé mit bang chat gin trung
gian hodc thu thé cho muc dich phan phdi thudc hudng dich chu dong.

Copolyme 1a loai polyme ciu tao tir hai hodc nhiéu loai monome khéc
nhau, duoc hinh thanh bang cach tring hop hdn hop cic monome co ciu tric
hoéa hoc khac nhau. Trong sb cac copolyme, PLA-TPGS, da thu hut dugc
nhiéu sy cha y trong Gmg dung phan phéi thudc diéu trj ung thu. Copolyme
PLA-TPGS 12 mot loai copolyme ludng cuc duoc sir dung lam chit mang
trong cac hé din thudc nano nham lam ting kha ning su hap thu té bao nho
dac tinh can bﬁng ky nudc-ua nude va tranh dugce sy dao thai ciia hé théng
ludi ndi md. Copolyme PLA-TPGS c6 thé dugc tong hop bing phan tng
trung hop mé vong hodc lién hop don gian PLA vdéi TPGS. Copolyme thu
dugce co thé mang lai cac tinh chit dic biét cua TPGS dé khic phuc nhirng
han ché cta PLA, va da dugc ap dung rong rai dé phan phéi thudc chéng ung
thu.

1.3. Hé din thudc nano polyme mang Fe;O,

Trong cac umg dung tiém ning thi tng dung cac hat nano FesO4 lam
tac nhan tang tuong phan chup anh cong hudéng tr hat nhan (Magnetic
resonance imaging, MRI) di sém duoc phat trién thanh thuwong pham. MRI
la mét k¥ thuat hinh anh khong xam lan, st dung sy gian tir tinh cua cac
proton nudc trong co thé dé tao ra hinh anh chup cat 16p ba chidu. Dé lam
tang d6 6n dinh va kha nang ing dung cia hat nano Fe3Os, cac nghién ctru
dd boc FezO4 bang cic polyme twong thich sinh hoc nhu dextran, latex,
polyethylene glycol, polyvinylpyrrolidone-iodine, poly(axit aspartic),
Ngoai ra, hat nano FesO4 ¢6 tiém ning mg dung nhiét tir tri, lam ting nhlet
d6 cua ving khdi u dudi tic dong ciia tir trudng xoay chidu. Pé nang cao hon
nira hi€u qua cia hé nano da chirc nang, nhiét tir tri thuong dugc két hop
cung voi hoa tri liéu. Hon nita, nhiét tir tri anh hudng dén tinh luu dong va
6n dinh ctia mang té bao. N6 ngin chin chirc ning ciia protein xuyén mang
va thu thé bé mit té bao, do d6 tao diéu kién cho cac hat nano xam nhap vao
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té bao va lam ting chirc ning cua chung. Do vay, két hop tac dung héa tri
ctia thude chdng ung thu cung véi tac dung nhiét tir tri ciia FesOa, 1am ting
doc tinh cua thude do sy hép thu thudc cua té bao dugc cai thién va tang do
nhay cam cua té bao véi thudc.

Tuy nhién, mgt trong nhiing thach thirc 16n cta vat li¢u nano da chuc
nang két hop hoa-nhiét tri ung thu 1a dat dwoc sy tich Iy déng nhét cta vat
lidu trong khéi u sau khi tiém. Hiéu qua diéu trj c6 thé bi giam do tinh khong
déng nhat cua lidu nhiét dat duoc trong khéi u khi mot lugng nho vat licu
nano t6i dugce vi tri khdi u hodc do su phén bd khong d@)ng déu cua vat liéu
nano trong khéi u. Do vy, khi thiét ké cac vét liéu nano da chtrc ning, can
nghién ciru sau hon vé kha ning tham nhap va luu giit cta vat liéu nano vao
trong khdi u sau khi tiém. Dé dat dugc muyc dich nay, chat phat huynh quang
hdng ngoai gan (near-infrared, NIR) duoc str dung trong nghién ctru cta luan
an nhu mot chit danh déu huynh quang dé theo ddi sy phan b in vivo va
danh gia hiéu qua hudng dich t6i vi tri khdi u ctia vat liéu nano da chire ning.
1.4. Hé din thudc nano polyme gin chét phat huynh quang hong ngoai
gin

Budc song huynh quang viing hong ngoai gan NIR rét hitu ich cho cac
Umg dung tao hinh anh va dinh luong tin hiéu trén md hinh in vivo. Trong
nhiing ndm gan déy, nhidu nghién ctru di phat trién cac phuong phap hi¢u
qua dé tong hop cac hé vat liéu mang chat phat huynh quang hong ngoai gan,
va cai thién tinh chat quang cua ching cho cac g dung sinh hoc. Cyanine
5.5 c6 budc song hép thu/phat xa cuc dai tai 675/690 nm, budc dau duoc
nghién ctru trong hinh anh quang hoc in vivo do d6 nhiéu nén thip. Ung dung
trong chan doan sém ung thu, nhom nghién ctru ciia Choi va cong sy da st
dung Cyanine 5.5 1am chit danh ddu huynh quang trén mé hinh chudt gay
khéi u dai trang HT29. Cyanine 5.5 dugc lién hop v6i nano axit hyaluronic
va poly(ethylene glycol), cho thay tin hiéu huynh quang tap trung tai khdi u
sau 1 gid tiém, va tiép tuc ting dén 6 gi0 sau khi tiém, sau d6 giam dan theo
thoi gian. Theo thoi gian, cac mo khdi u dugc phan biét 18 rang véi cac mod
binh thudng, c6 kha ning tng dung trong chan doan sém ung thur.

Nhain xét

Céc polyme, copolyme c6 nhiéu tmg dung trong phat trién cac hé dan
thudc nano da chirc ning, c6 kha ning khéc phuc nhiéu nhuoc diém cua cac
thude diéu tri hoéa dugc hién nay. H¢ dn thudc nano co cac tinh chét vuot
troi so voi cac thude truyén thong nhu: ting kha ning hip thu chon loc,
huéng dich thu dong nho hiéu tmg ting tinh thdm litu trir. Tir d6 1am giam
ddc tinh va tac dung phu cia thude, tang hi€u qua chira tri. Hat nano Fe3O4
€0 kha nang tmg dung lam tang d6 twong phan anh chup cong huong tir MRI
va khai thac tac dung nhiét tir tri ung thu khi dat trong tir truong ngoai. Cac
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chat phat huynh quang hong ngoai gan tao diéu kién thuan lgi trong qua trinh
theo do1 sy phan b in vivo cia thude trong qua trinh diéu tri nhd hinh anh
quang hoc. Piém dic biét ctia chit phat huynh quang manh trong ving hong
ngoai gan 1a cho hinh anh huynh quang c6 it tan xa nén ciing nhu kha ning
tham nhap vao mo sau, co6 thé tao diéu kién thich hop cho viéc phat hién,
theo ddi qua trinh sinh hoc cua hé dn thudc, htra hen dem lai hiéu qua cao
trong viéc theo doi va chita tri ung thu.
CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CU'U

2.1. Tong hop copolyme PLA-TPGS

Copolyme PLA-TPGS duoc tong hop bang phan tmg dong trang hop
mé vong cuia monome lactide voi TPGS vé6i su ¢6 mit ctia octoate thiéc lam
chat xiic tac.

