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MO DAU
1. Ly do chon dé tai

Khiém khuyét xwong vén ludn 1a mét tinh trang bénh 1y phd bién trong linh vuc
y hoc. Pic biét 1a cac trudng hop khiém khuyét xuong nghiém trong do cac bénh 1y nhur
uxuong, lodng xwong, hofic tai nan giao thong khién cho xuong mat di kha niing tu chita
lanh. Céc phuong phép diéu tri truyén théng nhu cdy ghép xuong tu thén, dong loai va
di loai tuy ¢6 thé mang lai hiéu qua nhét dinh tuy nhién van ton tai nhiéu han ché nhu
thiéu ngudn cung, nguy co tiém an vé truyén nhidm bénh va bj ddo thai boi hé mién
dich. Do d6, viéc phat trién céc vat lidu sinh hoc thay thé ¢6 kha niang hd trg qud trinh
tai tao xuong hi¢u qua da va dang 1a mot huéng nghién ciru duge quan tdm rong rai trén
toan thé gidi. Xwong ty nhién 12 mot cdu tric composit vé co — hiru co phtc tap, trong
d6 pha v6 co chii yéu 1a hydroxyapatit (HA) déng vai tro cung cép do cimg va kha ning
chiu lyc, trong khi pha hitu co chu yéu 1a collagen tao nén tinh dan hdi va méi rudng
thuan lgi cho hoat dong té bao. Su phdi hop hai hoa gitra hai pha nay déng vai trd quyét
dinh d6i v6i cdu tric, co tinh va chire ning sinh hoc cia md xwong. Vi vay, viée thiét
ké cac hé vat lidu c6 kha nang m6 phong ciu tric composit tu nhién cia xuong dugc
xem la mdt chién lugc day tiém nidng trong linh vuc tai tao mé xuong.

Trong sb céc loai vat liéu sinh hoc, gbm sinh hoc va dic biét 1a HA duoc xem la
mot trong nhitng vat li¢u nén tang trong tai tao xuong nho thanh phe“m hoa hoc va ciu
triic tuong tu v6i pha khoang cua xuong tu nhién. Tir [du, HA di dugc ching minh 1a
c6 tinh tuong thich sinh hoc cao, kha ning din tao xwong hidu qua va hd tro tdt cho qué
trinh khodng hoa. Pic biét, HA & kich thude nano s& md phong duoc kich thude thue té
cua pha khodng trong xwong ty nhién, dong thoi cho thiy kha nang tuong tac tdt hon
v6i té bao va cai thién tinh chét sinh hoc cta vat lidu. Tuy nhién, HA nhin chung van ¢6
moét s6 nhuoe diém nhu tinh gion, va kho tao hinh trong céc ing dung lam sang phic
tap.

D¢ khic phyc nhing han ché nay, mét hudng tiép can dugce xem 1a tiém ning la
két hop HA vdi cac polyme sinh hoc nhim tao thanh hé vat ligu composit v6 co - hiru
co. Trong do, vat liéu hydrogel dua trén nén cac polyme ty nhién nhu collagen, gelatin
hay chitosan,... rat dwgc quan tdm nho tinh tuong thich sinh hoc cao, kha nang phan
huy sinh hoc t6t va c6 cAu triic twong tur véi chit nén ngoai bao, tir d6 tao diéu kién thuén
lgi cho té bao bam dinh va phét trién. Tuy nhién, c4c vét liéu hydrogel thudmg cé dd bén
co hoc thép va thiéu di kha nang ho trg tai tao xuong hiéu qua. Do do, viéc gia cuong
vit lidu hydrogel bang pha v co va dic biét 1a HA dé néng cao hiéu qua img dung dwoc
xem la diéu cin thiét. Bén canh d6, viéc bién tinh céc polyme sinh hoc bang cac hop
chat gidu nhém chic nhur axit gallic hodc axit tannic duge chd ¥ nhu mdt chién luge
hi¢u qua nhim cai thién tinh chat ctia hé vat lidu. Cac hop chét giau polyphenol nay
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khong chi ¢6 kha ning tao lién két hydro ma con ¢6 kha nang hinh thanh lién két phdi
tri v&i ion kim loai, tir d6 tang cuong mat do lién két ngang va do 6n dinh cua mang ludi
hydrogel. Pdng thoi, viéc lua chon ion kim loai phit hop con ¢6 thé mang lai cac tinh
chét chirc nang bd sung nhu kha nang khéng khuin hay kha nang hd tro qua trinh tai tao
xuong.

Trong bdi canh do, dé tai nay tap trung vao viéc phat trién mot hé vat lidu
nanocomposit hydrogel dya trén su két hop giita hydroxyapatit két hop voi hydrogel
nén gelatin lién két ngang bing ion kim loai. Céch tiép c4n nay khong chi tan dung duoc
tinh chét sinh hoc ctia HA trong vai tr0 vé co ma con khai thac kha nang tao mang linh
hoat va da chirc nang cta hydrogel, tir dé hudng 161 viée xay dung mot hé vat liéu md
phong ciu tric vo ¢o - hitu co clia xuong t nhién va ¢6 tiém ning tng dung trong tai
tao Xxuong
2. Muc dich nghién ctru

Phét trién hé vt liéu nanocomposit hydrogel trén co s& nano hydroxyapatit tir vo
trimg ga va hydrogel nén gelatin bién tinh axit tannic, ¢6 bb sung ion Bi** nhim mo
phong hé da thanh phén cua mo xuong tu nhién, dinh hudng trong irng dung tai tao mo
Xuong.

Muc tiéu nghién ciru cu thé :

- Thu nhan nano hydroxyapatit tir vé tring ga (nHAE) c¢é thanh phén, cdu trac tinh
thé va dac tinh bé mit twong dong véi khoang xuong ty nhién.

- Ché tao thanh cong vit ligu composit nHAE/Gel-TA lién két ngang bing ion Bi**
véi d6 bén co hoc, d 6n dinh céu tric va ddong hoc phan huy phu hgp cho méi
trudng tai tao xuong.

- Xéc lap tinh tuong thich sinh hoc va kha niing hd trg cic dap tmg té bao in vitro,
hudng t6i tiém ning (mg dung trong ti tao mo xuong.

3. N¢i dung nghién ciru

Luén van bao gébm 3 ndi dung chinh:

Noi dung 1: Tong hop nano hydroxyapatit vo trimg (nHAE)
- Cong viée 1.1: Xay dung quy trinh va téng hop nHAE
- Cong viéc 1.2: Panh gia tinh chat hod 1y co ban ciia nHAE
- Cbng viée 1.3: Thir nghiém té bao in vitro d6i véi nHAE

Noi dung 2: Tong hop hydrogel nén gelatin (Gel)
- Cong viée 2.1: Tdng hop hydrogel nén gelatin
- Céng viéc 2.2: Panh gia tinh chét co hoc, hod ly co ban cta Gel
- Cong viéc 2.3: Thir nghiém té bao in vitro dbi véi Gel

Noi dung 3: Ché tao vét liéu composit nHAE két hop hydrogel nén gelatin bo
sung ion kim loai (nHAE/Gel-MI)
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- Cong viée 3.1: Xay dung quy trinh va tong hop vét lidu composit
nHAE/Gel-MI

- Cong viéc 3.2: Pénh gia tinh chat co hoc, hod 1y co ban cia vat liéu
composite nHAE/Gel-MI

- Codng viée 3.3: Panh gi4 hoat tinh sinh hoc ciia nHAE/Gel-MT

- Cong viéc 3.4: Thir nghiém té bao in vitro d6i véi nHAE/Gel-MI

4. Co s& khoa hoc va tinh thue tién cia dé tai

De tai dua trén nguyén Iy 1a két hop giita cac thanh phan vo co va hitu co dé mo
phong lai cc pha thanh phén trong xuong ty nhién. Hydroxyapatit 1a vat liéu ¢6 thanh
phan va cdu triic trong ty nhu pha khoéang ctia xuong tw nhién, ¢ kha néng tuong thich
sinh hoc va dan tao xuong t6t. Trong khi dé, gelatin 1d mot dang polyme thuy phén ctia
collagen, né ¢6 cdu tric va tinh chét twong ddi giéng v6i pha hitu co trong xuong tw
nhién. Pong thoi, trén bé miit clia gelatin ¢6 cac nhém chire dé phan tmg véi cac nhém
chtrc ning lam co s& cho viée ché tao hydrogel da chirc ning tuy theo hé vat liéu mudn
huéng téi nhitng tinh chét cu thé cho ting vi tri xuong thuong tén. Vay nén, viéc két
hop nano hydroxyapatit va hydrogel nén gelatin ¢6 thé cai thién vé tinh chit co hoc va
hoat tinh sinh hoc cua hé vat liéu.

Tinh thye tién cta dé tai nam & chd vat liéu composit hydrogel ¢é tiém nang (ing
dung trong linh vyc tai tao xuong nho kha nang phan huy sinh hoc, tuong thich té bao
va hd trg qua trinh tai tao xuong. Bén canh dé, viée st dung cac nguén nguyén liéu tu
nhién nhu gelatin va nano hydroxyapatit tir ngubn tu nhién c6 thé gitp giam chi phi va
tang tinh than thién méi trudng, phtt hop véi dinh huéng phét trién vat liéu y sinh xanh,
an toan va hi¢u qua.

S. Nhimg déng gop ciia ludn van

Luén vin s& dong gép quy trinh ché tao vt liéu composit trén nén hydrogel
gelatin két hop véi nano hydroxyapatit. Dong thoi cung cép céc co s vé viée danh gia
cac tinh chat hod Iy va sinh hoc ctia vét lidu. Két qua nghién ciu s& gép phén cung cip
thém co s& khoa hoc cho vige phat trién c4c hé vat liéu composit nano hydroxyapatit v4i
hydrogel trong linh vure y sinh tai Viét Nam.
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Chwong 1. TONG QUAN NGHIEN CU'U
1.1. Tong quan vé xwong va qua trinh chira lanh xwong
1.1.1. Thanh phin va ciu tric ciia xwong

M6 xuong duoe xem nhu mot dang md lién két chuyén biét c6 mirc do khoang
hoa cao. Loai m6 nay dam nhan nhiéu chirc niing quan trong ddi véi co thé nhu nang d&
chu triic, bao vé cac co quan ndi tang va hd tro hé vén ddéng. Bén canh do, xuong con la
ngudn duy trit chinh cta cac khoang chit nhu canxi va photphat. Pdng thoi, tuy xuong
cling duoc luu trit & xuong, va la co quan tham gia vao qua trinh tao méu [1]. Vé thanh
phén ho4 hoc, xuong 14 loai vit liéu da pha trr nhién, bao gbm 45 — 60% khéi luong la
thanh phan v6 co, 20 — 30% la thanh phan hitu co va ¢on lai 1a nude, nhu duge mé ta
trong Hinh 1.1 C. Trong dé, pha hitu co' chil yéu duge céu thanh tir collagen loai I véi
cau triic xoan ba dic trung, tao nén bd khung nén cho md xuong [2]. Ngoai collagen,
thanh phan hitu co con bao gdm mét lwong nho cac protein khong collagen nhu cac
glycoprotein va proteoglycan dic hiéu cuia mo xuong. Céc protein nay dong vai tro quan
trong trong viéc diéu hoa qua trinh khodng hoé cling nhu tuwong téc gitra céc té bao va
chét nén ngoai bao. Ngoai ra, mot s6 yéu t6 tang truong ciing duge tim thiy trong thanh
phan ndy, mic du chiém ti 18 rdt nho nhung ¢6 anh huéng dang ké dén hoat dong cua té
bao xwong [3]. Thanh phan vé co clia xwong chii yéu 14 HA véi cong thire hoa hoc 1a
Caio(POa)s(OH)2. Céc tinh thé HA trong xwong khéng hoan toan ddng nhét ma cé thé
thay dbi vé thanh phan va kich thudc theo thdi gian, tir d6 anh huong dén céc tinh chét
sinh hoc va co hoc cia mé xuong [4].

M6 xuong 13 mot hé théng dong, duge dic trung bai hoat dong téi cau tric lién
tuc sudt doi thong qua sir phdi hop ctia cie té bao chuyén biét nhu nguyén bao xuong —
té bao tao xuong (osteoblast), t bao huy xuong (osteoclast), té bao xuwong trudng thanh
(osteocyte) va té bao 16t xwong (bone lining cell). Hoat déng nay dién ra nhim can bing
gitta qud trinh hinh thanh va tidu huy mé xuong [5]. Nguyén bao xuong chiém 4 — 6%
té bao xuong (bone cell), chiu trach nhiém chinh trong viéc tdng hop nhiéu loai protein
nhu collagen loai I, osteonectin, osteopontin (OPN), protein y-carboxy, osteocalcin
(OCN), proteoglycan va phosphatase kiém (ALP). Dong thoi, tiét ra nhiéu yéu t6 ting
truong nhur yéu to ting trrong chuyén dbi p (TGF-p), yéu td tang truéng gidng insulin
I va II (IGF-1 va IGF-XI) va protein hinh thai xuong (BMP) [6]. Té bao xuong truéng
thanh chiém phén 16n trong tong sd t& bao xuong, khoang 90 — 95%, ton tai chu yéu trén
bé miit xuong, noi md xuong tuong d6i 6n dinh. Cac té bao nay thyuc hién mot sb chirc
nang trong qué trinh ¢Am m4u & xwong nhu diéu hoa hoat dong cia nguyén bao xuwong
va té bao huy xuong, diéu hoa can bing photphat, cam bién ting suat co hoc cuc bd va
didu hoa tin hidu té bao. Péng vai trd quan trong trong viée cam nhan co hoc, diéu hoa
hoat dong cua céc té bao va duy tri cdn bing ndi méi khoang chat [6]. Trong khi do, té
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bao 16t xuong tham gia diéu chinh qua trinh trao ddi khoang chit giita xuong va mai
truomg xung quanh [6]. Cac té bao huy xuong giir vai trd then chét trong giai doan dau
cua qua trinh tdi tao xwong boi kha nang thue bao chat nén xwong cii hodc bi hu héng
d¢ tao khong gian cho qud trinh hinh thanh xuwong méi dién ra [6]. Sw phdi hop ctia cac
té bao Xuong gilp xuong c6 kha nang tu tai tao lién tuc.
(A) Bone hierarchical structure
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Hinh 1.1 Hinh dnh minh hoa c4u tric co ban ctia mé xuong: A) Cau triic phan cép cta
xuong; B) Dic diém giai phiu cta xuong; va C) Thanh phin nguyén té ciia xuong [7]

Xuong ¢6 cau tricc phn cap phire tap tir ¢dp do vi mé (micro) dén vi mé (nano).
o) cép d6 vi md, xuong duge chia thanh hai loai chinh 1a xwong dic (xuon £ V0) va xuong
xOp (xuong be). DSi véi cic xuong dai (xwong dui, xuong chay...). cu tric xtrong
thuong bao gdom xuwong bé bén trong duoc bao boc boi xuong vo bén ngoai, trong khi
cu tric cia xuong det (xwong s9....) ¢ cdu trac dang 16p vai 16p xwong bé nam gitia
hai 16p xuong v6 [8]. O cip d6 vi mo, céc soi collagen dugc gia cudng bdi cac hat HA
va déu dao dong & kich thudce vai chuc nanomet, goi la collagen khoang hoa. Céc sgi
nay dugc sap xép trong céc cu tric mit phing goi 1a phién mong (lamellac), sau d6
duwoc sap xép dong tim xung quanh kénh Haversian va song song véi truc doc cia xuong
dugc goi 1a osteon [9]. CAu tric phan cp va thanh phan ciia xuwong nhu duge thé hién
trong Hinh 1.1 A va B.
1.1.2. Qua trinh chira lanh xwong

Qua trinh lanh xuong 12 mot co ché tai tao sinh hoc phtc tap. ¢6 thé duge chia
thanh hai dang chinh gdm lanh xwong nguyén phat (truc tiép) va lanh xuong tha phat
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(gian tiép). Trong do, lanh xuong nguyén phat chi xay ra trong diéu kién vj tri gdy xuong
cling nhu cdc manh xwong dugc c6 dinh tuyét déi va hau nhu khong duge dich chuyén.
Khi do, sur tai tao s& dugce dién ra thong qua sy hinh thanh truc tiép cac kénh Haversian,
twong tu nhu qua trinh téi cAu tric xuong sinh ly. Loai 1anh xwong nay thudng dién ra
chdm va kéo dai tir vai thang dén vai ndm, dong thoi phan tng viém hiu nhu khong xuét
hién trong qua trinh nay [10]. Nguoc lai, qué trinh lanh xwong thir phét 12 hinh thitc pho
bién hon trong cic trudong hop gdy xuong trén thuc té. Qua trinh nay bao gdm ba giai
doan chinh va gitra cac giai doan nay thudng ¢6 sir chdng chéo nhét dinh, nhu duoc thé
hién trong Hinh 1.2. Ba giai doan nay bao gdm giai doan viém, giai doan stra chira va
giai doan téi tao. Trong d6. phan ting viém ban du dong vai tro quyét dinh dén hiéu qua
lanh xuong trong giai doan cubi ciing. Hon nira, céc té bao midn dich cing véi té bao
gdc trung m cé ngudn gde tuy xuong tham gia tich cye vao qué trinh twong tc té bao,
tir d6 diéu hoa tién trinh téi tao mé xuong [1 1].
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Hinh 1.2 So d6 t6m tét céc giai doan trong qua trinh lanh xuong [12]

Giai doan viém bét diu ngay sau khi khiém khuyét xuong xudt hién. Su phé v&
mach m4u tai vi tri gdy xwong dan dén hinh thanh céc khbi mau tu, tao ra mot moi truong
vi mo dic trung béi tinh trang thiéu oxy, pH thap, nhiét do giam nhe, dong thoi chia
ndng do cao cdc ion canxi va san pham chuyén hoa nhwr axit lactic. C4c khéi mau tu nay
déng vai trd nhu mot gid do sinh hoe cho céc té bao viém tap trung va céc loai cytokine
nhu nhur IL-1, IL-6, TNF-0 va CCL2, tir 6 khéi phat phan img viém [13]. Ban diu. cic
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bach céu trung tinh duge huy dong dén vi tri tén thuong, tiép theo 1a sy xam nhédp cia
dai thure bao va céc té bao don nhan [14]. Céc dai thue bao trong thoi gian diu cha yéu
ton tai & kiéu hinh MI, tham gia vao qua trinh loai b mé chét va cac manh vun. Sau do,
phan (mg mién dich chuyén dan sang giai doan thich tmg v6i sy tham gia ciia té& bao
lympho vao vi tri gdy xuong. Bach cau trung tinh va dai thuc bao sau khi thuc hién
nhiém vy don sach céc té bao chét va manh vun thi qua trinh s& chuyén sang giai doan
quyét viém. Trong giai doan nay, cac tac nhan khoi phat phan Gng viém va qud trinh
tdng hop céc chét trung gian gy viém bi giam di va cac té bao mién dich din duge loai
b6 khoi md. Céc dai thuce bao chuyén sang kiéu hinh M2 dudi téc ddng cua cac cytokine
chong viém nhu IL-4, IL-10 va IL-13 [15]. Céc té bao géc tuy xuong duoe thu hit cuc
bd boi céc cytokine nhu TNFa va yéu 16 din xudt tir té bao mé dém 1 (SDF1). Ddng
thdi, nhidu yéu 16 tang truéng nhu TGF-B, BMP, yéu t6 ting trudng ndi md mach mau
(VEGF), yéu t6 ting trudng c6 ngudn goc tir tiéu ciu (PDGF) va yéu t6 tang truong
nguyén bao soi-2 (FGF-2) duoc tiét ra, dong vai trd quan trong trong viéc khoi phat qua
trinh tai tao xuwong va tai tao mach méu [16]. Céc dai thuc bao cu tra trong mé xuwong
(osteomac) ciing tham gia vao viéc diéu hoa phan tmg viém va hd tro cic su kién té bao
cén thiét cho qué trinh téi tao. Ngoai ra, trong giai doan ndy ciing cé ¢é thé hinh thanh
u hat, tao co so cho su hinh thanh mé s¢o sau d6. Nhin chung, giai doan viém cép tinh
thuong dat dinh diém trong vong 24 — 48 gio va giam dan sau khoang mot tuan.

Giai doan sira chira duge déc trung bai su hinh thanh mo seo (callus) thong qua
su phat trién cua mach méu mai va su Ifmg dong collagen. Qua trinh nay dién ra theo
hai co ché chinh 1a ¢t hod noi mang va cét hoa ndi sun [17]. Trong cdt hoa ndi mang,
céc té bao gde trung mé tai mang xuwong biét hoa truc tiép thanh nguyén bao xuong va
hinh thanh xuong dang ludi. Trong khi d6, cét hod ndi syn xay ra & viing tuy xuong va
méng xuong trong, noi céc té bao gde trung md (MSC) s& biét hoa thanh té bao sun, tao
nén md seo mém trudce khi hinh thanh mé seo ctmg. MSC sau khi biét hoa va tiét ra chit
nén sun, té bio sun s& trai qua qua trinh phi dai, khoang hoa va chét theo chuong trinh.
Diéu nay tao diéu kién cho su xam nhap ctia cic mach mau va su thay thé boi cac mod
xuong. Tir d6 chit nén sun s& dan dan dugc chuyén ddi thanh chét nén xuong [17].
Trong giai doan nay, céc cytokine gdy viém nhu IL1, va IL6 déu giam xudng trong khi
TNFo. ¢6 xu huéng giam xuéng trong thoi gian sém va ting 1én lai vao khoang sau cia
giai doan sira chira. Trong qué trinh ¢t hoa ndi sun, TNFa hd trg cho qua trinh chét theo
chuong trinh cta té bao sun, su tiéu huy sun khoang ho4, va thic diy qua trinh hinh
thanh mach [18]. Song song do, cac osteomac tdp trung tai c4c ving hinh thanh xuong
moi, hé tro hoat dong cuia nguyén bao xuong va thic diy su truéng thanh clia mé xuong
[19]. Té bao huy xuong cling tham gia vao qué trinh ndy bing cach phéan gidi cdc mod
xuong hodc sun da khodng ho, tao diéu kién cho su tai cdu tric.
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O cudi qué trinh ti tao xuong 14 giai doan téi tao. Trong giai doan nay, cdu tric

va chitc ning cta xwong dan duge phuc hdi vé trang thai ban dau. Qua trinh nay lién
quan dén sy cin béng gitra hoat dong tao xuong cua nguyén bao xuwong va tiéu xuong
ctia té bao huy xuong, din dén hinh thanh xwong dang phién c6 cau trac tdt hon. Ddng
thoi, mot s6 cytokine gy viém nhu IL-1, IL-6 va TNF-a van dugc biéu hién & murc nhit
dinh, g6p phan didu hoa qua trinh tai cdu tric xuong [2].
1.2. Tong quan vé cAy ghép xwong

Xuong c6 khéa nang tu tai tao ty nhién, tuy nhién, qua trinh chira lanh tu nhién s
khong thé diénra trong cac truong hop t6n thuong xuong nghiém trong nhu chin thuong
lém, gy xuong, va cdc bénh Iy lién cuan dén lodng xuong hodc u xwong. Van dé niy
doi hoi can phai ¢6 bién phap can thiép, hd trg qua trinh t4i tao xuong. Ciy ghép xuong
duoc xem 14 phuong phap phd bién nhit vi ¢é kha ning hd tro qua trinh tai tao xuong
hiéu qua [20, 21]. Viéc nay c6 thé duge thuc hién bing viéc ciy ghép truc tiép md xuong
hodc céc vét liéu cdy ghép xuwong tdng hop [22, 23]. Viée chy ghép mé xuong truc tiép
con duoc goi 1a phuong phép ciy ghép xwong truyén thong, cac phuong phap nay bao
gdm cAy ghép tu than, ciy ghép ddng loai va cay ghép di loai (Hinh 1.3). Ciy ghép tu
than 1a mt phuong phap dugc thuc hién dya trén vigc cly ghép truc tiép tlr xuong cua
bénh nhan vao vi tri khiém khuyét. Xuong tu than ¢6 thé duoc lay tir xurong ham, xuong
quay, xuong chay,... vi day duoc xem' 14 ngudn cung cap xwong dic va xwong xop hidu
qua. Pic biét phuong phap nay con dirge xem 14 tidu chuan vang trong phéau thuét cay
ghép vi xuong duge lay tir chinh ban than bénh nhan. Cic manh xuong nay chira té bao
séng, c6 kha ning tao xuong, din tao xuwong va kich tao xuong, dong thoi, ching ¢6 kha
ning tuong thich sinh hoc cao va khéng bi co thé dio thai boi hé mién dich. Tuy nhién,
ngudn cung han ché va viée ldy xuwong can phai phau thuat 14n hai, ddn dén viée giy dau
dén, mat mau va dé lai seo [24-26]. Cac manh ghép xuong dong loai duoc 14y tir nhing
ngudi hién ting vay nén cé thé khic phuc han ché vé ngubn cung. Cac manh ghép xuong
dong loai van c¢6 kha nang dan tao xuwong va tham chi la kha nang kich tao xuong vi
chung co collagen loai 1 va BMP. Du vay, cac manh ghép xuong thudng phai trai qua
qua trinh xtr ly, dan dén viéc té bao séng bi loai bo va khong con kha néng tao xuong.
Ngoai ra, loai xuong cly ghép ndy con c6 nguy co bi dao thai, va tiém 4n céc bénh
truyén nhiém [27-29]. Vat liéu cdy ghép di loai ¢6 ngudn gde tir cac ngudn khong phai
con ngudi, thuong la bo va lon. Loai vit liéu nay thuong c6 uu diém vé& tinh sin c6 nén
rat dé tiép can. Tuy nhién, loai vat liéu nay van tiém 4n nguy co ldy bénh truyén nhiém
va tdc do phén huy sinh hoc kém hon so véi manh ghép xurong ddng loi va di loai, dan
dén qua trinh diéu tri bi kéo dai [27-29].
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Hinh 1.3 Hinh minh hoa cac vit ligu cdy ghép xuong truyén théng [30]

Nhin chung, mic du céc phuong phép truyén théng duoc st dung rdng rai va co
nhiéu 1¢i ich, chuing van con mét sé nhuge didém anh huong dén hiéu qua rng dung trong
cay ghép 1am sang. Vay nén. cin c6 nhung vt liéu tong hop (vat liéu ti tao xuong) va
k¥ thuat cai tién hon trong linh vuc cdy ghép xuong. Mot trong nhitng yéu t5 quan trong
nhat dbi véi vat liéu tdi tao xuong 1a khd ning kich thich qua trinh tai tao xuwong trong
co thé, diéu nay ddng nghia véi vide vt li€u tai tao xuong phai ¢é kha ning kich tao
xuong. Pong thoi, nhing vat lidu ndy ciling can phdi bit chude cic dac tinh cua xuong
tu nhién, hd trg su phat trién xuong mai, tich hop véi mé xuong xung quanh va han ché
nguy co bi dao thai boi h¢ mién dich [31, 32]. Trong 1dm sang hién nay, nhiéu loai vt
liéu tong hop da duge sir dung dé gia cb va thay thé céc khiém khuyét xuong nghiém
trong nhu kim loai, thuy tinh hoat tinh sinh hoc, gém sinh hoc, cling nhu céc loai polyme
hitu co khac nhau [33]. Tinh twong thich sinh hoc, kha ning hd tro tai tao xuong, khong
gi¢i han ngudn cung, chét lwong ddng nhit, va da dang hinh thirc ng dyng trong 14m
sang 12 cc wu diém manh nhit d6i voi vét lidu cAy ghép tdng hop [34]. Tuy nhién. céc
vét liéu nay van dang déi mit v6i nhiu thach thire nhu tinh gion dac trung cua vat lidu
gém sinh hoc, sir chénh léch vé do bén co hoc cuia vat liéu kim loai, va d6 bén co hoc
han ché ciia mot s6 cac loai polyme sinh hoc... [8] [35]. Midc du céc loai vt liéu tong
hop déu da duoc ing dung rong rii, song van ton tai cac uu va nhugc diém riéng cua
ting loai, chua dap Gmg hoan toan céc yéu ciu Iy tudng trong tai tao xwong. Pé thiy rd
huéng nghién ciru phit hop hon, can nhin vao chinh cau tric cia xwong ty nhién. Xuong
1a mot loai md phie tap bao gdm hai pha chinh, gb6m pha v co (hydroxyapatit chi yéu)
va pha hitu co (collagen chit yéu), chira cac yéu t6 tang truong [36]. Su phéi hop hai hoa
clia cac thanh phén ndy tao nén tinh chét co hoc va sinh hoc dic trung cua xuong ty
nhién. Do d6, viée nghién etru vét ligu composit, loai vét li¢u két hop hai hogc nhiéu pha
thanh phan khac nhau, dé mo phong lai su két hop hai hoa gitra pha v6 co va hiru co
chira cac yéu té ting trudng cla xuong duge xem 14 huéng di tat yéu, nhim khic phuc
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han ché ctia vat lidu don 1é va tién gan hon dén yéu ciu ciia mot manh ghép xuong ly
tuong.
1.3. Nano hydroxyapatit tir vo trirmg ga

Trong céc dang HA, HA ¢6 kich thuéc nano (nano hydroxyapatit — ntHA) da thu
hit su quan tm déng ké trong cac nghién ctru co ban cing nhu nhiéu tmg dyng trong
linh vyc y sinh. Theo dinh nghia, cac hat HA ¢é kich thude nhé hon 100 nm & it nhat
mot chiéu duge xem 1a nHA [37]. O kich thue nay, vat lidu sé hitu dién tich bé mat
riéng lén cling véi ndng lugng bé mat cao, véy nén, kha néing twong tdc v6i mdi trudng
sinh hoc dugc gia ting ddng ké. Nhiéu nghién ciru da chi ra rdng, nHA thé hién hoat tinh
sinh hoc vuot troi va kha nang phan huy sinh hoc tét hon so véi HA ¢6 kich thudc
micromet [38, 39]. Dic biét. su gi&i phong ion Ca?* tir nHA dién ra nhanh hon nho kich
thudc hat nho va dién tich bé mit 16n g6p phan thic ddy qua trinh khodng hoa va tai tao
m6 xuong. U cap d6 t€ bao, ce dic tinh & cAp d6 nano clia nHA déng vai tro quan trong
trong diéu hoa mot sd qué trinh nhu ting sinh, di chuyén va truyen tin hidu t& bao va
biéu hién gen cua nguyén bao xwong ciing nhur té bao gdc trung mo (Hinh 1.4) [40]. Nho
nhitng uu diém nay, cac vat liéu gbm sinh hoc va composit dya trén nHA ngay cang
dugc quan tdm va ting dung rong rai, dic biét 1a trong k¥ thuat téi tao xwong. Tuy nhién,
HA tinh khiét voi ti 1¢ Ca/P 1y thuyét (1.67) thuong tn tai & trang thai gén stoichiometric
nén hoat tinh sinh hoc thuong chua duge thyce sy ti wu so vai pha v6 co trong xuong
nguoi.

rancll A manol 1A

& wuann * ‘,
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| B-catenin
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Hinh 1.4 Co ché cta con dudng truyén tin hiéu cta nano hydroxyapatit dén qua trinh
bi¢t hod tao xuong [41]