2.2. Téng hop hat nano oxit sit tir (FesO4 NPS)

Hat nano oxit sat tir (FesO4 NPs) duoc tong hop theo phuong phap
ddng két tha tir mudi Fe?* va Fe** str dung hé phan ung vi séng Sineo —
Uwave 1000.

2.3. Ché tao hé din thudc nano da chicc ning PLA-TPGS-Fe;0,-
Doxorubicin

Thudc diéu tri ung thu Doxorubixin va Fe304 NPs durgc nano hoa bing
phuong phap nhii hoa bay hoi dung méi trén co s& copolyme PLA-TPGS.
2.4. Ché tao h¢ din thudc nano da chirc ning gin chit phat huynh quang
hong ngoai gan PLA-TPGS-Fe;0;-Doxorubicin-Cyanine 5.5

Hat FesOs NPs dugc chiic nang hoa bé mat béng 3-
aminopropyltriethoxysilane (APTES), véi sy ¢6 mét cia EDC va NHS lam
chit xtc tac, sau d6 dugc nano hoa cling Doxorubicin bang copolyme PLA-
TPGS (hinh 2.1). Cac diéu kién: ti 18 FesO, : APTES (w/w), Cyanine 5.5 :
FesO4 NPs (w/w), d6 pH, nhiét do, va thoi gian & bude gén Cyanine 5.5 dugc
khao sat.

wanasaasaassy  PLA-TPGS

. Fes04 NPs

NSNS Cyanine 5.5

O Doxorubicin

Hinh 2.1. So d4 hé din thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-Fes0s-Dox-Cyanine 5.5
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2.5. Cac phwong phap dac trung vat liéu

Phuong phap phé hong ngoai bién doi Fourier FTIR

Phuong phap hién vi dién tir quét phat xa truong FESEM

Phuong phép hién vi dién tir tmyen qua TEM

Phuong phéap phan tich nhiét khdi lwong TGA

Phuong phap xac dinh phan bd kich thudc hat va thé zeta

Phuong phap quang phd hap thy tir ngoai va kha kién UV-Vis

Phuong phép nhiéu xa tia X

Tur ké mau rung VSM

D6t nong cam tmg tir MIH
2.6. Panh gia dong hoc va co ché giai phéng thude in vitro

Qua trinh giai phong thude Doxorubicin tir hé dan thude nano da chirc
nang duoc nghién ctu tai cac diéu kién khac nhau, gdbm méi trudng sinh 1y
(pH 7,4), va méi trudng ngoai bao khdi u (pH 5,0 va pH 6,5). Co ché giai
phoéng thude duoc xac dinh qua sau mé hinh dong hoc khac nhau, gém cac
md hinh déng hoc bac 0 (Zero-Order), Higuchi, bac 1 (First-Order), Weibull,
Hixson-Crowell va Korsmeyer-Peppas.
2.7. Panh gia hi¢u qua va co ché giy djc té bao ung thwr ciia h¢ din nano
trén cac dong té bao thir nghiém

Hoat tinh gay doc hay trc ché sy tang sinh té bao ciia cac hé nano duoc
danh gia qua kha nang trc ché enzyme oxidoreductase phu thuéc NAD(P)H
ctia té bao. Enzyme nay xuc tac phan img khir thudc nhugm tetrazolium MTT
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; ndng do
cudi 5 mg/mL] thanh san pham formazan khong hoa tan (c6 mau xanh-tim).

Danh gia hoat tinh khang phéan bao bang k¥ thuat phan tich hinh anh
huynh quang ndi ham cao HCS (High content screening).
2.8. Panh gia kha nang tang d¢ twong phan anh cfng hwéng tir MRI

Do hoi phuc & 7 T cua cac h€ nano dugc thyc hién bﬁng cach chyp
MRI & ché d6 trong T1 va T2 bang thiét bj cong huong tir 7T (300WB,
Bruker, Avance II, Wissembourg, Phap). Tin hiéu MRI in vivo trén hinh anh
MRI trong T2* (ghi theo chudi FLASH dé dinh luong T2 hi€u qua) dugc
dinh luong bang phuong phéap %lo 25,
2.9. Panh gia sy phan b in vivo ciia hé din thudc nano da chirc ning

Sy phan b in vivo cta hé nano dugc danh gia bang phuong phap hinh
anh quang hoc (optical imaging) trén mé hinh chudt gay khdi u truc trang
CT26, bang hé thong Photon IMAGER Optima, Biospace Lab, Phap.
2.10. Panh gis tic dung héa tri bang ky thuit bioluminescence

Tac dung hoa tri cia hé dan thubc nano da churc nang dugc danh gia
qua muc do biéu hién gen luciferase ciia khdi u, dya trén nguyén 1y cta k§
thuat thudt phat quang sinh hoc (bioluminescence).
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2.11. Panh gia tac dung nhiét tir tri

Chudt duogc tiém truc tiép vat liéu nano vao khéi u véi lidu 150 uL/con.
Sau do6, 40 phut tién hanh thir nghiém nhiét tr tri dé dam bao do phan tan hat
trong khdi u. Chiéu tir truong (4 1an, mdi 1an cach nhau 72 gio) trén hé RDO,
model HFI (Vién Khoa hoc vat lidu) voi cuong do 150 Oe, tan s 450 kHz
trong thoi gian 30 phut. Can ning, kich thudc, hinh anh khéi u dugc ghi lai
ngay truge khi diéu tri, nham danh gia anh hudng ctia nhiét tir trj 1én sy phat
trién ctia khdi u ciing nhur thé trang chugt.