Nhu da duge dé cép, pha khoéng trong xwong tu nhién khéng phai la HA tinh khiét
theo cong thire 1y tudng Caio(POs)s(OH )2, ma tdn tai chi yéu dudi dang apatit sinh hoc
(BAP) ¢6 cau trie nano va chira nhiéu ion thay thé. Trén thyc té, BAP trong xuong la
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moOt hé tinh thé khong hoan hao, tai vi tri ctia Ca**, PO+~ va OH" c6 thé bi thay thé boi
nhiéu ion khéc nhau nhu Na*, Mg, K7, Sr**, COs*, CI” va F~, tham chi 12 & ham lugng
rat nhé (ppm) (Hinh 1.5) [42]. S thay thé ion nay 1am thay déi déng ké v& cAu triic tinh
the, do két tinh va tinh chit hod Iy ctia vat lidu [43]. Céc tinh thé BAP hinh thanh va
phét trién bén trong mang ludi collagen duGi dang céc tinh thé nano dang tdm, c6 do
day khodng 2 — 3 nm va rong vai chuc nanomet. Diéu déng chi y 13 cdc tinh thé nay
thuong c6 d két tinh thap va ton tai cling v6i cdc viing bé mat ngam nudce, noi chira cac
ion linh dong ching han nhu Ca* va HPO+>. Didu nay lam cho BAP co6 kha nang trao
ddi ion hiéu qua, ting tinh phin tmg bé mit va thic diy tuong tdc véi cac protein, té bao
cling nhu chat nén ngoai bao [44, 45]. Chinh sy hién dién cta céc ion thay thé trong chu
triac, BAP dong vai tro quan trong trong viée diéu hoa qua trinh khoang hod, gitp qua
trinh phan huy sinh hoc ¢6 kiém soét cling nhir cai thién kha néng tuong thich sinh hoc
va kha nang ho trg qua trinh t4i tao xwong dién ra hiéu qué [46]. Do dé, viée phat trién
cdc vét liéu nHA bt chude lai cdu trac ciia BAP thong qua viéc pha tap céc ion phi hop
duge xem 1a mot chién chién luge hiéu qua nhim néng cao tinh Umg dung ctia vat liéu
trong linh vuc tai tao xuong.

anion - channel
OH', F ", CI", cOos™

b
Hinh 1.5 Hinh anh céu tric nguyén tir ciia hydroxyapatit pha tap ion. A) Hinh anh theo
truc ¢, va B) Hinh anh vudng gbc véi truc ¢ [47]

C6 nhiéu phuong phédp khdc nhau dé co thé téng hop nHA pha tap ion nhu
phuong phap thuy nhiét, sol-gel va céc k¥ thuat tién tién khac. Tuy nhién, phdn 16n cdc
phuong phép thuong yéu cau diéu kién phén g khit khe, quy trinh phtre tap hodc khé
kiém sodt ddng thoi kich thu6e va do dong nhit cua hat, tir d6 han ché kha nang tng
dung rong rai trong thyc tién [48]. Trong sé do, phuong phép két tia hod hoc dugc xem
12 mot hudng tiép can higu qua nho quy trinh don gién va dé kidm soét [49]. Dic biét,
vide két hop v6i song siéu am da duge chitng minh 14 ¢6 thé cai thién dang ké qua trinh
tao mam va phat trién tinh thé, giup giam kich thudc hat va tang do dong déu. Céc hiéu
img ctia siéu 4m bao gdm xam thue, dong chay vi md va sy hinh thanh céc vi tia chét
I6ng g6p phan ting cudng qua trinh khuéch tin va sy twong téc gita cAc tién chat, tir d6
thiic day qua trinh két tinh theo hudng ¢6 kiém sodt [50]. Tuy nhién, mot han ché chung
ctia céc phuong phdp truyén théng 1a viée sir dung céc tién chat hod hoc thuong mai,
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thuong cé chi phi cao va tiém an nhitng tac dong tiéu cuc dén méi trudng trong qua trinh
san xult. Trude xu huéng phat trién vt liéu xanh va bén vimg, nhiéu nghién ctru gin
day da tap trung vao viée tan dung cac ngudn nguyén liéu tu nhién giau canxi nhu xuong
dong vat, vo sinh vét bién va vo trimg [51-53]. Trong s6 cac ngudn nay, vo tring ga 13
mdt ngudn nguyén lidu tiém nang do tinh sin ¢o, trit lwong doi dio, chi phi thip va dé
tiép can. Thanh phan chinh cua vo trimg ga 1a CaCOs (chiém khoing 94 — 96%), dong
thoi chita mét Iwgng nho céac ion kim loai nhu Mg, Sr?',... Pay la nhiing ion sinh hoc
c6 ¥ nghia quan trong trong viéc bit chudc lai thanh phin hoa hoc ctia BAP [54]. Viéc
st dung nguén vo trimg ga khong chi tin dung duoc ngudn canxi tu nhién ma con cho
phép hinh thanh HA ¢6 su pha tap ion mdt cach tw nhién thay vi phai bd sung thém ion
trong qua trinh tdng hop. Do d6, viéc tong hop nano hydroxyapatit tir vO trimg ga
(nHAE) bang cach két hop phuong phép két tiia hod hoe véi xir 1y song siéu am c6 thé
dugce xem la mot hudng tiép can hiéu qua va bén viing. Phuong phap nay khong chi don
gian, dé trién khai ma con c6 thé tan dung duge ngudn phu pham sinh hoc sin cé, tir d6
gop phin giam thiéu chi phi va tac dong dén méi truomg, dong thdi tao ra vit liéu c6 dac
tinh gan véi apatit sinh hoc tu nhién.
1.4. Hydrogel nén gelatin bién tinh axit tannic

Collagen loai I (Col I) la thanh phan chinh trong pha hiru co cia xuong tu nhién
va déng vai trd nhu khung céu tric nén, giup dinh hinh mé xwong va chiu luc kéo [55].
Ngoai ra, Col I con tham gia vao viée lién két cac protein chiic nang va yéu td tang
truong, tir do diéu hoa cac qua trinh sinh hoc lién quan dén tai tao xuwong. Tuong tur véi
thanh phan chinh cia pha hitu co, collagen tinh khiét dugc (mg dung rong rii trong k¥
thuat mé nhu mot chét nén sinh hoc, hd trg quaé trinh tai tao xuong nhd cac uu diém nhu
khé ning phan huy sinh hoc tét, tinh twong thich sinh hoc cao va kha ning hd trg cho su
bam dinh cua té bao [56]. Tuy nhién, viéc img dung collagen trong k§ thuat mo van gip
mot s& han ché nhét dinh, dic biét 14 chi phi san xudt cao, va quy trinh tich chiét phirc
tap, do d6 viéc img dung collagen thuong khong mang lai higu qua kinh té va kho ting
dung trong ché tao vat lidu tai tao xuong & quy mé Ién hon [57]. Thay vao dé, gelatin
(Gel) 1a mdt dang din xudt cta collagen dang duge xem la mot lya chon thay thé tiém
ning. Mic di trong Gel, céu tric xoiin ba dic trung ctia Col dé bi bién tinh nhung Gel
van gitr duoc nhiéu dac diém sinh hoc quan trong, ddc biét l1a trinh ty amino axit dic
hiéu nhu Arg-Gly-Asp (RGD), cho phép duy tri kha ning tuong tac va bam dinh té bao
(Hinh 1.6) [58]. Bén canh d6, gelatin ¢6 wu diém vuot trdi vé tinh kinh té, dé hoa tan,
khong ddc hai va ¢6 thé bi phan huy sinh hoc boi cc enzym néi sinh nhu collagenase
va metalloprotease [59].
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Hinh 1.6 Su lién két giira trinh tu Arg-Gly-Asp trén gelatin véi té bao hd trg cho qua
trinh bam dinh, tang sinh va biét ho4 [60]
Trong linh vye tai tao xuong, gelatin ¢6 thé duge tng dung theo hai cach chinh.

Thir nhét, gelatin c6 thé duge st dung nhu mét polyme thudn va dwgc phéi trdn v6i cac
pha v6 co nhu gém sinh hoc dé tao thanh vat liéu composit, tin dung wu diém dong thoi
cua pha hitu co va pha vo co [61, 62]. Mic khéc, nhd sy hién dién cta nhiéu nhém chire
hoat dong nhu NH2, COOH va OH. ban thian Gel c6 thé dugce Ung dyung dudi dang
hydrogel thong qué cac phan (mg tao lién két ngang, hinh thanh mang luéi ba chiéu
tuong ty nhu chét nén ngoai bao [63]. Céu tric nay khong chi cai thién tinh chét co hoc
ma con tao moi trudng thuédn loi cho sy xdm nhép, bam dinh va phat trién & bao. Didu
dang chi y la chinh cdc nhém chirc hoat dong cling ¢6 thé d& dang dugc bién tinh véi
céc nhém chire nang nham b sung mot sb tinh chét cin thiét cho qua trinh tai tao xuong.
Trong s6 do, axit tannic (TA) da thu hat dugc su quan tdm déng ké nho ¢6 ngudn gde
tw nhién, va tinh tuong thich sinh hoc cao [64]. TA 1a mdt polyphenol giau nhém galloy
gilip mang lai kha néng khang oxi hod hi¢u qua, dong thoi TA ciing c¢6 kha ndng khang
khuén dic trung cla hop chét tw nhién, cac tinh chit nay giup cho qua trinh téi tao xuong
dién ra thudn 1¢i hon [65, 66]. Bén canh dé. cac nhém phenolic trong cdu truc coa TA
¢6 thé chuyén dbi thanh dang quinone hoat dong, hinh thanh nhiéu loai twong téc nhu
lién két hydro. twong tic m—r, va tuong tc tinh dién gitip céi thién dang ké kha ning
bam dinh cta hydrogel trong moi trudng am [67, 68]. Pac biét 12 TA ¢6 kha nang tao
lién két phéi tri manh véi cdc ion kim loai théng qua cdc nhom phenolic, hinh thanh céc
mang luéi lién két ngang giup ting d6 bén ciu tric hydrogel [69, 70]. Dong thoi, su
hi¢n di¢n cilia cdc ion kim loai trong mang lugi nay con mé ra kha nang tich hop cic tic
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dung sinh hoc d3c trung ciia cac ion kim loai nhur kha néing khéng khuén, kich thich
hanh vi té bao, hd tro kha nang biét hod,... Vay nén, viéc bién tinh TA 18n gelatin thong
qua phan timg cong Micheal (Hinh 1.7) khéng chi giup cai thién tinh chit co hoc va sinh
hoc ctia hydrogel ma con tao diéu kién thuén 1¢i cho viéc tich hop cac ion kim loai,
hudng t6i viée phat trién hé vat lidu da chie nang moé phong hi¢u qua pha hitu co cua
xuwong tu nhién [71].
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Hinh 1.7 Co ché phan (g tong hop gelatin bién tinh axit tannic [72]

Tur kha néng tao lién két phdi tri véi cac ion kim loai ctia axit tannic, viée lua chon
ion kim loai phit hop déng vai trd quan trong trong viée didu chinh ciu tric va chiic
nang cta h¢ hydrogel. Trong linh vuc tai tao xwong. nhidu ion kim loai sinh hoc nhu
Ag’, Sr¥, Zn¥,... da dugc nghién citu rong rii va duge chirg minh la ¢6 kha ning hd
trg thudn loi cho qua trinh tai tao xwong [73]. Tuy nhién, céc ion nay cha yéu c6 hoa tri
thap, dan dén khd niing tao lién két ngang han ché va doi khi chua dp g durge yéu
cdu vé d9 bén chu triic cia hydrogel. Bén canh cac ion sinh hoc phé bién, mét sé nguyén
t6 kim loai it dugc khai thac hon nhu bismuth (Bi) gi‘m day da thu hat dwgc nhiéu sy chi
y trong linh vye vat liéu y sinh. Méc du khong phai nguyén t6 thiét yéu trong co thé, Bi
da dugc chimg minh 12 ¢6 doc tinh thip va da duoc tmg dung trong y hoc thoi gian dai
[74, 75]. V& mit 1y thuyét. hoa tri ba cia Bi c6 tiém néng tao lién két phdi tri manh va
da diém v&i cac nhém chic nhur phenolic, tir d6 ¢6 thé dong vai tro nhu mot tac nhéan
lién két ngang tiém nang. D van chua c6 nhidu nghién ciru vé tac dung cta bismuth
trong hiéu qué hd tro qua trinh tai tao xuwong, mot vai nghién ctru gan day da chi ra tiém
nang cia Bi. Két qua bude dau cho thiy Bi gop phdn cai thién hoat tinh sinh hoe bao
gbm ting cuong kha ning khang khuan, thuc day ting sinh té bao. hd trg biét hoa tao
xwong va sy hinh thanh mach méi, dong thoi da c6 nghién ctru ghi nhén sy tich hgp va
tao xuong ot trén md hinh thi nghiém in vivo [76-78]. Do dé, viéc khao sat mot cach
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¢6 he thdng céc ion kim loai, bao gdm ca cac ion sinh hoc truyén théng va céc nguyén
t6 it dugc khai thic nhu Bi 1a diéu can thiét dé 1am 13 vai trd ctia ching dén qué trinh
hinh thanh céu triic hydrogel va anh huéng dén céc dac tinh sinh hoc lién quan dén tai
tao xuong.
1.5. Tinh hinh nghién ciru
1.5.1. Tinh hinh nghién ciru trén thé giGi

Trong nhing nim gén day, huéng nghién ctru vat licu composit md phong céu
triic phan cip cua xuong tu nhién da thu hat sy quan tdm manh meé trong linh vyuc k¥
thuat mé xuong. Trong sb cac vt lidu duoc nghién ctru, su két hop gitra nHA va polyme
sinh hoc nhur gelatin duogc chimg minh 14 ¢6 kha nang mé phong twong dbi va bit chuée
thanh phan ctia xuong ty nhién. Trong d6, nHA ddng vai trd nhu pha khodng ¢6 chirc
niing din tao xuong va gelatin déng vai trd nhu chét nén hitu co d& hd tro su bam dinh
va phét trién cua té bao. Bén canh dé, cac nghién ctru gan day con tap trung vao viéc
chirc ndng hod céc hé composit ndy thong qua viéc bién tinh polyme, pha tap ion kim
loai hogc tich hop cdc yéu td sinh hoc nham cai thién tinh chit co hoc, kha ning khéng
khudn va hoat tinh sinh hoc cua vat liéu. Nhitng hudng tiép can nay khong chi gitp vat
liéu tiém can hon v6i cdu tric va chire ning ciia xuong tu nhién ma con ma ra tiém ning
rong rai trong diéu tri khiém khuyét xuong phire tap.

Nim 2021, nghién ctu vé khung composit da thanh phin nhim mé phong cu
trac va thanh phén cua xuong ty nhién duge quan tdm dang ké. Mot hé composit két
hop Gel, chitosan (CS), polyvinyl alcohol (PVA) va nHA da duge phat trién nhim tai
tao dong thoi pha v6 co va pha hitu co ctia xuong nhu Hinh 1.8D [79]. Trong d6. hé
polyme Gel/CS/PVA déng vai trd nhu chit nén ngoai bao v6i cu tric 16 xdp, kha ning
trwong nd, kha nang phan huy sinh hoc va tinh chét co hoc ¢6 thé duge diéu chinh. Déng
thoi, viéc bd sung nHA gitip cai thién dang ké do bén nén, ting hoat tinh sinh hoc bé
mit va thuc day khd ning bam dinh, ting sinh ciing nhu biét hod cia té bao gbe tiy
xuong. Dic biét, khung composit chira khoang 12,5% nHA cho thiy hiéu qua tao xwong
ti uu, tir d6 cho thiy tiém ning ctia hé composit da pha trong k§ thuat mé xuong. Dén
ndm 2022, xu huéng phat trién céc hé composit hydrogel c¢6 kha nang tiém va thich ung
hinh dang cho cac khuyét tat xuong phuec tap 1iép tuc duge ddy manh. Mot hé hydrogel
kép lién két ngang dua trén gelatin va alginate bién tinh dugc két hop v6i nHA nham
tao cdu triic xOp sinh hoc ¢o kiém soat di duoc ché tao nhu Hinh 1.8A [80]. Hé vat liéu
ndy khong chi thé hién kha nang tiém, tu phuc hdi va thich tng hinh dang t6t ma con
tao ra bé mit xp vi mo ddng déu, déng vai trd nhu nén tang tuong tac gitra dai thuc bao
v té bao gbc trung md. Su twong tac nay gdp phan thic diy qua trinh tao xuong hiéu
qua, duge xac nhan thong qua mo hinh khuyét tat xuong so trén dong vat. Nghién cltu
cho thiy viée tich hgp nHA véo hydrogel khong chi cai thién co tinh ma con ting cudng
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hoat tinh sinh hoc théng qua co ché diéu hoa mién dich. Nam 2023, céc hé composit
hydrogel khong chi dimg lai ¢ vai trd khung ma con duge phét trién nhu hé mang cac
yéu t6 sinh hoc. Mot h¢ hydrogel gelatin methacrylate (GelMA), hyaluronic acid
methacrylate (HAMA) két hop nHA da dugc thiét ké nhu mot hé din truyén exosome
c6 kiém soat nhu Hinh 1.8E [81]. Viéc tich hop exosome tir t bao gde gitp thic day
ddng thoi qué trinh tao xwong va hinh thanh mach mau. Két qua thu nghiém in vitro cho
thiy su ting cudng biét hoa tao xuong ctia té bao gde trung mo va hinh thanh mach cta
té bao ndi mo. Dac biét, trong khi thi nghiém in vivo trén mo hinh khuyét tat xuong so
xac nhén kha ning tai tao xwong vuot trdi. Dang chi y, hé vat liéu ndy con thic day
hinh thanh mach loai H, yéu t6 quan trong trong tai tao xuong hiéu qua. DPén nam 2024,
cac nghién ctru bat dau tich hop cong nghé in ba chiéu sinh hoc v6i vat ligu composit.
Mot h¢ hydrogel dua trén silk fibroin methacrylate (SilMA) két hgp nHA da duoc phat
trién nhu mot muec in sinh hoc cho céng nghé in ba chiéu nhu Hinh 1.8C [82]. H¢ vat
liéu ndy c6 kha ning déng ran nhanh duéi tia cuc tim, déng thdi van ¢6 kha ning duy
tri tinh chét co hoe va sinh hoc sau khi bd sung nHA. Két qué cho thiy nHA khéng chi
cai thi¢n kha nang tao xwong ma con thic diy qué trinh diéu hoa mién dich théng qua
cam ung phén cyec dai thue bao sang kiéu hinh M2. Thu nghiém trén md hinh khuyét tat
xuwong dui & chudt cho thdy kha ning tai tao xuong va sun hiéu qua, ma ra hudng tiép
cin méi két hop gitra vét liéu sinh hoc va cdng nghé in ba chiéu. Gan day, vao nim
2025, xu huéng phat trién vét liéu da chirc nang tiép tuc dugc mo rong. Mot hé khung
composit dua trén Gel/PVA/alginate két hop véi nHA tong hop tai chd da duoc phat
trién, dong thoi tich hop kha nang mang va gidi phéng thude nhur duge thé hién Hinh
1.8B [83]. Hé composit nay thé hién cdu tric x5p lién thong, d6 bén co hoe phit hop véi
Xxuong xép va kha ndng phan huy kéo dai. Pc biét, vét liéu cho phép giai phéng ¢
kiém so4t céc tdc nhan diéu trj nhu khang sinh va thude chéng ung thu, ddng thoi thé
hién hoat tinh khang khuan va kha ning (rc ché té bao ung thu xuong. Thu nghiém in
vivo cho thay kha niing thic ddy t4i tao xuong higu qua, cho thiy tiém ning cua composit
da chirc ning trong két hop diéu tri va tai tao mé xuong.

Tir cée nghién ciru da cong bd co thé thdy ring cac hé vat liéu composit trén co
s6 nHA va gelatin da dat duoc nhiéu tién bo dang ké trong viéc mo phong cdu triic va
chirc ning cia md xuong ty nhién. Cac hudng tiép can gin diy khong chi dung lai ¢
viéc cai thién tinh chat co hoc ma con mé rong sang tich hgp céc chire nang sinh hoc
nhu diéu hoa mién dich, dan truyén yéu t6 tdng truong va mang thude. Do do, viée phét
trién mot hé vt lidu composit dira trén két hop gitra pha v0 co nano hydroxyapatit pha
tap ion tir ngudn ty nhién va hydrogel polyme bién tinh cé kha nang lién két ngang bing
ion kim loai, duoc xem 14 mot huéng di tiém nang va kha thi.



Hinh 1.8 So d6 nghién ciru cia cic hé composit moé phéng pha vo co va hiru co cia
xuong nguoi. A) Composit hydrogel dya trén gelatin, alginate va nHA; B) ; Composit
dua trén gelatin, polyvinyl alcohol, alginate va nHA; C) Composit hydrogel dua trén
methacrylate — silk fibroin két hop voi nHA; D) Composit dya trén gelatin. chitosan.
polyvinyl alcohol va nHA; va E) Gelatin methacrylate, hyaluronic acid methacrylate,
nHA va exosome c6 ngudn gbe tir té bao gbe nuéde tidu ngudi [79-83]
1.5.2. Tinh hinh nghién ciru tai Viét Nam

Hi¢n tai, tinh hinh nghién ciru tai Viét Nam d c6 nhiing budc tién dang ké, diic
biét 1a céc vat lidu gbém canxi photphat va cac h¢ composit dua trén céc loai gbm nay.
Nhidu hudng tiép can da duoc trién khai nhdm diéu chinh thanh phén cling nhu tinh chét
ctia pha vo co. Bén canh do, cic hudng nghién ctu vé vat lidu mo phong pha hiru co
cling dugc quan tdm, déc biét 12 cdc hé hydrogel dya trén nén gelatin huéng téi Gmg
dung trong t4i tao m6 mém va chira lanh vét thuong. Ngoai ra, mot s6 nghién ctu da
budc dau két hgp pha vo co va pha hitu co trong cac h¢ composit phire tap da c6 duoc
nhiing két qua kha quan.

Mot huéng nghién ctru tap trung vao viée tdi wu hod ty 1€ beta-tricanxi photphat
(TCP) va HA trong vét liéu canxi photphat kép (BCP) nham can bing d6 6n dinh va kha
ndng phén huy sinh hoc da dugc phat trién nhw Hinh 1.9A [84]. Két qua cho thdy BCP
chira 80% TCP va 20% HA dat duoc su cin bang tdi uu va gitip céi thién kha ning tao
apatit trong méi truong gia dich thé ngudi ciing nhu thic day biét hoa tao xuong. Thir
nghiém trén mo hinh dong vat in vivo cho théy vat ligu ¢6 kha nang tai tao xwong dang
ké v6i ty I¢ hinh thanh xwong vuot 50% sau 4 tuin, khing dinh tiém nang tng dung clia
BCP trong k¥ thuit mé xuong. Mot huéng nghién ctru khéc da phat trién hé composit
dya trén sy két hop gitta TCP, HA va a-canxi sunphat hemihydrat (CSH) (Hinh 1.9B)
nham céi thi¢n ddng thoi tinh chét co hoc va kha ndng phan huy sinh hoc [85]. Viéc bé
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sung CSH gitp rit ngén thoi gian dong két, tang do bén nén va tao cu tric xc“')p thuédn
loi cho sy bam dinh va di chuyén ctia té bao. Két qua thir nghiém in vitro ciling cho thdy
vét liéu khong gay doc té bao va ¢ kha ning thic dy qué trinh ting sinh, cho thy tiém
nang ung dung trong tai tao xuong. Trong linh vuc hydrogel, mét nghién ciru da phat
trién hé gelatin bién tinh boi axit tannic lién két ngang bing ion Au** véi muc tiéu Gng
dung trong chira lanh mé mém nhu duoc thé hién trong Hinh 1.9C [86]. Hé hydrogel
ndy cho thiy kha ning tao gel nhanh, d6 bim dinh mé cao, hoat tinh chdng oxi hoa manh
va kha néng khang khuan higu qua. Pong thoi vat liéu cling cho thiy tinh twong thich
sinh hoc t6t va kha nang hd tro té bao tang sinh trong didu kién in vitro va in vivo. Mic
du hé hydrogel ndy dugc tmg dung tai tao mé mém, nhung nhiing tinh chét nay van cho
thay tiém nang ma rong sang ung dung tai tao xuong. Tuong tu, trong mot nghién ctru
khac cling dua trén hé hydrogel nén gelatin — axit tannic nhung str dung ion Cu® dé tao
diéu kién cho hé c6 kha ning nha khi oxit nitric (NO) nhiim thtc ddy chira lanh vét
thuong (Hinh 1.9D) [87]. Hé vt liéu khéng chi thé hién tinh khang khuén va khéang oxi
ho4 manh ma con c¢6 kha nang kich thich té bao ndi mé ting sinh va hinh thanh mach
mau thong qua co ché giai phéng khi NO ¢6 kiém soat. Céc tinh chét cia hé ndy ciing
cho thdy y nghia quan trong trong tiém ndng Umg dung cho muc dich tai tao xuong.
Ngoai ra, composit hai 16p méd phong mé xuong va sun duoc ché tao bang cach két hop
N,O-carboxymethyl chitosan, oxidized xanthan gum va BCP da dugc nghién ciru phat
trién nhu Hinh 1.9E [88]. Két qua cho thiy composit ¢6 kha nang hd trg tot twong tac té
bao, thic ddy ting sinh va tai tao ddng thdi ca mod sun va xuong trong mo hinh in vivo,
thé hién hiéu qua cao trong tai tao mé phiic hop.

Tir cac nghién ctru trong nude b thé thiy ring, cac hudng tiép cén hién nay chu
yéu tép trung riéng 1¢ vao viéc téi wu pha vo co hodic phat trién cc hé hydrogel polyme
chitc niing (mg dung cho tai tao mé mém. Bén canh d6, mot s6 nghién ctru cling da budc
ddu mo phang lai pha hiru co va vo co. Tuy nhién, van con nhiéu han ché trong vigce tich
hop déng thoi nhiéu yéu t6 nhu sir dung ngudn nguyén liéu tw nhién, kha nang cung cép
ion sinh hoc va dic biét 1a bit chudc lai thanh phén cua md xuong. Viée tan dung cac
nguon sinh hoc tw nhién dé tong hop nano hydroxyapatit ¢6 san cac ion pha tap, két hop
v6i cac hé hydrogel polyme bién tinh ¢6 kha ning lién két ngang bing ion kim loai, van
chua duge nghién clu mot cach hé théng. Do d6, vide phat trién mot hé vét liéu composit
két hop nano hydroxyapatit c6 ngudn gde tr nhién véi hydrogel gelatin bién tinh axit
tannic lién két ngang bang ion kim loai khong chi mang y nghia khoa hoc ma con cé
tiém nang ung dung cao trong linh vuc tdi tao xuong, huéng téi mé phong toan dién ciu

tric va chirc niang ctia mo xwrong tu nhién.



C)

Hinh 1.9 So do nghién ctru clia cac hé vat li¢u img dung t4i tao mod. A) Canxi photphat
kép: B) Composit trén co s¢ beta-tricanxi photphat, anpha-canxi sunphat hemihydrat va
hydroxyapatit; C) Hydrogel gelatin — axit tannic lién két ngang bdi ion vang; D)
Hydrogel gelatin — axit tannic lién két ngang bing ion ddng; va E) Composit trén co sé
cacboxymethyl chitosan, oxidized xathan gum va canxi photphat kép [84-88]
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Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CU'U

2.1. Déi tugng nghién ciru
2.1.1. P6i twgng nghién ciru

Nghién ctru tap trung vao viéc ché tao nanocomposit hydrogel trén co s& nano
hydroxyapatit tir vo trimg ga va hydrogel nén gelatin bién tinh axit tannic, ¢6 bd sung
ion Bi** nhim mo phong hé da thanh phan ctia mé Xuong tu nhién, dinh hudéng trong
ung dung tai tao mo xuong.
2.1.2. Pham vi nghién ciru

Luan van xoay quanh viéc ché tao vat liéu nanocomposit hydrogel
nHAE/GTA/Bi ¢6 cac tinh chit hod ly, co hoc, hoat tinh sinh hoc va tinh chét sinh hoc
phu hop cho Umg dung t4i tao xwong. Cu thé, nHAE duge tong hgp tir vo trimg ga biang
phuong phéap két tiia hod hoc két hop véi song siéu am dé thu duoc céc hat hydroxyapatit
cd kich thudce nano va cac tinh chét, hod 1y, tinh chét sinh hoc phit hop cho tmg dung t4i
tao xuong. Polyme gelatin bién tinh axit tannic (GTA) dugc tong hop bang phuong phap
cong Micheal dé gén axit tannic (TA) 1én mach gelatin (Gel). Sau dé, kha nang tao gel
gitta GTA véi mot sb ion kim loai dugc khao sat va dua trén kha nang tao gel, dac tinh
hoa 1y, va tinh chét sinh hoc phii hgp dé chon ra mét ion thich hop. Cudi cung, vat licu
nanocomposit hydrogel duge ché tao bang cach phén tan nHAE vao dung dich polyme
GTA va duoc lién két ngang bang ion kim loai pht hop. Vit liéu nanocomposit hydrogel
sau do s& dugc danh gid mot loat céc tinh chéit nhu hoa ly, co ly, hoat tinh sinh hoc va
tinh chét sinh hoc dé phan tich tinh phit hop cta vat liéu nay cho tig dung tai tao xuong.
2.2. Phuong phap nghién ciru
2.2.1. Ho4 chit, thiét bi va dung cu thi nghiém
2.2.1.1. Danh muc hod chit

Bang 1 Bang danh muyc hoa chit sir dung trong nghién ciru

STT Tén hoa chat Hing san xuat | Xuit xia
I 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH,
Ci1sH12NsOs)

2. Bismuth (11I) nitrate pentahydrate
(Bi(NOs)s-5H20, >98.0%)

3 Calcium chloride (CaClz, >93.0%) Sigma-Aldrich MV
4. Cobalt (II) nitrate hexahydrate (Co(NOs).-6H-0,
>99.9%)

3. Collagenase IV from Clostridium histolyticum Sigma-Aldrich My

Sigma-Aldrich Mg

Sigma-Aldrich My

Sigma-Aldrich My¥

6. Di-potassium hydrogen phosphate trihydrate
(K2HPO+.3H20, 99%)
7 Dimethyl sulfoxide (DMSO; C:HsOS, >99.5%) Sigma-Aldrich My