CHUONG 3. HE DAN THUOC NANO PA CHUC NANG PLA-
TPGS-Fe;0,-DOXORUBICIN
3.1. Tong h0’p copolyme PLA-TPGS

1) ot oo

i a
. ) S i | 1
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Hinh 3.1. (a) Phd *H-NMR cuia Lactide, TPGS va copolyme PLA-TPGS,
(b) cAu tric phan tir cia copolyme PLA-TPGS
Hinh 3.1a 1 phd cong huong tir hat nhan *H-NMR trong CDCls cua
copolyme PLA-TPGS. Céc tin hiéu ¢ 5,117 va 1,646 ppm lan lugt twong tmg
véi céc proton -CH va proton methyl -CH3 cia monomer Lactide. Tin hiéu
& 3,653 ppm trong phd TPGS ctia proton —CH,CH,—. Ba van phd nay twong
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ung dich chuyén sang 5,101; 1,624 va 3,637 ppm trong phd ciia copolyme
PLA-TPGS. Két qua nay cho thay copolyme PLA-TPGS di dugc tong hop
va tinh ché thanh cong. Cau trac phan tir cua copolyme PLA-TPGS duoc
trinh bay trong hinh 3.1b.
3.2. Ché tao hé din thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-Fe;0,-
Doxorubicin

Hé dan thudc nano da chirc ning mang dong thoi FesO4 NPs va thudce
Doxorubicin (PLA-TPGS-Fe304-Doxorubicin, MNDDS) véi ti 1€ Dox :
FesO4 NPs w/w = 1:1 1a tbi wu vé kich thuée, 36 bén, kha nang mang thube
va hiéu suit nano hoa thudc Doxorubicin (bang 3.1).

Bang 3.1. Khao sat ty 1¢ Dox : FesOs NPs (w/w) (n=3, mean + SD)

Ky hiéu | Ty 18 | Kich thuéc | Polydispersity | Thé Zeta | Thé Zeta | Kha  nang | Hiéu  suit
méiu Dox | thuy dong | index (PDI) trong trong dém | mang thudc | nano hoa (%)
FesO, (nm) nuée cit | PBS Dox (%)
NPs (mV) (mV)
(wiw)
MNDDS 1:5 2175+48 0,19+ 0,01 -28,7+ -17,5+ 7,97 £0,33 86,49 + 0,36
1 0,9 11
MNDDS 2:5 172,3+2,0 0,41 +0,04 -22,6% -19,3+ 13,44 +0,38 77.67 £0,90
2 1,0 0,8
MNDDS 1:2 167,6 + 2,6 0,39 +0,01 -29,6% -21,1+ 18,13+0,78 88,64 £ 0,45
3 1,3 15
MNDDS 1:1 1475+1.2 0,15+ 0,01 -41,1+ -28,4+ 31,28+ 1,64 91,05+0,85
4 0,9 13

3.3. Pic trung tinh chit 1y, héa

Cac tiéu phan nano PLA-TPGS-Fe;0,-Doxorubicin MNDDS4 c6
dang hinh cau v6i dudng kinh déu khoang 20 nm (Hinh 3.2a). Trén hinh anh
hién vi dién tir truyén qua (TEM), hé nano PLA-TPGS-Fes0,-Doxorubicin
¢6 dang gan nhu hinh cau & pham vi kich thudc tir 17,0 dén 19,8 nm (Hinh
3.2b). Cac dinh nhiéu xa tia X (XRD) (Hinh 3.3) d6i v6i FesO4 NPs xuét hién
0 20=30,74°, 35,86°, 43,38°, 54,04°, 57,3° va 63,02°, phu hop voi cac mat
phang (220), (311), (400), (422), (511) va (440) dic trung cho ciu triic Spinel
don pha cta hat nano FesOs. Sy c6 mat cua copolyme PLA-TPGS va
Doxorubicin trong hé nano MNDDS chi lam giam cuong d6 ctia cic dinh
nhiéu xa chir khong lam thay ddi vi tri clia cac dinh nhifu xa so véi cac hat
nano FesOs. Kich thudc tinh thé trung binh cua FesOs NPs va hé nano
MNDDS duoc tinh toan thong qua coéng thic Scherrer 1an luot 14 khoang
11,55 nm va 10,72 nm.
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IMS-NKL 5.0k 4 4mm x60.0k SE(M) 500nm R

Hinh 3.2. Anh (a) FESEM va (b) TEM cta hé nano PLA-TPGS-Fe;O4-

Doxorubicin
811 —— Fe;0, NPs
—— PLA-TPGS-Fe,0,-Dox
g i
;8.
[e]
5
]
(@]
T T T T T T T
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Hinh 3.3. Gian d6 nhiu xa tia X cta hat nano oxit sit tir va hé nano PLA-
TPGS-Fe;04-Doxorubicin

Tur @6 bao hoa (Ms) cua FesO4NPs ¢ 11 kOe 1a 66,1 emu/g. Tir do cua
hé nano PLA-TPGS-Fe3;04-Doxorubicin ¢ cac ti 1€ w/w Dox : FesOs NPs
khac nhau da giam so véi Fes0, NPs do anh hudng cia copolyme PLA-TPGS
bao boc Fe304 NPs va phén tir thudc Doxorubicin khi dugc nano hoa dong
thoi trén hé nano. Ca 5 hé nano PLA-TPGS-Fe3;04-Doxorubicin (MNDDS)
& cac ti 16 w/w Dox : FesO4 NPs khac nhau déu cho thay kha ning sinh nhiét
t6t trong diéu tri ung thu (dat ving Tmax > 50 °C ¢ 1500s) dudi tac dung cua
tir trudmg ngoai & cudng do 100 Oe, tin sb 340 kHz. Nhu vay, hiéu tng dt
nong cam tng tir ctia h¢ nano PLA-TPGS-Fe;04-Doxorubicin cé kha nang
tmg dung trong liéu phap nhiét trj lidu khéi u.
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3.4. Panh gia dong hoc va co ché giii phéng thude in vitro

Qua trinh giai phong in vitro ciia Doxorubicin tir hé nano PLA-TPGS-
Fe;04-Doxorubicin MNDDS4 phu thudc vao dé pH ctia méi truong, so véi
Doxorubicin ty do. Hon 95% Doxorubicin tu do dugc giai phong 6 at sau 1
gio dau tién ¢ ca hai moi truong pH. Nguoc lai, sy gidi phong Doxorubicin
tir hé nano cho thdy dong hoc giai phong hai pha. Pha thir nhat lién quan dén
viéc giai phong nhanh cac phén tir thudce dién ra trong 12 gio dau tién, trong
khi giai doan thtr hai 1a giai doan giai phong bén viing trong nhiing gio tiép
theo. Thudc Doxorubicin duoc giai phong tir hé nano theo mé hinh dong hoc
Weibull, phu thudc vao pH. Trong diéu kién pH axit, Doxorubicin duoc giai
phong theo co ché khuéch tan Fickian c6 dién. Trong méi truong pH sinh ly
7,4, Doxorubicin dugc giai phong do tac dong dong thoi cia co ché truong
no va dan mon cua copolyme PLA-TPGS.
3.5. Panh gia tac dung va co ché gy doc té bao ung thu

TAt ca nam hé nano PLA-TPGS-Fe;04-Doxorubicin déu ¢6 hoat tinh
gy doc té bao cao v6i gia tri ICso thap, dudi 2 ug/mL (Hinh 3.4). Hau hét
cac hé nano MNDDS déu c6 gia tri ICso thip hon Doxorubicin tu do, ngoai
trr h¢ MNDDS3 trén cac dong té bao HeLa, HGC-27 va PC3. Ngoai ra, sy
khac biét rd rét vé gia tri ICso gitra cac hé nano MNDDS va Doxorubicin tu
do dugc thé hién trén dong t& bao CCE-STTG1 (p<0,001). Nhing két qua
nay cho thiy hé nano PLA-TPGS-Fe;O4-Doxorubicin ¢ tiém ning trong
viéc diéu tri khdi u ndo & nguoi.

9.0

** _TDbox
F— I MNDDS1

8.5 Il VNDDS2
T I vNDDS3
. I MNDDS4

Il VNDDS5
*

A}

g

o
1
*
*

*k

*k

ICs0 (Hg/mL)
[
3

g
o
1

0.5 4

0 Hela HGC-27 CCF-%TTGl A549 PC3
Dong té bao
Hinh 3.4. Panh gia doc tinh té bao in vitro cua cac hé nano PLA-TPGS-
Fe;04-Doxorubicin va Doxorubicin tu do (**p<0,001; va *p<0,05, n=3)
Dé danh gia co ché gy doc té bao ung thu ciia hé nano PLA-TPGS-
Fe30,-Doxorubicin, kha ning bit giir chu ky té bao dugc danh gia nhd vao
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k¥ thuat sang loc ndi ham cao (High-content screening, HCS). Sur phan b
chu ky té bao & pha GO/G1 cua té bao HeLa duoc xir Iy bang Dox tu do 1a
28,68%, trong khi gia tri nay 6 nhém ddi ching am 1a 62,46%. Cac hé nano
PLA-TPGS-Fe;04-Doxorubicin (MNDDS) ¢ céc ti 1€ w/w Dox : FesOs NPs
khac nhau dan dén nhing thay d6i khac nhau trong c4u hinh chu ky té bao.
C6 sy gia tang s6 luong té bao ¢ pha GO/G1 ciia mau duoc xi Iy MNDDSI
(ty 18 Fe304 cao nhit) so v6i dbi chimg. Trong khi d6, d6i v6i 4 hé MNDDS
con lai, quan sat thay nhiéu té bao trong pha G2/M hon so véi ddi chig am.

CHUONG 4. HE DAN THUOC NANO PA CHUC NANG GAN
CHAT PHAT HUYNH QUANG HONG NGOAI GAN PLA-TPGS-
FesOs-Doxorubicin-Cyanine 5.5
4.1. Khao sat cac diéu kién ché tao hé din thudc nano da chirc ning PLA-

TPGS-Fe304-Doxorubicin-Cyanine 5.5

Hé dan thudc nano da chirc ning PLA-TPGS-Fe;0,-Dox-Cyanine 5.5
c¢6 kha ning phat huynh quang tét, v6i cac didu kién nhu sau: ti 16 Fes04 NPs
: APTES (w/w) = 10: 3; ti 1¢ Cyanine 5.5 : Fe3O04 NPs (w/w) = 0,05 : 1; nhiét
do6 70 °C; do pH 8,5; thoi gian phan tng 5 gio (Hinh 4.1).

Cyanine 5.5 NHS ester

NH, + Q O
NN SN

/ .
BF,
EDC, NHS o) o

Fe;04-NH,

Fe304-Cyanine 5.5

Hinh 4.1. So d6 phan tmg gin Cyanine 5.5 1én bé mit Fes04-NH;
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4.2. Dic trung tinh chit Iy, héa

Pho huynh quang trén hinh 4.2a cho thiy cac cuc dai phat xa chinh ¢
khoang 716 nm va 594 nm tuong tng véi Cyanine 5.5 va Doxorubicin. Sau
khi gin Cyanine 5.5, dinh phat xa dic trung ciia Cyanine 5.5 trong hé nano
PLA-TPGS-Fe30,-Cyanine 5.5 bi dich chuyén d6 (redshift) 6 nm so voi
Cyanine 5.5 ty do. Su dich chuyén d6 c6 thé duoc giai thich bang sy gia ting
kich thudc hat nano va su tuong tac giita cac hat nano oxit sit tir FesO4 va
Cyanine 5.5 sau khi gin, duogc bao boc trong copolyme PLA-TPGS. Trong
khi @0, sy dich chuyén xanh (blueshift) trén ph6 huynh quang ciia hé nano
PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 c¢6 thé 1a do sy twong tac giita Dox va
cac thanh phan Cyanine 5.5, FesO4 NPs, va copolyme PLA-TPGS trong hé
nano. Do nhiing tuong tac nay, cuong d¢ phat huynh quang cia ca hai hé
nano PLA-TPGS-Fe;04-Cyanien 5.5 va PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine
5.5 déu thdp hon so véi mau Cyanine 5.5 va Doxorubicin tw do. Hon nita,
cuong d6 phat huynh quang thip hon mét phan do anh huéng cia 16i FesOq
NPs gy ra hiéu tng dap tat huynh quang.

Cyaning & 5 b) Cyaring 5.5
—— Daonbicin T8 nm s
—— PLA-TPGS-Fe,0,-Cyaning 5.5 -

—— PLA-TPGS-Fe,0,-Dew-Cyanine 5.5

Cuong dg huynh quang (dvtd) &,
D& hip thy (dvtd)

400 500 800 700 800
Buwrére 3ong (nm) Budc song (nm)

Hinh 4.2. (a) Ph6 huynh quang va (b) phé UV—vis clia
hé nano PLA-TPGS-Fe30,-Dox-Cyanine 5.5 va cc chat thanh phan

Phé hip thu UV-Vis cta cac hé nano trude va sau khi gin Cyanine 5.5
va mang thudc Doxorubicin dugc trinh bay trén Hinh 4.2b. Cyanine 5.5 tu
do c6 cuc dai hip thy dién hinh & budce song 675 nm. Diéu thi vi 1a cuc dai
hap thu cua ca hé nano PLA-TPGS-Fe;0,-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-
Fes04-Dox-Cyanine 5.5 déu ¢ ving hong ngoai gan véi do dich chuyén do
15 nm tir 675 dén 690 nm. Sy dich chuyén d6 trong ph6 hip thu cua hé nano
c6 thé duogc giai thich bang sy hinh thanh lién két NH-CO giita phan tir
Cyanine 5.5 va nhdm NH; trén bé mit FesO4 NPs sau khi chirc niang hoa
bang APTES, dit phan tir Cyanine 5.5 vao méi trudng ky nude hon do tinh
chat ky nudc ctia Fe3O4 NPs va chudi PLA ctia copolyme PLA-TPGS.
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Hinh 4.3 thé hién anh TEM cia cac hé nano PLA-TPGS-FesO,-
Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5. Co thé thdy rang cac
hat nano c6 dang hinh ciu 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 thude hep. Kich
thude trung binh cua cac hat nano PLA-TPGS-Fe;04-Cyanine 5.5 va PLA-
TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 dugc do tir anh TEM bang phdn mém ImagelJ
lan luot 12 12,19 + 1,81 nm va 13,16 £ 2,16 nm.