Sigma-Aldrich My
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8. Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Gibco BRL M¥
9. | Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) Gibco BRL My
10. | Ethanol absolute Chemsol VN
11. [ Fetal bovine serum (FBS) Gibco BRL My¥
12. | Gelatin from porcine skin (70 — 90%) Sigma-Aldrich My
13. | . Fisher
Hydrochloric Acid (HCI, 32-35%) o — My
Scientific
14. | L-Ascorbic acid (CsHsQs, >98%), Alizarin Red S ) . a
Sigma-Aldrich My
(C1sH7NaO-S, 25.0 - 49.1% C)
15. | Lysogenia Broth medium (LB) Himedia An Do
16. | Magnesium chloride hexahydrate (MgClL.6H-0, | .
Sigma-Aldrich My
98%)
17. | Magnesium nitrate hexahydrate | .
Sigma-Aldrich My
(Mg(NOs)2:6H20, 99.999%)
18. | Manganese sulfate monohydrate (MnSO4-H-0, B
Oxford An Bbd
98%)
19. | Minimum Essential Medium « (ae-MEM) Gibco BRL My
20. |MTT (3-(4.5-Dimethylthiazol-2-y1)-2,5- : R
: : : Invitrogen M¥
Diphenyltetrazolium Bromide) (MTT)
21. | Ortho-phosphoric acid (HsPOu, 85%) Merck Purc
22. | Pen Strep Glutamine (PSG) Gibco BRL My
23. | Potassium chloride (KCl, 99.5%) Sigma-Aldrich M¥
24. | Sodium chloride (NaCl, 99.5%) Sigma-Aldrich M¥
25. | Sodium hydrogen carbonate (NaHCOs, 99.5%) Sigma-Aldrich My
26. , . Fisher
Sodium Hydroxide (NaOH, > 97%) N My
Scientific
27. | Sodium sulfate (NazSOs, 99%) Sigma-Aldrich My
28. | Stronti hloride hexahydrate (SrCl.-6H.0, 2
rontium chloride hexahydrate (SrClz-6Ha Oxford An Do
99%)
29. | Tannic acid (CreHs2046) Sigma-Aldrich My
30. | Tris-hydroxyamethyl aminomethane (TRIS, 99%) | Sigma-Aldrich M
31. | Trypsin-EDTA Gibco BRL My
32. | B-Glycerophosphate  disodium salt hydrate Sigme-Aldrich My

(CsH:Naz206P - xH20, >99%)
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2.2.1.2. Danh muc hod chit
Bing 2 Bang danh muc trang thiét bi st dung trong nghién c(ru

STT . Tén hoi chat Hing sin xuat Xvuflt X
I B¢ di¢u nhiét Nuve Tho Nhi Ky
2. | Bésiéuam TQ TQ
3 Beaker Duran Duc
4. | Bép khudy tir gia nhiét Sigma-Aldrich M§
¥ Buret Duran Puc
6. Can phan tich 4 sb 1é Satorius Dc
7. | Pau con Gibco BRL My
8. Pia 24 giéng Biologix My
9. Falcon Biologix My
10. | Kinh hién vi dién tir quét Hitachi Nhat
I1. | Kinh hién vi soi nguoc OPTIKA Y
12. | May do luu bién Thermofisher My
13. | May do pH dé ban Horiba Nhat
14. | Méy ly tam Hermle buc
15. | May phan tich kich thu6e hat (DLS) Horiba Nhat
16. | May phéan tich nhiét trong trudng — ~

o - Mettler Toledo My

queét vi sai (TGA)
17. | May quang phd hong ngoai bién doi PerkinElmer My
(FTIR)

18. | M4y nhiéu xa tia X (XRD) Bruker Pic
19. | Micropipette Biologix My
20. [ Tuam CO; Nuve Thé Nhi Ky

2.2.2. Phuong phép nghién ciru
2.2.2.1. Tong hop nano h ydroxyapatit tir vo trieng ga

Quy trinh téng hop nano hydroxyapatit tir vo tring ga nhu dugc thé hién trong Phu
luc 1. PAu tién, vo tring ga Ba Hudn (thu thap & dia ban Thanh phé H6 Chi Minh) duoc
1am sach véi nudc cit va dun s6i & 100 °C trong 30 phat dé loai bd céc protein con s6t
lai. Mang tring ciia vo trimg duoc loai bé va rira sach lai v6i nudc cét. Sau do, vo trimg
dwgc sdy kho & 80 °C trong 24 gid truée khi duge nghién thanh bt v tring (ESP) biing
chay va ci. Quy trinh t6i wu dé thu nhan CaO dugc khao sét biing cach chuén bi 5 g
ESP va nung ¢ 1100 °C trong cdc mdc thoi gian 1 gio (CES1), 2 gid (CES2) va 3 gidr
(CES3). Bét trang thu dugc sé dugce danh gid dé chon ra diéu kién phi hop thu nhan
CaO tir vo trimg ga [89].
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Vit liéu nano hydroxyapatit duge tong hop tir vo trimg ga thdng qua phuong
phap két ttia hoa hoc két hop v6i séng siéu am. Cu thé, mau vo trimg nung t6i vu duge
phén tan vao nude khir ion (DI) dé chuén bi huyén phti Ca(OH): 0,5M. Nho tir tir cho
dén hét dung dich HsPO4 0,6M vao huyén phi Ca(OH): trong khi khudy tir lién tuc &
60°C, ham lugng tién chit dugc tinh toén sao cho ti 1¢ Ca/P dat khoang 1,67. Phan (mg
két tha uot duoc thye hién duéi didu kién khudy lién tuc (S00 rpm) trong 1 gidr & 60°C
va pH ctia hén hop phén ttng duge duy tri & khoang 10 bing dung dich NaOH 1M hoic
HCI IM. Toan b hon hop dich sita sau giai doan phan ting két tua wét duge xu Iy véi
song siéu 4m trong bé siéu &m véi tin s6 42 kHz, ndng lugng 300 W trong 1 gid. San
phim thu duoc s& duge loc rira véi DI 3 14n dé thu duge nHAE [90].

2.22.2, T 511g hop hydrogel nén gelatin bién tinh axit tannic

Quy trinh tong hop hydrogel nén gelatin bién tinh axit tannic dugc thé hién trong
Phuy luc 2. Trudc tién, polyme gelatin bién tinh axit tannic (GTA) duge tong hop dua
trén co ché phan tng cong Michael gilra cdc nhém amin cua gelatin va cac nhoém galloyl
clia axit tannic trong méi trudng kiém. Cu thé, gelatin duoc hoa tan hoan toan véi DI &
40°C trong vong 2 gitr dudi diéu kién khudy lién tuc. Sau d6, pH cua dung dich gelatin
dugc dieu chinh 1én khoang 8.5 bang dung dich NaOH 1M dé tao diéu kién thuan loi
cho phan tmg. Tiép theo, dung dich TA 1 wt% duge bd sung tir tir vao hé phan trng dudi
diéu kién khudy lién tuc trong sudt qué trinh phan tng. Péng thoi, pH ciia hdn hop phan
tmg luén dugc duy tri 6n dinh & mic 8.5 bing dung dich NaOH 1M. Phan ting duoc
dién ra trong vong 3 gid va sau d6 pH ctia hdn hop duge diéu chinh vé 7.4. Sau khi két
thic phan tng, hén hop sau phan ing duoc lam sach bang mang tham tach ¢ gidi han
khéi lugng phén tir 3.5 kDa trong DI qua dém. Hon hop sau tham tach duoc déng kho
dé thu dugc polyme GTA dang ran [91].

Dé chudn bi hydrogel nén GTA, polyme GTA dugc hoa tan trong DI véi ndng
d6 250 mg/mL & 40°C trong diéu kién khudy lién tuc. Sau d6, céc hydrogel nén GTA
dugc ché tao bing cach thém cdc ion (Ca?, Mg?', Sr**, Mn?, Co?* va Bi*) & chc nong
d¢ khac nhau (10, 25, 50, 75, va 100 mg/mL) vao dung dich GTA 250 mg/mL vdi ty 1&
9:1 (v/v). Thoi gian tao gel duge xdc dinh bang phuong phap dao nguge éng nghiém.
Trang thai gel dugc hinh thanh khi hén hgp khong bi chdy khi Gp nguge 6ng nghiém
[92].
2.2.2.3. Ché tao vit liéu composit ntHAE két hop hydrogel gelatin bién tinh axit tannic
bé sung ion kim logi (nHAE/GTA-MI)

Quy trinh ché tao vat liéu composit nHAE két hop hydrogel gelatin bién tinh axit
tannic bd sung ion kim loai dugc thé hién trong Phu luc 3. Composit hydrogel
nHAE/GTA-MI duge ché tao thong qua phuong phép phdi trén truc tiép két hop voi
lién két ngang bang ion kim loai. P4u tién, bt nHAE duge phén tin trong DI v6i ndng
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do 250 mg/mL dudi diéu kién khuéy lién tuc & 40°C. Sau d6, polyme GTA duge hoa
tan vao hé véi nong do 250 mg/mL va khudy cho dén khi thu duoc hdn hop dong nhat.
Tiép theo, dung dich ion kim loai phu hop da dugce lua chon tir bude khao st ion kim
loai phu hgp cho hé hydrogel GTA dugc thém vao hdn hgp nHAE/GTA theo ti 1é thé
tich 9:1 (v/v). C4c nong d¢ ion duoc khio sét bao gdm 10, 25, 50, 75 va 100 mg/mL
nhdm déanh gi4 anh huong cia ham lrong ion dén qué trinh tao gel va tinh chét cua
composit. Thoi gian tao gel duge xéc dinh bing phuong phap dao nguge dng nghiém.
Trang thai gel duoc hinh thanh khi hn hop khéng bi chay khi Up nguogc 6ng nghiém
[79].

2.2.2.4. Danh gid dic tinh hod Iy va co Iy

% Phuong phip phan tich quang pho hong ngoai bién déi (FTIR)

Phé FTIR duge str dung dé xdc dinh cic nhém chirc hoa hoc déc trung va xac
dinh thanh phén hod hoc trong vt liéu. Mau duge do trong khoang s6 séng tir 400 dén
4000 em! dé phan tich sy thay ddi vé thanh phdn ho4 hoc sau khi téng hop hoc bién
tinh vt liéu.

*» Phwong phap quang phd nhiéu xa tia X (XRD)

Gian dd XRD duoc st dung dé xéc dinh cdu trac tinh thé va thanh phan pha cia
vt liéu. Cac mau duge do trong khoang géc 20 tir 10 dén 60° dé x4c dinh cic pha tinh
thé dac trung va danh gid mie do két tinh cua vat lidu sau téng hop.

* Phwong phap phan tich nhiét trong lugng (TGA)

Budng cong TGA duoc sir dung dé dénh gia do bén nhiét va sy thay déi khéi
lugng cua vét ligu theo nhiét d§. Thong qua dudng cong TGA cé thé x4c dinh cac giai
doan phéan huy, ham luong thanh phén hitu co. vé co coa vat liéu va do tinh khiét cua
vat liéu.

< Phwong phap phén tich kich thuée hat (DLS)

Phuong phap DLS dugc st dung dé xac dinh kich thu6e hat va phan bé kich
thudc hat trong moi truéng phéan tan. Dya trén su dao dong cudng dd 4nh sdng tan xa
do chuyén dong Brown cua céc hat trén dung dich dé x4c dinh kich thudc thuy ddng hoc
cua vt liéu.

% Phuong phip kinh hién vi dién tir quét — phd tin xa ning lwgng tia X
mapping (SEM/EDX mapping)

SEM (khoang cédch 1am viée 10 mm) duge st dung dé quan sat hinh thai bé mat
va cdu tric vi mé cua vat ligu. Két hop véi EDX mapping cho phép xéc dinh thanh phin
nguyén td va su phén bd cna cac nguyén t6 trén bé mit mau.
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“ Phuong phap do luu bién hoc (Rheometer)

Phép do luu bién duge sir dung dé danh gia tinh chit co hoc va hanh vi bién dang
cua hydrogel. Cac thong s6 nhu mé dun dan hdi (G’), va md dun thét thoat (G**) duoc
xéc dinh thong qua cac phép do quét tan sb.
2.2.2.5. Ddnh gid kha ndang bam dinh

Kha nang bam dinh cua vét liéu composit duge danh gia dinh tinh thong qua
phuong phap quan sat truc quan trén cic bé mat mé sinh hoc khéc nhau. Cu thé, mot
luong vat liéu dugce dit 1én bé mit ctia cade moé sinh hoc nhu xuong, sun,... Sau khi tiép
xtic, mau duge gitt trong mot khodng thoi gian ngén dé dam bao sy hinh thanh lién két
bam dinh. Kha néng bam dinh dugc danh gi4 théng qua quan sét kha nang ¢ dinh cua
vat li¢u trén bé mat khi 14t ngugc céc bé mat. Pdng thoi, do én dinh bam dinh trong moi
truong 4m ciing dugce khao sat bing cach cho mau tiép xtc véi dong chay cta nude
nham mo phong diéu kién sinh ly. Hinh anh thu dugc phan anh kha ning bam dinh cua
vat liéu véi céc bé mit ciia md sinh hoe [93].
2.2.2.6. Ddnh gid hoat tinh sinh hoc

%+ Kha niing phin huy sinh hoc

Kha nang phén huy sinh hoc cua nHAE dugc thir nghiém dua trén tiéu chuan ISO
—23317-2014. Cu thé, moi trudng gia dich thé ngudi (SBF) pH 7,4 duoc chuin bi theo
nhu tiéu chuén da cong bo. Méi truong ndy bao gdm Na* 142 mM, K* 5 mM, Mg?" 1,5
mM, Ca* 2,5 mM, Cl" 147.8 mM, HCO:s 4,2 mM, HPO+>" | mM va SO+ 0,5 mM. Céc
mau thir nghiém duge chuan bj & dang khéi hinh try ¢6 dudng kinh 10 mm va chidu cao
2 mm béng céch tron bot nHAE véi DI theo ti 1¢ 1:1 vé khéi luong va sau dé séy kho &
60°C trong tu sdy déi luu. Qua trinh thit nghiém khi mau dugc ngam trong falcon 15mL
chira 6,5 mL SBF trong diéu kién 37°C. Thu nghiém phan huy sinh hoc duge tién hanh
& cacmée 1, 7, 14, 21 va 28 ngay. Sau khi két thic thir nghiém, mau duge rira sach bing
DI 2 1an trude khi duoe sdy kho ¢ 60°C trong ti sdy ddi luu. Kha nang phan huy sinh
hoc cua vat liéu duge danh gia thong qua su thay doi khdi luong mau trude khi thi
nghi¢m (Wo) va khdi luong mau sau khi thu nghiém tai cdc méc thai gian (W) trong
SBF. Ty 1¢ phan tram khdi lugng mét di dugc tinh theo cong thirc: Khdi luong con lai
(%) = [(Wo— W,)/Wo] x 100% [94].

Kha nang phén huy sinh hoc ctia hydrogel nén GTA va composit duge dinh gia
trong moi trudng DPBS chira enzym collagenase 0.001wt % nham md phong diéu kién
sinh 1y. Cu thé, khoang 300 pL vt liéu duge chuén bi trong céc dng eppendorf 2 mL.
Cac mau dugce xédc dinh khdi lugng ban diu (Wo) va cac mau duge ngdm trong 1 mL
dung dich DPBS chira emzym collagenase 0.001 wt% va u ¢ 37°C. Moi truong duge
thay méi va khéi lugng miu duge ghi nhin sau mdi 24 gidy (W)). Ty 1& phén tram khoi
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lugng mat di duge tinh theo cong thire: Khéi luong con lai (%) = [(Wo — W.,)/Wo] x
100% [93].
< Kha nang khang oxy hoa
Kha nang khang oxy hoa ctia composit duge danh gia thong qua thir nghiém bat
goc tw do DPPH. Cu thé, dung dich DPPH 0,03 mM dugc chudn bi trong ethanol. Sau
do, khoang 300 pL vét liéu duge u trong dung dich DPPH & diéu kién tranh sang. Tai
céc thoi diém 10 phit va 30 phit, dung dich phan ting dugc do do hip thu & 517 nm. Sy
gidm cuong df hap thu phan anh kha nang bét gbe ty do ciia mau. Hiéu suit bét gbe tur
do dugc tinh theo cong thirc: Ti 18 bat géc tir do (%) = [(Ao— Ar)/Ao] % 100%. Trong do,
Ao la do hép thu cia dung dich DPPH 0,03 mM & 517 nm va A, 1& do hép thu ctia dung
dich phan tmg ¢ cac mdc thoi gian [91].
< Kha ning khang khuén
Hoat tinh khéng khuan cua composit dugce danh gid thong qua su ghi nhan dudng
cong tang trudng cua Escherichia coli (E. coli) va Staphylococcus aureus (S, aureus)
dya trén tiéu chuan ASTM E2315-16. Cu thé, E. coli va S. aureus duogc tang sinh trong
moéi truong moi truong Lysogenia Broth trong 24 gidy & 37°C. Vi khuén sau tang sinh
duge diéu chinh dén mat do khoang 1,2 — 1,5 x 10* CFU/mL va mau thir nghiém dugc
khir tring dudi tia UV 30 phiit dé chuén bj cho thir nghiém. Mau thir nghiém va méi
truding chita vi khudn duge déng nuéi cdy véi ndng do 25 mg/mL & 37°C. Pdng thoi,
moi trudng chira vi khuén ciing duoe chuan bi rigng dé lam dbi ching. Qué trinh ddng
nudi cdy duoc kéo dai qua cac mébc 24 giv, 48 giv va 72 gid. Sau mdi mbe thoi gian thir
nghi¢m, kha ning ting trudng cua vi khuin duge xde dinh bang cach ghi nhan gia tri d6
hap thu quang hoc ctia moi trudmg thir nghiém & bude séng 600 nm [95].
2.2.2.7. Danh gid tinh chit sinh hoc
*¢ Chuin bi dich chiét vt li¢u
Céc mau thir nghiém dang dich chiét duge chuan bi dua trén tidu chudn ISO
10993-12. Cu thé, mau vat liéu dang bot, hydrogel va composit duoc xir 1y véi tia UV
trong 30 phut dé khu trimg. Céc mau bot da khir trung dugc ngdm trong moi trudng tang
sinh phi hgp cho timg thir nghiém véi nong d6 200 mg/mL & 37 °C va 5% CO: trong
72 gid. Trong khi d6, cac mau hydrogel va composit da khir tring duoc ngdm trong moi
truong tang sinh phu hop cho timg thir nghiém véi ndng do 100 uL/mL & 37°C va 5%
CO: trong 72 gid. Cac mau chat 1ong sau d6 duge xir Iy vo tring bang mang loc vé trimg
dé chuan bj cho céc thir nghiém déi véi dich chiét vat lieu [93].
%+ Nudi ciy té bao
D¢ chuén bj cho thir nghiém trén té bao, dong té bao nguyén bio soi dudi chudt
(L929) va dong té bao gbc tuy xuong (BMSC) duoc nudi cAy trong moi trudng tang sinh
pht hop. Cu thé, L929 duoc nudi chy trong moi truong Dulbecco's Modified Eagle
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Medium chtra 10% FBS, va 1% Pen Strep Glutamine. Trong khi d6, BMSC duge nudi
cdy trong moi truong Minimum Essential Medium o chira 10% FBS va 1% Pen Strep
Glutamine. Khi cac dong té bao dat do hop luu khoang 80% s& duoc xur ly véi Trypsin-
EDTA d¢ chudn bj cho céc thir nghiém [93].
<+ Thir nghiém d{c tinh va ting sinh té bao
Thur nghi€m ddc tinh va kha néng ho trg ting sinh té bao cua vit liéu duoe tién
hanh dé cung cip co sé cho céc thir nghi¢m chuyén séu hon. Cuy thé, 300 uL huyén phu
té bao L929 v6i mat do 2 x 10 t& bao/giéng duoc gieo vao dia 24 giéng. Té bao dugc
dé 6n dinh trong 24 git & 37°C va 5% CO» trude khi té moi truong cii bi loai bo va 300
UL méi truong thtr nghi¢m twong img duge thém vao. Thir nghiém duoe kéo dai theo
thoi gian véi cde moc thir nghiém bao gdm 1 ngay va 5 ngay. Sau khi két thic thai gian
thtt nghiém, méi trudng méi chia dung dich MTT 5 mg/mL theo ti 1€ 10:1 dugc thay
thé méi trudng cii va u trong 4 gid & 37°C va 5% CO.. Céc tinh thé formazan xudt hién
duge hod tan v6i DMSO va duge do d6 hap thy tai buée séng 570 nm. Hinh thai té bao
duge quan sat duédi kinh hién vi soi nguoc va su chénh 1éch vé té bao séng sOt tai cac
khoang thoi gian khac nhau sé dugce phan tich dé danh gid kha ning hd trg té bao ting
sinh cua vat ligu. Ti 1¢ t& bao sdng sot duge tinh toan theo su chénh léch do hip thu tai
570 nm ctia mau thir nghiém (ODy) va dd hép thy tai 570 nm ctia mAu chi nuéi cdy voi
mdi trudng tang sinh (ODy). Ti 1 & bao séng sét duoc tinh theo cong thire: TY 1€ té bao
song s6t (%) = ODJ/OD,*100% [93].
< Thir nghiém di chuyén té bao
Be chudn bi cho thir nghiém dénh gid kha ndng hd trg di chuyén té bao. 300 ul.
huyén pht t& bao 1.929 véi mat do 1 x 10° 1& bao/giéng duoc gieo vio dia 24 giéng &
37°C va 5% COa. Té bao sau khi hop luu, phi kin toan bd day giéng s& duoce rach 1
dudng bing dau con. Méi trudng cii va té bao bong duoe loai bo va lam sach bing DPBS
2 lan. Sau do, 300 uL moi trudng ting sinh (ddi chimg) va dich chiét vat lidu tuong Gng
dugc thém vao giéng va i & 37 °C va 5% CO». Sau cac mée thoi gian 0 gid, 24 giv, 48
gidr va 72 gid, vi tri vét rach duoc quan sat dudi kinh hién vi soi ngugc dé danh gid su
khép lai cua vét rach, tir d6 dénh gia kha ning hd trg té bao di chuyén cta vat lidu [96].
% Thir nghiém biét hoa xwong
Dé chudn bi cho thir nghiém dénh gid kha nang hd trg qua trinh biét hoa xwong
ctia vt li¢u, 300 pL huyén pht té bao BMSC véi mat do 1 x 10° té bao/giéng duoc gieo
vao dia 24 giéng. Sau d6, mdi truong dugc thay thé bing dich chiét vat lidu va duoc
thay méi sau moi hai ngay trong sut thoi gian thu nghiém (7 ngay). Déng thoi, moi
truong bi¢t hoa xuong (a-MEM chira 10% FBS, 1% PS, 250 uL B-glycerol 2-phosphate,
100 pL axit ascorbic va 500 uL dexamethasone), va méi trudng ting sinh duge dong
nudi cdy véi BMSC 1an lugt duoc xem la ddi ching duong va ddi chiing dm. Két thic
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qué trinh xtr Iy 1€ bao v6i mau thir nghiém, té bao dugce 1am sach véi DPBS va duoc cb
dinh bang 4% paraformaldehyde trong 30 phut. Sau ciing, € bao dugc nhudm véi 2%
Alizarin Red S va rira lai véi DPBS trude khi duge quan sat mat d¢ va hinh thai dudi
kinh hién vi soi nguoc [97].
2.2.2.8. Phan tich thong ké

Tét ca céc thi nghiém duoc 13p lai 3 1an va két qua duoe trinh bay dudi dang gia
tri trung binh = dé 1éch chuén (SD). Phén tich théng ké duoc thuc hién theo phuong
phap one-way ANOVA. Sy khéc biét duoc coi 14 c6 y nghia o mtc p < 0.05
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Chuwong 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Tong hop nano hydroxyapatit tir vé trimg ga
3.1.1. Danh gia hiéu qui thu nhin canxi oxit tir vé tring ga

Dé xéc dinh diu kién phd hop dé thu nhan CaO tir v trimg ga théng qua qué
trinh nung bdt vo tring ga & 1100°C, FTIR va TGA da dugce str dung. Nhu duge thé
hién trong Hinh 3.1A, phd FTIR xéc nhén bdt vo trimg ¢6 thanh phan chi yéu 1a hop
chét cia nhém COs* (1425 cm™ - v3,875em ' - v2, and 713 cm™ — v 4) va hop chat
htru co (2976 cm™ — CH, 2877 em™' — CH, 2515 em™ — COOH, and 1797 ¢cm! C=0)
[98-100]. Sau qua trinh xir Iy nhiét, céc dinh hap thu dic trung cua cac nhém chire hitu
co di bién mat hoan toan trén phd FTIR cua céc miu vo tring nung. Cac dinh hép thy
déc trung cho nhém COs* ciing thay ddi 16 rét, su bién mét cua dinh hép thu tai vi tri
713 em™ va sy suy giam cudmg do dbi vé6i dinh hép thu & 1425 cm! cling nhu dinh hap
thu ¢ 875 cm ! da duge quan st thdy. Picu nay cho thdy qua trinh phan huy da dién ra
doi véi céc hop chét hiru co va hop chét chita COs>. Mt khéc, khi so sdnh giira cac phé
FTIR cia vo trimg nung va Ca0, ¢6 thé dé dang nhin thiy su tuong dong tuong dbi vé
hinh dang va vi tri c4c dinh phé. Bén canh do, dao dong dic trung cho cac lién két oxit
kim logi (622 — 400 cm™), trong trudng hop nay 1a CaO, cho thiy cudng do manh nhat
& CES3 (1100°C - 3h) khi so gitta c4c mau vo trimg nung [101]. Dua trén cudng do hap
thy ¢6 thé thay rang thdi gian nung anh hudng truc tiép dén su hinh thanh va ham luong
CaO sau qua trinh xtr ly nhiét. DU vy, su xuét hién cac dinh hap thu dic trung cho COs>
va OH" ciing duoc ghi nhan & phd CaO thuong mai va cac phd vé trimg nung. Nguyén
nhén cua hién tugng nay c6 thé 1a do su hz"ip phu CO: va hoi nude trong khong khi dan
dén sy hinh thanh Ca(OH)z va CaCOs trén bé mat. Két qua dénh gia FTIR bude diu cho
thay muc nhiét d§ phit hop cho qua trinh phéan huy dién ra dé thu nhan CaO tir v trimg
ga. DU vy, dé xac dinh diéu kién pht hop cho san pham vo trimg nung dat do tinh khiét
tuong duong véi CaO thuong mai, phép dénh gia TGA 1a cin thiét.

Su 6n dinh nhiét cua bét vo tring ga, CaO thuong mai va cic miu vo trimg nung
duoc the hién trén Hinh 3.1B. Trudc hét, duong cong TGA cuia bot vo tring ga cho thiy
khéi lwong mét dat X4p xi 47%, con sb ndy phi hop véi mdt s§ cong bb trude day va
nguyén nhan cha yéu 1a do su phén huy ctia CaCOs cung véi cic chat hitu co [102].
Trong khi d6, dudng cong TGA cua CaO thuong mai chi thé hién hai viing mét khéi
lugng & 400 — 450°C va 550 — 600°C 1an luot 1a 7% va 3%. Hién tugng nay lién quan
dén qué trinh khtt nuéc cua Ca(OH)2 va phan huy CaCOs hinh thanh do qu4 trinh hut
4m va tai cacbonat héa bé mit, phan 4nh d¢ 6n dinh nhiét cao ctia CaO thuong mai
[103]. Dang dudng cong twong ty cing duge quan sat thdy & phd TGA coa cac miu vo
trimg nung va déu 6 2 ving mét khéi lugng & 400 — 450°C va 550 — 600°C. Miic di
viy, ty 1& khdi lugng mat di cua céc miu vo trimg nung khac nhau. Trong khi CES1 va
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CES2 cho thiy luong mét khoi lwgng nhiéu hon, 1an lugt mat khodng 17.5% va 8.5%
khéi lugng ¢ hai khoang nhiét. CES3 chi cho thdy ti 1& mat khéi luong 1an Trot 14 5.4%
va 2.1%. Két qua nay phan 4nh cac mau nung trong thdi gian ngin (1h va 2h) thé hién
luong mat khéi lugng cao hon, cho thiy CaO thu dugc cd xu hucmg hut 4m va cacbonat
hoa manh hon. Ngugc lai, mau nung 3h cho duong cong TGA gan nhu tuong dong véi
CaO thuong mai, cho thdy qu4 trinh nung kéo dai da gitp lam gidm déng ké xu huéng
hit 4m va téi cacbonat hoa. Két qua cho thay thoi gian nung déng vai tro quyét dinh dén
d6 6n dinh nhiét va trang thdi hod hoc cta CaO thu dugce tir vo trimg ga. Thoi gian nung
chua dui ¢6 thé tao ra CaO dé& hat 4m va tai cacbonat hod. trong khi nung du lau s& gitp
hinh thanh CaO c6 hanh vi nhiét gin gidng CaO thwong mai. Dya trén két qua TGA thu
duoc, thoi gian nung 3h duge xem 1a phu hop. Cudi cing, khi két hop véi két qua FTIR,
diéu kién thich hop dé thu nhan CaO tir vo trimg ga dugc xac dinh 1a nung & 1100°C
trong 3h.
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Hinh 3.1 Két qua déanh gia hod ly ciia cac mau vé trimg nung. A) Phd FTIR, B) Phd
TGA va C) Anh SEM - phé EDX mapping

Hinh théi va thanh phan nguyén t6 bé mit cia CES3 dugc phén tich bing SEM
két horp v6i EDX mapping nhu dugc thé hién trong Hinh 3.1C. Anh SEM cho thay CES3
¢6 cdu tric gbm c4c hat kich thuée nano dén c4n micromet, va phan bd khong ddng déu.
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Céc hat riéng 1¢ quan sét duge ¢6 hinh dang khong dong nhét va ¢ xu hudng két w
thanh cum. Db véy, céc hat 16n véi hinh dang tron déu khong xuét hién cho thdy hién
tugng thiéu két qua mirc khong xay ra [104]. Bén canh d6, cac khoang trong gitia cac
cum hat cung véi bé mat hat c6 céu tric khong nhin la cac dac diém thuan loi cho qua
trinh hydrat hoé & giai doan tong hop phia sau [105]. Pac biét, két qua phan tich EDX
mapping cho thiy nguyén td Mg xuét hién véi ham lwong rét nho (~ 0.6 at.%) va phan
b6 ddng déu trén bé mat CES3. Pidu ndy gitip mang lai lgi thé sinh hoc cho vét liéu sinh
hoc duge tdng hop tir vo trimg ga [106]. Nhiing két qua nay cung cap thém bing chimg
dé chimg minh tinh phti hop cia diéu kién nung dugc lya chon dé thu nhan CaO chiét
lugng cao tir chat thai vo trimg ga.
3.1.2. Danh gi4 tinh chit hoa Iy co ban cta nano hydroxyapatit tir v6 tritng ga