]
550 PLA-TPGS-Fe O -Cyanine 5.5
#{D=12.19 £ 1.81 nm

R
kinh (nm)

e
Buéng

{
otimg Ko (s
Hinh 4.3. Anh TEM va biéu db phan bé kich thudc cta hé nano (a) PLA-
TPGS-Fe;04-Cyanine 5.5 va (b) PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5

Gian d6 XRD cua hé nano PLA-TPGS-Fe3;04-Dox-Cyanine 5.5 va
PLA-TPGS-Fes04-Cyanine 5.5 (Hinh 4.4a) cho thay 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 voi pha Spinel 1ap phuong nghich dao cua
Fes04 (magnetit, JCPDS s6 85-1436), chimg t6 rang su hinh thanh hé PLA-
TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Fe;0,-Cyanine 5.5 khong anh
hudng dén cdu trac tinh thé cua hat 161 nano tir FesOs. Két qua nay dan dén
viéc bao toan céc tinh chét tir caa hé nano, diéu nay co thé théy o & cac két
qua nghién ciru tiép theo.

Tir d6 bo hoa (Ms) 1a khoang 67,4 emu/g ddi v6i hat nano FesOy4 &
nhiét 6 phong. Tuy nhién, ttr 6 bao hoa ctiia FesO4 NPs sau khi dugc phu
boi copolyme PLA-TPGS trong hé dan thudc nano da chirc ning da giam
dang ké. Hinh 4.4b cho thiy cac gia tri tir 46 bdo hoa cia cac hé nano PLA-
TPGS-Fe30,-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 lan luot 1a
54,6 va 38,6 emu/g. Gia tri Ms thép hon cua ca hai hé nano 1a do cac thanh
phan copolyme hop PLA-TPGS, Cyanine 5.5, va Doxorubicin 1a cac chat
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khong tir tinh, nhu vy tong momen tir trén mot don vi khéi lugng giam dén
deén giam tir d§ bao hoa.

80
a) | Fe,0, NPs b) ——Fe,0, NPs
—— PLA-TPGS-Fe,0,Cyanine 5.5 - PLA-TPGS-Fe.0
—— BLA-TPGS-Fe,0,-Dox-Cyanine 5.4 Cyanine 55 A
) 311 w0 | ——PLA-TPGSFe,0,
k=) (511) — Dox-Cyanine 5.5
s | e h (400) (422 _gza
=] NMW Wty mm'i a0
c fl = N
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Hinh 4.4. (a) Gian d6 XRD va (b) duong cong tir tré ciia FesO4 NPs, cac hé
nano PLA-TPGS-Fes;04-Cyanine 5.5 va PLA-TPGS-Fez04-Dox-Cyanine
5.5 6300 K.

4.3. Panh gia dong hoc giai phéng thudc in vitro
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Hinh 4.5. Pong hoc giai phong thudc in vitro cua Doxorubicin tir PLA-
TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5 trong cac dung dich pH 7.4, 6,5 va 5,0
DPong hoc giai phong thude cho thiy rd rang sy giai phong Dox phu
thudc vao do pH tur h¢ nano nay (Hinh 4.5). Su gidi phong Dox ¢ pH sinh 1y
rat cham, voi mirc giai phong ban dau khoang 9% trong 8 gid diu tién va chi
giai phong 28,33% trong 96 gid. Toc do giai phong duge chét tang khi gia
tri pH giam. Toc d6 giai phong duoc chit & pH 5,0 va 6,5 tang 1d rét hon so
v6i pH 7,4. 48% Dororubicin dugc gidi phong ¢ pH 6,5 trong vong 96 gio
va tang 1én 72,47% & pH 5,0. Két qua nay cho thy rang hiu hét Doxorubicin
dugc nano hoa trong hé dan thudc nano da chirc nang giai phong chdm ¢ pH
7.4; co kha nang gitr 6n dinh tuong dbi trong huyét trong sau khi tiém, lam
giam dang ké kha nang tac dung phu toan than 1én cac mé khoe manh. Nguoc
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lai, sw giai phong Dox nhanh hon s xay ra sau khi h¢ thdng nano xam nhap
vao khoi u, do d6 pH thap hon nhiéu (5,0 dén 6,5) so voi pH sinh ly.
4.4. Panh gia tac dung va co che gy doc té bao ung thw

B G2M (%) b

a) | — )
G1 (%) PLA-TPGS-Fe,C.-Dox-Cyanine 5.5 NPs
Bl suwci ) Gy/S Checkpoint

"
G
Doxorubicin
CellCycle  ——ti
2/M Checkpoint <

s

% of cell populatuion

Cyanine
55

Cyanine 5.5 }

Dox tv do

C)  ()Pdiching

PLA-TPGS-Fe;04-Cyanine 5.5

PLA-TPGS-Fe;0,-Dox PLA-TPGS-Fe;0,-Dox-Cyanine 5.5 PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5
Sy I F - - Y ¢ : e 3t

Hinh 4.6. (a) Phan b chu ky té bao, (b) So d6 minh hoa co ché gay doc té

bao cua timg thanh phan Doxorubicin, Cyanine 5.5 va FesOu; (¢) Chup anh

ddng tiéu bon hé nano trén dong té bao CCF- SSTGI (d6 phong dai 20 lan,

camera SCMOS). Miii tén mau dé cho thdy cdc té bao dwoc cam vmg dé trai
qua qua trinh apoptosis.

Vai trd gdy doc t& bao ciia cic hat nano FesOs, Doxorubicin va
Cyanine 5.5 trong cac hé nano bang k¥ thuat do té bao dinh luong, con goi
1a phén tich sang loc ndi ham cao (High-content screening, HCS). Hinh 4.6
cho thay Dox ty do di bt giit chu ky té bao trong giai doan G1 cua té bao
ung thu biéu mo nio (CCF-STTG1) ting 67,02%. Su két hop ctia Cyanine
5.5 va Dox trong hé nano PLA-TPGS-Dox-Cyanine 5.5 da lam giam sé
lwong té bao trong pha G1 xudng 53,23% va ting sd lugng té bao trong pha
G2/M 1én 34,44%. Nguoc lai, sy phan bd chu ky té bao & pha G2/M cua té
bao CCF-STTG1 dugc xu 1y biang PLA-TPGS-Fe;O,-Cyanine 5,5 la
49,69%, trong khi & nhom dbi chimg (-) 12 30,5%. So v&i nhém ddi ching,
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hé nano PLA-TPGS-Fe30,-Dox-Cyanine 5.5 lam ting ty 1¢ té bao ¢ pha
G2/M cao hon h¢ nano PLA-TPGS-Fez04-Dox, voi ty 1€ lan luot 1a 42,12%
va 40,79%. Nhu vay, két qua cho théy cac hat nano FesO4 va Cyanine 5.5¢6
tac dung e ché su phat trién ctia té bao, gy ra sy ngimg chu ky té bao ¢ pha
G2/M dbi véi cac té bao ung thu biéu mo ndo. Hinh 4.6¢ cho thay tat ca cac
hé nano déu gay ra apoptosis trong cac t& bao CCF-STTGI (mii tén mau
d6), cho thay sy hién dién cua cac té bao chét. Nhitng két qua ddy hira hen
nay xac nhan kha ning tham nhap té bao hiéu qua ctia hé nano da chirc ning.

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
5.1. Panh gia kha nang tang d§ twong phan trong chup cdong huwéng tir

hat nhan MRI

Mot trong nhirng tiém ning tmg dung quan trong cua hat nano FesOq
1a kha ning tang d6 tuong phan anh chup cong huong tir MRI. Van dé dit ra
1a khi két hop FesO4 trong mot hé nano da chire ning cing véi tac nhan hoa
trji Doxorubicin (Dox), chit phat huynh quang hdng ngoai gin, va duogc boc
boi copolyme PLA-TPGS, thi kha néng tang d¢ tuong phan anh MRI 6 con
hiéu qua va kha nang ung dung hay khong. Vély thuyet dé hat nano Fes0,4
hoat d6ng nhu mot chat twong phan MRI thanh cong, can phai co sy trao doi
hiéu qua gitra nudc hodc cac thanh phan polyme. Do dé, kha ning ting cudng
d6 twong phan MRI ctia hat nano Fe3O4 va cac hé nano PLA-TPGS-Fe304 ¢
hoic khong c6 Dox va Cyanine 5.5 trude hét duge danh gid in vitro trén thiét
bi cong hudng tir MRI 7 T ¢ nhiét d6 phong.

Fe,0,NPs PLA-TPGS-Fe;0, PLA-TPGS-Fe;0,-Cy5.5 PLA-TPGS-Fe;0,-Dox  PLA-TPGS-Fe;0,-Dox-Cy5.5
C
wh
0.02 00 C
[
“- ' .‘.
-
e

Hinh 5.1. Hinh anh chup céng huéng tr MRI cua cac h¢ nano theo ché do
trong T1 va trong T2 & cac nong do khac nhau cua Fe

T,-weighted image

T,-weighted image
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Hinh 5.1 1a 4nh cong huong tu cua cac hé nano FesOs, PLA-TPGS-
Fes0s, PLA-TPGS-Fe;04-Cyanine 5.5, PLA-TPGS-Fe;04-Dox, va PLA-
TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5 & cac nong do: 0,02 mM, 0,05 mM, 0,1 mM,
va 0,2 mM (tinh cho nguyén t Fe) theo ché dé trong T1 (trai), T2 (phai). C6
thé thiy rd tin hiéu ti ting din theo ndng d6 Fe trong cac hé nano c6 trong
cac giéng so véi ddi chimg agarose 1% (giéng 0). Bang 5.1 cho thay ty 1¢
r2/r1 duoc xac dinh bﬁng thyc nghiém theo thir ty PLA-TPGS-Fe;0.-Dox-
Cyanine 5.5 (375,9) > PLA-TPGS-Fe30;4-Cyanine 5.5 (325,4) > PLA-TPGS-
Fes04-Dox (302,1). Nhitng két qua tha vi nay cho thiy ciu tric hoa hoc cta
Cyanine 5.5 va Doxorubicin gop phan dang ké vao viéc ting cudng kha ning
héi phuc T2 ctia hat nano FesOs, co ché dwoc mé ta trong hinh 5.2.

Bang 5.1. Gia tri ¢ hoi phuc 11, Iz va ty s6 ra/rs

Mau r; (st mMY) ri (st mM?) ra/ry
FesO4 NPs 198,88 0,9725 204,5
PLA-TPGS-Fe;0, 237,13 0,8717 272,0
PLA-TPGS-Fe;0,4-Cyanine 5.5 249,92 0,768 325,4
PLA-TPGS-Fe;0,-Dox 282,21 0,9343 302,1
PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5 305,83 0,8135 375,9

Lép cau ngoai

Lép céau thir hai
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Hinh 5.2. Co ché anh hudng ciia Doxorubicin va Cyanine 5.5 dén kha ning
twong phan anh MRI cua hé nano da chirc ning

Trong ludn an nay, bén canh viéc danh gia do tudng phan anh MRI in

vivo, chung t6i phan tich sdu hon dé danh gia hiéu qua hudng dich thu dong

trong khéi u dai trang CT26 bang cach dinh lwong tinh hi¢u trén hinh anh

MRI trong T2*, sir dung phuong phap xur 1y %lo2s. Cac vung quan tam (ROI)

duoc v trén ting lat cat ciia khdi u trén hinh anh MRI (Hinh 5.3a, ¢) va thu
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dugc phan bd cudong do pixel cho ting lat cit. Tong hop cac dd thi phan bd
cuong do6 pixel nay dua ra phan bd cuong do pixel duy nhat cho mdi khdi u
nhu trong Hinh 5.3b, d. Hinh 5.3e cho thdy ty 1é phan tram pixel dudi Ioz5 6
su khac biét dang ké (p<0,001) gitra chudt khong dugc ti€ém va chudt sau 4h
tiém vat liéu nano, twong tng 1a 3,35 va 13,82%. biéu nay phan anh sy tich
lity thu dong hiéu qua cta vat liéu nano trong cac khdi u nay.

b) w Nano ‘

d =

100

Pai chimg

000 000 8000 1000D 12000 14000 15000 18000
intensit

Ty 1é phan tram pixel

dudi glé ‘I’i |u,25 '

Kidi u B4 ching Knéi u duwe @b tinane

Hinh 5.3. Phuong phap %lo 25 xir 1y dir liéu tir hinh anh MRI véi ché do
chup trong T2* dé danh gia su tich liy in vivo ctia hé nano PLA-TPGS-
Fes04-Dox-Cyanine 5.5 trong cac khdi u. a) Hinh anh MRI & chudt sau 4
gio tiém; b) Phan b cuong d6 MRI lién quan dén khéi u sau 4 gio tiém. 9)
Hinh anh MRI & chudt d6i chimg; d) Phan b cuong d6 MRI lién quan dén
khéi u & chudt dbi chung. e) Tom tt ty 16 phan tram pixel dudi Iozs trén
hinh anh khdi u MRI. Kiém dinh Mann-Whitney phan phdi phi gaussian:
*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.