Vit liéu nano hydroxyapatit sau khi dugc téng hop tir byt vo trimg nung phi hop
thong qua phuong phap két tta hoa hoc két hop voi séng siéu am duge danh gia thong
qua cAc phép phan tich hod 1y dé x4c nhan sy téng hop thanh cong. Péu tién, nhém chic
PO+~ ¢6 4 mién dao dong chinh, cic mién nay co thé duge xéc dinh thong qua phd
FTIR. Cuy the, dai s séng 400 — 450 cm diic trung cho dao déng bién dang kidu kéo
(v2 PO+*) ctia doan O-P-0, dai sb song 570 — 610 ecm™' biéu thi ché d6 bién dang suy
bién bac ba (vs PO4*") trong lién két O-P-0, va dai s6 séng 1010 — 1190 cm ! cho thiy
su hién dién cta ché do kéo gidn suy bién bac ba bat dbi xung (vs PO+*") trong lién két
P-O. Céc dinh hap thy trong déi s6 song 937 — 970 cm™! twong (mg véi ché do kéo gidn
ddi xtmg khéng suy bién (vi PO*-) trong lién két P-O [107]. Phd FTIR cia nHAE duoc
thé hién trong Hinh 3.2A thé hién ro cac ché do dao ddng vi, vz, V3 va v khac nhau cha
nhém chirc PO4*~ dc trung cho HA. Cu thé, phd FTIR ciia nHAE cho thiy cac dinh hép
thu cua nhom chirc PO+~ dic trung cua vat liéu hydroxyapatit da duoce hinh thanh ro
rang. Dinh hép thu tai khodng sé séng 1042 cm ' duge quy cho dao dong kéo gian bat
dbi xumg (vs PO+") ctia nhém photphat. Bén canh d6, céc dinh hp thu tai khoang s&
song 963 cm™ dic trung cho dao dong kéo gian ddi ximg (vi PO+*), trong khi cac dai
tai khoang sé séng 602 cm ™' va 504 — 473 cm™ 14n luot twong mg voi dao dong bién
dang (vs va v2 PO+*) ctia lién két O-P—O. Sur xudt hién dong thoi va rd nét cua cac dao
dong dic trung nay cho thiy cdu triic ciia nhom chire photphat cia HA dd dugce hinh
thanh hoan chinh. Bén canh d6, dinh hap thy tai khoang s séng 3570 cm ! duoc gan
cho dao dong kéo gidn ctia nhém hydroxyl (vs OH"), la dic trung quan trong cla cau
triic tinh thé hydroxyapatit. Ngoai ra, dai phé rong trong khoang sé séng 3700 — 3000
cm™! xuat hién cé thé 1a do su hép thu nudce trong khong khi. Dac biét, su xuét hién dinh
hép thy tai céc sb song 1459 em™, 1423 ecm™ va 876 cm™' la didc trung cua dao dong vz
va dao dong vs ciia nhém COs?, Nghién ctru trude ddy da chi ra ring, céc dinh hép thu
xuat hién trong dai s6 song 890 — 850 cm™ va 1650 — 1400 cm ! 14n lugt 12 tin hidu dac
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trung cho dao dong v: (thay thé loai A) va dao dong vs (thay thé loai B) cua nhém
cacbonat trong cdu tric ctia HA [108]. Su xuét hién dinh hip thu dac trung cua COs>
cho thdy vat liéu HA duoc tong hop 1a dang HA thay thé cacbonat loai AB, trong do cac
ion COs* ¢4 thé thay thé dong thoi vi tri cua PO va OH- trong mang tinh thé, K ét qua
phan tich FTIR cho théy su hién dién dé‘ly du cua cdc nhom chire dac trung nhu POs*,
va OH-, déng thoi cé sy xuat hién ciia nhém chue pha tap COs* da xé4c nhén su téng
hop thanh cong vét ligu HA c¢6 thanh phan gin gidng nhu HA sinh hoc tu nhién.

Phuong phap nhiéu xa tia X duge sir dung dé xéc dinh pha tinh thé va muc do
két tinh ctia nHAE nhu dugc thé hién trén Hinh 3.2C. Két qua tir gian dd XRD cho thay
su xuat hién cac dinh nhidy Xa tai cac vi tri 20 dic trung gém 25,79°% 28,029°; 31,728%;
32,079°; 32,916; © 33,948° 1an luot dac trung cho cac mat phéng (002), (102), (211),
(112), (300), va (202). Cac mit phing nay 13 cac mit phéng diic trung cho vat liéu HA,
diéu nay cho thiy nHAE dugc téng hop thanh cong véi cdu trite tinh thé chinh thudc vé
HA. Dong thi, so v6i dir li¢u chudn cua HA theo JCPDS No. 09-0432, céc dinh nhidu
xa ddc trung nay hoan toan phu hop. Dé cung ¢b thém két qua nay, phan tich pha tinh
thé béng phan mém Profex cling da dugc thyc hién (Phu luc 4). Két qua cho thdy toan
bo céc dinh nhiéu xa déu khép hoan toan v6i pha HA ma khong ghi nhan bit ky ciia céc
pha tap nao. Diéu nay xac nhén ré‘mg vét liéu nHAE thu duge ¢6 thanh phan hoan toan
1a HA. Két qua nay cho thdy qu4 trinh t6ng hop tir ngudn nguyén liéu vo tring ga khong
anh hudng dén do tinh khiét cua séan phim khi ma cac pha phu nhu 3-TCP hay CaO
khong xudt hién trong gian dé XRD cua nHAE. Ngodi ra, do két tinh ctia nHAE cling
dugc xdc dinh thong qua phan mém Origin cho thdy gia trj dat khoang 62%. Gia tri nay
cho thay nHAE ¢6 murc d6 két tinh trung binh, pht hop véi dac trung ctia HA sinh hoc.
Nhicu nghién ctru truée ddy da chi ra ring, HA ¢6 dg két tinh trung binh thuong thé hién
su ¢cén bz"mg gitra d6 6n dinh va kha nang phan huy sinh hoc, tir dé ¢6 thé cai thién hoat
tinh sinh hoc va khd ning tuong tic v6i mé xwong [109, 110]. Nhin chung, phan tich
XRD cho thay nHAE duoc téng hop thanh cong v6i thanh phan chinh 1a HA va ¢6 do
két tinh c6 tiém nang thuan lgi cho ting dung téi tao xuong.

Phén tich tdn xa 4nh sang dong duge sir dung dé xéc dinh kich thuéc thuy dong
hoe va su phan bo kich thude hat ctia nHAE nhu duoc thé hién trén Hinh 3.2B. Két qud
phén tich cho thiy kich thudc trung binh ctia nHAE khoang 179,5 nm, nim trong ving
kich thudce nano dac trung ctia vét liéu nano. Pudng cong phén bé kich thude hat dwoc
thé hién & dang don dinh tuong ddi hep cho thiy hé ¢6 xu huéng phan bd kich thude hat
tuong dbi déng déu. Mic du vin ¢o su kéo dai nhe vé phia c6 kich thude [6n hon, goi ¥
su ton tai ctia mot sb lugng nho cac cum hat thir cép. Bén canh dé, chi sé phén tan cua
nHAE dat khoang 0,278, gi4 tri nay cho thiy mtic do phan bé kich thuée trung binh va
nim trong khoang chép nhan dugc dbi véi céc hé vat liéu nano. Gid tri nay thé hién hé
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nano nHAE khong bi két tu dang ké va c6 do ddng nhét twrong ddi vé kich thude hat.
Véi kich thude thuy dong hoc nay, ¢6 thé cho thay rang nHAE da dugc tong hgp thanh
cong o kich thude nano dudi sy tac dong ctia séng siéu am.
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Hinh 3.2 Két qua danh gid tinh chét hoa ly cta nano hydroxyapatit tir vo trimg ga. A)
Phd FTIR, B) Pudng cong DLS, va C) Gian dé XRD

Hinh anh SEM két hop pho EDX va hinh anh mapping duge sir dung dé phén
tich su thay d6i vé hinh thdi va kich thuéc hat cia nHAE truée va sau khi xir Iy song
siéu am. Dfmg thoi, ty 1& Ca/P cling nhu su phén bé céc nguyén t trén bé mit vat licu
cting dugc xac dinh. Hinh 3.3 cho théy, trude khi xir ly v&i séng siéu 4m, céc hat vat
liéu c6 xu hudng két tu manh. hinh thanh céc cum 16n va khong c6 ranh gidi rd rang,
ddy la dic trung pho bién cita cac hat HA do nang lugng bé mat cao. Tuy nhién, sau khi
duge xir ly bing song siéu am, hinh thi vat lidu da c6 su thay déi 16 rét. Anh SEM cho
thdy cac cum hat da bi phd v& va xuat hién cac hat riéng lé voi kich thude nhé hon, chi
yéu duéi 100 nm va ¢6 hinh dang twong déi dong déu. Diéu nay cho thdy hiéu (rng x&m
thuc ctia séng siéu dm da gép phan phén tach cdc cum két ty, lam giam kich thuée hat
va tang mirc d9 phén tan ctia h, tir d6 thic ddy qua trinh hinh thanh vat lidu & cdp do
nano. Két qua phén tich EDX cho thdy ty 1¢ Ca/P ciia nHAE dat khoang 1.62. gia tri
tiém can v6i gid tri Iy thuyét ctia HA (Ca/P = 1,67). Sy sai Iéch nhd nay ¢6 thé lién quan
dén su thay thé ion trong mang tinh thé. dac biét 1a sw hién dién ciia céc ion pha tap nhu
Mg** hodc nhém cacbonat (COs*), vdn thuong xuét hién trong HA sinh hoc. Pac biét,
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sy xuét hién cua nguyén tb Mg véi ham lugng nhé cho théy kha ning pha tap tu nhién
tir ngudn nguyén ligu vo tring ga, didu nay c6 thé doéng vai tro quan trong viée didu
chinh cau tric tinh thé va tang hoat tinh sinh hoc ciia vt liéu. Bén canh dé. tin hiéu ciia
nguyén t6 C phan bd trén bé mat cling goi ¥ sy hién dién cta cac nhém COs>. Sy 6
mat cua cd Mg* va CO-* da dugc chimg minh 12 ¢6 thé tang cuong kha niang phan huy
sinh hoc va kha niing trao ddi ion ctia vat li¢u, tir d6 gop phé‘m cai thién hi¢u qua trong
cac ung dung tdi tao xwong [111, 112]. Nhin chung, két qua SEM/EDX khong chi chimng
minh hiéu qua cua qué trinh siéu am trong viéc kiém sodt hinh thai va kich thuéc hat,
ma con xac nhén thanh phan héa hoc va su phan b dong déu cia cac nguyén t trong
vét liéu nHAE, tao co s¢ cho viée danh gid céc tinh chét sinh hoc ctia hé vat liéu nay.

SEM truwdc siéu am SEM sau siéu am

EDX Mapping
Ca—2.28% ' ‘Mg - 0.05%

—

Hinh 3.3 Hinh anh SEM ctia nano hydroxyapatit tir vo trimg ga trude va sau khi dugc

xir ly séng siéu 4m. Phd EDX va hinh anh mapping ctia nano hydroxyapatit tir vé trimg
ga
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3.1.3. Danh gia khé ning phan huy sinh hoc ciia nano hydroxyapatit tir vé trimg
ga

Két qua danh gid kha ndng phén huy sinh hoc cia nHAE trong méi truong SBF
dugc thé hién trong Hinh 3.4. Trong thoi gian ddu (0 — 14 ngay), khéi luong cia nHAE
da giam tir 100% xwong con 87,82 + 0.86%. Piéu ndy cho thiy kha nang phéin huy sinh
hoc cuia nHAE c¢6 thé lién quan dén su ton tai ciia clia céc khuyét tat cdu tric tir sy pha
tap cla céc ion nhu Mg?* va COs*". Trong giai doan tiép theo (21 ngay), khéi lugng méu
thir nghiém ting 1én khoang 98,82 = 0,79%. Sy gia tang ndy c6 thé 1a hé qua cta qua
trinh hinh thanh 16p apatit trén bé mit ctia nHAE. Didu nay bat ngudn tir sy bio hoa qua
muc ion trong dich SBF do su phan huy ctia nHAE. Céc ion Ca?, PO.*,.. . duogc giai
phong tir n(HAE két hop véi céc ion sén 6 trong moi truong SBF tao thanh két tua apatit
trén bé mit cia vat liéu nHAE, lam ting khéi luong méu [113]. Pay la mot ddu hiéu
quan trong trong goi y veé tidm nang khoang hod cta vét li¢u nHAE. O giai doan sau cta
qua trinh thir nghi¢m (28 ngay), khéi lugng mau lai ¢6 hién twong giam nhe xubng 94,91
+ 0,22%. Diéu nay goi ¥ cho viéc duong nhu hé¢ da dat trang thai can bang dong gitta
qué trinh hoa tan va két tia, Céc xu hudng nay cho thiy nHAE khong chi ¢ kha nang
phan huy sinh hoc ma con duy tri dugc do 6n dinh tuong dbi trong moi truong SBF. So
V@i cac polyme sinh hoc thuong dugc ting dung trong ché tao vt liéu tai tao xuong nhu
collagen, gelatin, chitosan,...v6n c6 xu huérng phan huy sinh hoc nhanh va mét céu tric
trong thoi gian ngan, nHAE thé hién tinh én dinh cao hon, phi hgp cho céc yéu ciu duy
tri cAu triic trong qué trinh tai tao xuong. Nhin chung vit liéu nHAE thé hién hanh vi
phén huy sinh hoc va khoéng hoa dac trung, bao gdm giai doan hoa tan ban déu, tiép
theo 12 hinh thanh apatit va cudi ciing 1a trang théi can bang dong. Su gia ting khéi
lugng sau giai doan dau la bing chirng rd rang cho kha ndng cam ting hinh thanh apatit,

qua do6 khing dinh tiém nang tmg dung cuia nHAE trong linh vuc téi tao xuong.
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Hinh 3.4 Két qua danh gia kha nang phéan huy sinh hoc ctia nano hydroxyapatit tir vo
trimg ga trong méi trudng gia dich thé ngudi.
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3.1.4. Thir nghiém té bao in vitro dbi véi nano hydroxyapatit tir v6 trirmg ga