5.2. Panh gid sw phan b in vivo bing ky thudt optical bioimaging
Dé nghién ctru su phén bo sinh hoc in vivo cua h¢ dan thude nano da
chuc nang gan chat phat huynh quang hong ngoai gan, chudt mang khoi u
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CT26 dugc tiém tinh mach mat (hinh 5.4a) 150 uL PLA-TPGS-Fe;04-Dox-
Cyanine 5.5 (twrong duong 0,065 mM Cyanine 5.5). Hinh 5.4b mo6 ta phan
b in vivo theo thoi gian ctia hé nano PLA-TPGS-Fe30,-Dox-Cyanine 5.5 tai
cac mdc thoi gian: 5 phut, 15 phut, 30 phut, 1 gio, 3 gio, 6 gio, va 24 gid sau
tiém. Tin hiéu huynh quang dugc phan tich bang phian mém M3 vision
software (BioSpace Lab, France) va duoc biéu thi dudi dang d0 btrc xa trung
binh (average radiance, ph/s/cm?/sr).

a) Chup &nh huynh quang
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Hinh 5.4. (a) So d6 b6 tri thi nghiém in vivo, (b) su phan b in vivo theo
thoi gian ctia hé nano PLA-TPGS-Fe30,-Dox-Cyanie 5.5 trén mo hinh
chudt mang khdi u CT26, (c) dinh lugng tin hiéu huynh quang tai khéi u va
cac co quan cua chudt, va (d) ty 1€ tin hiéu khéi w/ gan va gan/thin

Ngay sau 5 phut tiém, da bat dau quan sat duoc tin hiéu huynh quang,
cao nhat ¢ khoi u, sau d6 1a gan, than, va lach (hinh 5.4c). Cudong d6 huynh
quang tai kh6i u, gan va than ting dan theo thoi gian. Sau 3 gio tiém, tin hiéu
cao nhit ¢ khdi u, sau d6 1a gan. Két qua nay ciing twong thich véi két qua
dinh Iugng MRI 6 trén, cho théy hiéu qua hudng dich thu dong tdi vi tri khdi
u ctia hé nano da chirc ning PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5. Bong thoi,
tin hiéu huynh quang cao & gan cho thiy mot phan hé nano da tich liiy trong
gan, 1a co quan chiu trach nhiém loai bo cac vat la khoi hé tudn hoan. Piéu
thti vi 14 tin hiéu huynh quang & than dat cao nhét 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 cuong do huynh quang cao nhat & than cua chudt, sau do la
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gan va lach. Két qua nay cho thiy hé nano nay da bat dau bi dao thai khoi co
thé va thoi gian ton tai trong co thé ctia hé nano nay it nhét 1a 24 gio. Cuéi
cung, tin hiéu huynh quang & lach rat thap, khong thay d6i dang ké trong sudt
thoi gian 24 gio. Nhimg két qua ndy chung t6 rang hé nano PLA-TPGS-
Fes04-Dox-Cyanine 5.5 13 mot hé dan thudc nano da chure nang day htra hen
tmg dung chup anh phéan b sinh hoc in vivo NIR trong y sinh.

5.3. Panh gia tac dung héa tri bing ky thuit phat quang sinh hoc
(Bioluminescence)
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Hinh 5.5. Banh gia tac dung hoéa tri ctia vat liéu nano PLA-TPGS-Fe;0,-
Dox-Cyanine 5.5 bang hinh anh phat quang sinh hoc. (a) So d6 thi nghiém;
(b) Khdi luong chudt; (c) Chuot dai dién cua tirng nhom thtr nghi€ém cho
thdy hoat dong luciferase trong khéi u; (d) Kich thudc khéi u; () Hoat
dong luciferase trung binh trong khéi u voi do 1éch chuén. Tin hiéu
luciferase dd dugc chudn hoa véi tin hiéu trude khi diéu tri.

Trong luan an nay, chung téi stt dung hinh anh phat quang sinh hoc
luciferase dé danh gia phan tmg cua khdi u véi tic dung hoa tri ciia hé dan
thuéc nano da chic ning PLA-TPGS-Fe30,-Dox-Cyanine 5.5. Vi gen
luciferase duoc chén vao gen chi thi khdi u CT26 nén chung s€ luén dugc
biéu hién cing nhau. Do d6 sau khi tiém luciferin, tin hiéu phat quang sinh
hoc chi duoc tao ra trong cac té bao ung thu tai vi tri khéi u do hoat dong cia
luciferase. Cuong d6 tin hi¢u phat quang sinh hoc cho phép danh gia kha
nang song sot cua té bao ung thu (hinh 5.5). O chudt duoc tiém PLA-TPGS-
Fe304-Dox-Cyanine 5.5, tin hiéu huynh quang gidm di nhanh chong sau 72
gi0, cho théy su mat hoat dong cua luciferase. Nguogc lai, cuong do phat
quang sinh hoc & nhitng con chuét dugc tiém PLA-TPGS-Fe;04-Cyanine 5.5
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giam khong déng ké so véi nhom ddi chimg dugc tiém dung dich PBS (su
khac biét khong cé ¥ nghia théng ké, p > 0,05). Diéu nay chimg minh tac
dung hoa tri ctia hé dan thudc nano da chtic ning PLA-TPGS-Fes04-Dox-
Cyanine 5.5 da lam (rc ché sy phat trién ctia khdi u hiéu qua, thiy rd tac dung
sau 72 gio tiém.

5.4. Danh gia tac dung nhiét tir tri
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Hinh 5.6. (a) So d thi nghiém danh gi4 tic dung nhiét tir tri in vivo; (b)
theo d&i khdi lwong chudt; (c) do kich thudc khdi u trén chudt; (d) thé tich
khdiu (* p <0,05; ** p <0,001)

Sau 4 lan diéu tri, kich thudc khéi u & nhom (tiém PLA-TPGS-Fez04-
Dox-Cyanine 5.5 + chiéu tir trudng) khac biét 15 rét so voi cac 16 ddi chimg.
Thé tich khdi u dat 3077 + 280 mm®, khac biét dang ké so véi nhoém ddi
chtng am (p < 0,001), va cac nhom con lai (p < 0,05). Két qua nay cho thay
tac dung hiép dong khi két hop hoéa tri (Dox) cung liéu phap nhiét tir tri
(FesO4 + chiéu tir truong) trong hé nano da chirc ning gin Cyanine 5.5 (hinh
5.6). Cung voi nhitng két qua trude, két qua nghién ctru nay mot lan nita
khing dinh phuong phéap nhiét tir tri sir dung hat nano FesO4 két hop voi tac
dung hoa tri ciia Doxorubicin 1a phuong phap trién vong trong diéu tri ung
thu.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

Luén an da tap trung nghién cuu ché tao hé dan thudc nano da chuc
nang gin chat phat huynh quang hong ngoai gan Cyanine 5.5 trén co s&
copolyme PLA-TPGS. Trong d6, hé nano PLA-TPGS-Fe;04-Doxorubicin-
Cyanine 5.5 gdm cac chic nang: (1) mang thudc Doxorubicin, (2) ting
cuong do twong phan anh MRI, (3) tac dung hoa tri cia Doxorubicin, (4) tac
dung nhiét tir tri, (5) theo dai su phan b in vivo va hiéu qua diéu trj bang k§
thuat hinh anh quang hoc. Tir cac két qua nghién ctru chi tiét va cac thao luan
thich hop, mét s6 két luan chinh dugc rat ra nhu sau:

1. Pi ché tao va dic trung dugc hé nano da chirc ning mang dong thoi
Doxorubicin va FesOs, trong d6 ti 1¢ Dox : FesOs NPs 1a 1 : 1 w/w. Hé nano
PLA-TPGS-Fes04-Dox thu dugc c6 dang hinh cau, kich thudc tiéu phan
trung binh 17 - 19,8 nm, hiéu sudt nano hoa dat 91.05 + 0.8 %, kha ning
mang thuc Doxorubicin dat 31.28 + 1.64 %. Thudc Doxorubicin duoc giai
phong tir hé nano theo mo hinh dong hoc Weibull, co ché gidi phong thude
phu thudc vao pH. Hé nano PLA-TPGS- Fego4-D0X0rub|C|n co tac dung gay
doc té bao ung thu hiéu qua, c6 kha nang xam nhép té bao va sinh nhiét tot,
g dung trong nhiét tir tri. Trén dong té bao ung thu cd tir cung HeLa, h¢
nano co ty 1& FesO4 cao, gy doc té bao theo co ché bt giir té bao ¢ pha
GO0/G1. Trong khi, cac hé nano c6 ty 1¢ Doxorubicin cao hon, s€ gdy doc té
bao theo co ché bit giir t& bao & pha G2/M.

2. Pi ché tao va dic trung duoc hé nano da chirc ning gin chat phat
huynh quang hong ngoai gan Cyanine 5.5, v6i cac thong s6 ki thuat nhu sau:
ti 1€ Cyanine 5.5 : FesOs NPs w/w =1 : 20, ti 1¢ Fes04 NPs : APTES w/w =
10 : 3, nhiét do 70 °C & budce ghép APTES, pH 8,5 va thoi gian 5 gio ¢ bude
gin Cyanine 5.5. Hé nano PLA-TPGS-Fe304-Dox-Cyanine 5.5 thu dugc co
dang hinh cdu, véi kich thudc trung binh 13,16 + 2,16 nm, c6 do 6n dinh tbt,
thé hién kha ning phat huynh quang manh, cho thay tmg dung tiém ning ciia
ching trong y sinh. Su két hop ciia 3 thanh phan Doxorubicin, FesOa, va
Cyanine 5.5 trong hé dan thudc nano da chirc ning gay ra su chét té bao theo
chu trinh trén cac dong té bao ung thu thuc nghiém.

3. Pi danh gia duoc su phan bd in vivo ciia hé nano da chirc ning gin
chat phat huynh quang hong ngoai gan trén mo hinh chudt gay khdi u dai
trang CT26 bang phuong phap hinh anh quang hoc (optical blolmaglng) H¢
nano PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5 phan bd tap trung tai khéi u hiéu
qua, dat cao nhat sau 3 gid tiém, sau d6 duoc thanh thai qua gan, lach va
than.

4. Dba danh gia dugc kha nang tang d¢ tuong phan trong chup anh cong
huong tir MRI. Doxorubicin va Cyanine 5.5 khi két hop trong hé nano da
chtiic nang PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5 lam tang hiéu tng tuong
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phan T cua hat nano FezOs. Pinh Iugng tin hi¢u hinh anh MRI trong T>*
bang phuong phap %lo 25 cho thiy su tich lily thu dong hiéu qua ciia hé nano
& vi tri khéi u, v6i ty 18 phan tram pixel dudi Iozs ¢ su khac biét dang ké (p
<0,001) giita nhém ddi chimg (3,35 %) va nhom diéu trj (13,82 %).

5. Da danh gia dugc tac dung hoa tri va nhiét tur tri cia hé dan thube
nano da chirc ning trén mé hinh in vivo. Tac dung hoa tri sau 72 gio diéu tri
hé nano da chirc nang PLA-TPGS-Fe;04-Dox-Cyanine 5.5 dugc quan sat rd
rang bang phwong phap phat quang sinh hoc bioluminescence. Hon nita, hé
nano PLA-TPGS-Fe3;0s-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 trudng cuong
d6 150 Oe, tan sb 450 kHz va thoi gian chiéu tir truong nhiét tri 1a 30 phat.

Trén co s& d6, chung t6i dé xuat mot sé kién nghi sau day:
1. Nghién ciru dic tinh duge luc hoc, duge dong hoc in vivo cia hé dan
thudc nano da chirc nang gin chét phat huynh quang hdng ngoai gan.
2. Tién hanh cac tht nghiém sau hon, nham phat trién hé dan thudc nano
da chirc niang gan chat phat huynh quang hong ngoai gan tmg dung trong
chin doan va diéu tri ung thu.

NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

1. B3 ché tao thanh cong hé din thube nano da chirc ning mang dong
thoi hat nano oxit sit tir FesOs va thuéc Doxorubicin, trén chdt mang
copolyme PLA-TPGS.

2. P ché tao thanh cong hé dan thudc nano da chtrc ning mang dong
thoi hat nano oxit st tir FesO,, thubc Doxorubicin, va gin chit phat huynh
quang hong ngoai gan Cyanine 5.5, trén chit mang copolyme PLA-TPGS.

3.Pa danh gia duoc sy phan bd in vivo ciia hé dan thude da chirc ning
thong qua kha nang phat huynh quang hong ngoai gan cua Cyanine 5.5 trén
md hinh chudt gay khéi u dai trang CT26. Cac co quan nhu gan, lach va than
dong vai tro trong qua trinh chuyén hoa va thai trir cia hé nano nay.

4. Pba danh gia dugc kha nang tang d6 twong phan trong chup anh cong
huong tir MRI, tin hiéu hinh anh MRI trong T2* duoc dinh lwong bang
phuong phép %lozs cho thiy sy tich liy thu dong hiéu qua ciia hé nano & vi
tri khéi u, voi ty 18 phan tram pixel dudi Iozs co su khac biét dang ké (p <
0,001) gitra nhom ddi ching (3,35 %) va nhom diéu tri (13,82 %).

5. Pa danh gia duoc tic dung hoa tri ciia hé dan thudc nano da chirc
ning bang k¥ thuat phat quang sinh hoc bioluminescence.

6. ba danh gia duoc tac dung nhiét tir tri cua hé dan thudc nano da
chirc ning, cho thay tac dung hiép dong khi két hop hoa tri va nhiét tir tri.
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