Két qua danh gia kha nang twong thich té bao va kha néng hd tro ting sinh trén
dong té bao L929 duogc thé hién nhu Hinh 3.5A va B. Dya trén tiéu chudn ISO 10993-
5. vat ligu duge xem la khong gay doc té bao khi ty 1é sdng s6t cuia té& bao 16n hon 70%.
Nhu duge thé hién trén Hinh 3.5A. gié trj OD tai 570 nm cua miu nHAE tai cdc mdc 1
ngdy va 5 ngay lan lugt dat 0,438 = 0,002 va 0,669 = 0.004. cao hon so v&i mau dé;
chimg (0.412 + 0,002 va 0,515 = 0.01). Diéu nay cho thdy nHAE khéng chi ¢6 tinh
twong thich € bao ma con 6 xu hudng thiic ddy 1€ bao ting sinh. Theo thoi gian thu
nghiém, mat do quang hoc ctia ¢a hai nhom déu tang. phan dnh sy tang sinh tu nhién
cta té bao. Tuy nhién, mic do¢ gia téng mét do quang hoc & nhém nHAE 16 rét hon so
voi mau doi chimg. dic biét [a 6 mée thir nghiém 5 ngay. Piéu nay cho thdy moi truong
dich chiét ctia vt liéu nHAE ¢ kha néng tao didu kién thuan loi hon cho sur phat trién
va ting sinh cia té bao. Bén canh do, két qua dinh lugng duge ciing ¢b béi hinh anh té
bao duge quan sat dudi kinh hién vi soi nguge (Hinh 3. 5B). O ca hai méc thoi gian thir
nghiém, té bao trong nhém nHAE vén duy tri hinh thai kéo dai, bam dinh t6t va khéong
xuét hién d4u hiéu co rit hay tron hoa té bao, cho thy vét lidu nHAE khong géy ra su
cing théng hoac kich hoat qua trinh chét theo chuong trinh ctia t& bao. Pac biét, tai mbc
thtr nghiém 5 ngay, mat do té bao trong nhém nHAE cao hon rd rét so véi mau déi
chimg. cho thiy higu qua thiic ddy té bao ting sinh ctia nHAE. Hiéu qua nay ¢6 thé dwroc
giai thich do hanh vi phan huy sinh hoc cia nHAE cung cép c4c ion Ca?* va mot lugng
nho Mg?* ¢6 thé tao ra moi truong thugn lgi va kich thich su tang sinh ctia té bao [114.
[15]. Nhin chung, nHAE c6 kha ning tuong thich té bao t5t va kha nang hd trg ting
sinh té bao 1.929 hiéu qua. Cac két qua nay cho tht‘iy tiém nang rng dung cua vat liéu
trong linh vure tai tao mo xuong.
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Hinh 3.5 Két qua danh gia tinh twong thich té bao va kha nang ho trg ting sinh té bao
ctia nano hydroxyapatit thong qua A) Po hép thu cia formazan & 570 nm va B) Hinh
anh té bao 1.929 dudi kinh hién vi soi nguoc
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3.2. Téng hop hydrogel nén gelatin bién tinh axit tannic
3.2.1. Tong hop polyme gelatin bién tinh axit tannic
Polyme GTA duoc t(R)ng hop béng phén tng cfng Michael giita gelatin va axit
tannic duge phén tich FTIR nhu Hinh 3.6B. Péi vai Gel, céc dinh hép thu ddc trung
xuét hién trong khodng 3400 cm™ (N-H va O-H). ~1620 cm- ' (C=0), va ving ~1000 —
1100 em™ (C-0). Trong khi d6, phd FTIR ctia TA cho thdy dai hip thu rong & khoang
3200 - 3500 em™ (hydroxyl phenolic) va cac dinh hép thu trong vung 1400-1700 cm™!
(vong thom va C-0). Dic biét dbi voi GTA., phd FTIR thé hién su két hop déc trung
clia ca hai thanh phin bao gdm ca Gel va TA. Cu thé céc dai hdp thy ciia gelatin van
dugc duy tri nhung c6 xu huéng giam cuong do va mé rong, chi yéu tai ving 3200-
3500 va ~1600 cm™'. Ddng thoi, su xuit hién rd rét cua cic dinh hap thu dic trung cho
céu tric vong thom va nhém phenolic trong phd FTIR ctia GTA 1a bang chitng cho thdy
TA da dugc tich hop thanh cong vao polyme Gel. Su thay doi vé cuong dé va hinh dang
clia cac dinh hép thy cho thdy su hinh thanh cac tuong tac gitra Gel va TA. ¢4 thé bao
gom lién két hydro va/hodc twong téc cong hoa tri thong qua co ché phan ung cong
Michael [1 16. 117]. Bén canh d6, phép danh gia UV-vis cling dugce thye hién dong thoi
dé cling ¢d sy danh gid vé viéc tong hop GTA. Nhu duoe thé hién trong Hinh 3.6A, Gel
hau nhu khéng thé hién dinh hip thu dic trung trong khoang bude séng 200 — 500 nm.
Nguoc lai, TA xuit hién mét dinh hdp thu o rang, sic nét tai budc song khoang 292
nm, ddc trung cho h¢ lién hop m—r* cia vong thom. Sau khi bién tinh Gel véi TA. phd
UV-vis ctia GTA cho thdy mot dinh hip thy tai 290 nm. Su xuét hién cua dinh nay cung
v6i su dich chuyén nhe so véi dinh ddc trung cua TA ban dau cho thdy meéi trudng dién
tir cta cac nhom chire trong TA da thay doi sau khi twong tac véi Gel. Diéu nay duoc
cho 1a do sy hinh thanh céc lién két hogic twong téc gira TA va mach polyme Gel, lam
thay dbi muc néng lwong clia céc dién tir (n—n* va m—n*) [118]. Tir cde két qua danh gia,
c6 thé két luan rang polyme GTA da dugc tong hop thanh cong.
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Hinh 3.6 Két qua dénh gia hiéu qua tong hop polyme gelatin bién tinh axit tannic. A)
Phé UV-vis va B) Phé FTIR
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3.2.2. Panh gia tinh chat co hoc, ho4 Iy co bin ciia hydrogel nén GTA
3.2.2.1. Khao sdt kha ndng tao gel ciia mét sé ion kim loai

Sau khi thanh céng tong hop polyme GTA, kha ning tao gel ctia hé duoc khéo
sat véi cac ion kim loai bao gém Ca*, Mg?*, Sr**, Mn*, Co*" va Bi** théng qua thir
nghiém khdo sat thoi gian tao gel bing phuong phép dao nguge 6ng nghiém. Két qua
duoc thé hién trong Phu luc 5 va Hinh 3.7B cho théy tat ca cac ion déu c6 kha ndng tao
gel v6i GTA nhung hiéu qua tao gel ¢6 sy khéc biét dang ké. Pdi véi cée ion Ca*, Mg¥,
Sr** va Mn®, thoi gian tao gel tuong doi dai (hdu hét hon 1 phit) va giam dan khi ting
nong do ion. Cu thé, tai néng do 10 mg/mL, thoi gian tao gel ctia Mg?* 18n dén 1827 +
10s, trong khi Ca** va Sr>* lan lugt 12 391 + 6 s va 429 + 8 5. Ngay cé khi tang ndng do
ting 1én dén 100 mg/mL (néng d6 ion cao nhit — Hinh 3.7A), thoi gian tao gel cua cac
hé nay van 16n hon 60 gidy. Bén canh do, trang thai gel trén thuc té duoe ghi nhén déi
vGi cc hé gel nay déu & trang thai gel long va c6 thé kéo soi. Nguoc lai, cac hé gel sur
dung Co* va Bi** thé hién kha nang tao gel nhanh hon déng ké. Thoi gian tao gel cua
Co** dat khoang 14 £2 s ¢ nong d 10 mg/mL va giam xudng dudi 5 gidy khi ting nong
do lén 75 — 100 mg/mL, trong khi hé Bi** cho théy thoi gian tao gel dudi 5 gidy ¢ toan
b6 dai ndng do khao sat. Trang thai gel trén thue té cho thay gel hinh thanh nhanh, dong
nhat va c6 kha ning gitt hinh dang tét ngay sau khi phéi trén. Su hinh thanh hydrogel
trong hé GTA v6i ion kim loai chu yéu duoe chi phdi bai lién két phdi tri giita cic nhém
chirc cua polyme va ion kim loai. Trong méi truong phan (mg, cac nhém phenolic
hydroxyl cua axit tannic trong GTA ¢6 thé bj oxy hoa mét phin thanh dang catechol
va/hodc quinone, dong vai tro 1a ligand cho cac ion kim loai thong qua viée cho cip
electron tw do. Qud trinh ndy dan dén sy hinh thanh cac lién két phdi tri, dong vai trd
nhu cac diém lién két ngang trong mang polyme ba chidu. Ngoai ra, céc tuong tac bo
trg nhu lién két hydro va tuong tac n-7 cling gép phan 6n dinh ciu tric hydrogel. Hiéu
qua tao gel do d6 phu thudc manh vao hoa tri va kha nang phéi tri cua ion kim loai, trong
do cac ion héa tri cao hodc c6 kha néng tao phirc manh s& hinh thanh mang gel nhanh
va 6n dinh hon [119, 120].
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Hinh 3.7 Két qua khao sét thoi gian tao gel va trang thai gel clia polyme gelatin bién
tinh axit tannic véi mot s6 ion kim loai. A) Db thi thé hién su anh huéng cta nf)ng do
ctia mdt s6 ion kim loai dén thoi gian tao gel va B) Hinh anh 6ng nghiém dao nguoc
3.2.2.2. Ddnh gidg tinh chit hod Iy ciia h ydrogel nén gelatin bién tinh axit tannic

Két qua danh gid FTIR cta cdc hé GTA — ion kim loai duge thé hién trén Hinh
3.8 cung cp thém bszmg chimg cho co ché nay. Cu thé, dai hap thu rong tai khoang 3600
—3200 em™ (lién quan dén dao dong kéo dan ctia nhom O-H) ¢6 xu huéng giam cuong
d6 va dich chuyén nhe, cho thdy su tham gia ctia céc nhém phenolic hydroxyl trong qua
trinh tao phirc v6i ion kim loai. Dong thoi, céc dai hap thu trong ving 1700 — 1600 cm™*
(lién quan dén dao dong C=0 va khung vong thom) cling ¢6 sy thay déi vé vi tri va
cudng do. phan dnh sy hinh thanh c4u tric catechol/quinone va tuong tac voi ion kim
loai. Déc biét, trong ving déu van tay, su xuat hién hodc bién ddi cac dai hép thu dac
trung dugc gin cho su hinh thanh lién két phéi tri gitta ion kim loai va cac nhém chire
ctia GTA [86]. Tir két qua khao sat kha ndng tao gel va phén tich FTIR c6 thé thdy ring
mac du tAt ¢4 cac fon Kim loai déu c6 kha nang tao gel voi polyme GTA, tuy nhién cac
ion Ca*", Mg?, Sr** va Mn** khéng pht hop cho cac g dung hydrogel in situ do thoi
gian tao gel kéo dai va yéu cau ndng do ion cao dé hinh thanh gel on dinh. Nguoc lai,
Co* va Bi** the hién khé néng tao gel nhanh, cu tric gel ddng nhét va c6 bing ching
rd rang vé sy hinh thanh lién két phdi tri trong phd FTIR. Do d6, hai ion nay duoc lua
chon dé tiép tuc khao sét trong céc thir nghiém tiép theo.
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Hinh 3.8 Pho FTIR cia cdc mau hydrogel gelatin bién tinh axit tannic

3.2.2.3. Ddnh gid khad ndng phan huy sinh hoc cia hydrogel GTA-Co va GTA-Bi

Kha néng phén htiy sinh hoc 1a mét yéu té quan trong dbi véi cac vat lidu hydrogel
tmg dung trong tdi tao md, ddc biét la tdi tao xwong. Tinh chat nay anh huéng tryc tiép
dén kha ning thay thé dan din vét liéu bing mé méi cling nhu qud trinh giai phong céc
yéu t6 sinh hoc. Vay nén, kha ning phan hiy cua céc hé hydrogel GTA lién két ngang
bai ion Co* va Bi** duge danh gid trong méi truong DPBS chira enzym collagenase
nhim md phong diéu kién sinh ly. Do gelatin la mot polyme tu nhién c¢6 chira cic trinh
twr ddc hi¢u vdi enzyme collagenase nén tit ca cdc mau hydrogel déu thé hién dac trung
phén hiy sinh hoc thong qua co ché enzym. Két qua dwoc thé hién trong Hinh 3.9 cho
thdy ca hai h¢ GTA-Co va GTA-Bi déu trai qua giai doan trwong né ban dau trudc khi
budc vao qua trinh phan hiy. P6i véi hé GTA-BI, tat ca cic mau déu ghi nhén su gia
tang khéi lugng trong giai doan dau, voi mire d6 truong né ting theo ndng do ion. Cu
thé, mau GTA-Bi100 dat gi tri truong né cao nhét (156,66 + 3,68%) tai ngay déu tién.
trong khi cdc méu c6 nong d6 thip hon nhu GTA-Bil0 va GTA-Bi25 chi dat khoéng
105 — 125%. Sau giai doan trwong nd, cic mau bt dau phan hiy din theo thoi gian.
Dang chi y, thoi gian phan hiy kéo dai déng ké khi ting nong do Bi**. Cac miu GTA-
Bil0 va GTA-Bi25 bi phan hiy hoan toan trong khoang 6 — 10 ngay, trong khi GTA-
Bi50 va GTA-Bi75 kéo dai dén khoang 12 — 15 ngay. Pic biét, miu GTA-Bil00 thé
hién d6 bén cao nhét, duy tri cdu triic dén khoéng 17-18 ngay truge khi phan hity hoan
toan. Xu huéng ndy cho thdy ndng d¢ Bi** cang cao thi tée do phan hity cang cham. Déi
voi h¢ GTA-Co, xu huéng tuong ty cling duge quan sét, tuy nhi€én mirc do khac biét rd
rét hon & toc do phan hity. Céc miu GTA — Co c6 giai doan truong né ban dau véi mie
tang khoi lugng tir khoang 103 — 137%, trong d6 GTA-Co100 dat gi4 tri cao nhét (137,25
+ 3,29%) tai ngay dau tién, Sau do, qué trinh phan hily dién ra nhanh hon so vé&i hé
GTA-Bi. Cu thé, cdc mau GTA-Col0 va GTA-Co25 phén hiy hoan toan trong khoang
5 — 6 ngay, trong khi GTA-Co50 va GTA-Co75 kéo dai dén khoang 7 — 8 ngay. Mau
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GTA-Co100 cd dd bén cao nhat trong nhom nay nhung ciing chi duy tri dén khoang 10
— 11 ngay trude khi phan hiiy hoan toan. ngén hon déng ké so véi hé Bi**. Su khac bigt
vé hanh vi phén huy gita hai hé c6 thé dugc giai thich dwa trén mit do lién két ngang
trong mang hydrogel. Khi néng do ion kim logi ting, mit do lién két phdi tri gilra ion
kim loai va céc nhém phenolic/catechol trong GTA tang Ién, tao thanh mang ludi chit
ché hon. Déi vdi ion Bi**, véi héa tri cao hon (+3), kha ning tao lién két phéi tri manh
va da diém voi cdc nhom chire trong GTA 16n hon so véi Co?', dan dén cAu tric hydrogel
dac hon va én dinh hon. CAu tric nay han ché sir xam nhap ctia nude cling nhu su tiép
can cla enzym collagenase vao cic vi tri phén cit. tir d6 lam chdm qua trinh phan hay.
Nguge Iai, h¢ GTA-Co véi héa trj thip hon (+2) tao mang lién két kém chit ché hon.
cho phép enzym dé dang tiép can va phén cit polyme nhanh hon. Tir géc do tng dung.
mot vat lidu hydrogel ly tuéng cho téi tao xuong cin c6 tée do phén hity phu hop, khong
qua nhanh dé dam bao duy tri cdu trac hd tro ban dau, nhung ciing khong quéd cham dé
can tr¢ qué trinh tai tao mo. Két qua thu dugce cho lhay h¢ GTA-Bi ¢6 xu huéng phéan
hiiy cham hon va duy tri d6 6n dinh cAu tric t6t hon so v6i hé GTA—Co. Trong khi do,
hé GTA—Co thé hién téc do phén hity nhanh hon, cho thdy mang lién két kém bén hon
trong moi truong enzym. Tuy nhién, cin luu ¥ ring kha ning phén huy sinh hoc chi la
mat trong nhitng tiéu chi danh gia vat liéu. Dé lua chon ion kim loai phti hop cho tng
dung y sinh, dic biét trong tai tao xuong, cin xem xét ddng thdi cde yéu t6 khac nhu
tinh twong thich sinh hoc va doc tinh té bao. Do d6, mic du két qua phan huy cho thdy
h¢ GTA-Bi c6 tiém nang vé do 6n dinh céu tric, viéc lya chon ion kim loai tdi uu sé&
duge dua ra sau khi két hgp va phan tich thém cac két qué dénh gi4 dgc tinh té bao trong
céc phan tiép theo.
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Hinh 3.9 D thj thé hién kha nang phan huy sinh hoc. A) GTA-Co va B) GTA-Bi
3.2.3. Thir nghiém t€ bao in vitro d6i véi hydrogel GTA-Co va GTA-Bi
Thirnghi¢m kha ning tuong thich t& bao cua cac hé hydrogel GTA lién két ngang
boi Co*" va Bi** dugc danh gia thong qua thir nghiém MTT trén dong té bao 1929, Két
qua duge dénh gid thong qua ty 1¢ té bao séng s6t va hinh thai té bao (Hinh 3.10 va Hinh
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3.11). Theo tiéu chudn ISO 10993 — 5, vit liéu duge xem la khong gay doc té bao khi ti
18 té bao song s0t 16n hon 70%. Hé hydrogel GTA—Co thé hién xu hudng giam manh ti
1¢ té bao sdng s6t khi tang nong d6 ion. Cu thé, tai nong do 10 mg/mL, tf 1& séng sot van
duy tri & mirc 88.71 + 4,92%, tuy nhién khi tang lén 25 mg/mL va 50 mg/ml., gia tri nay
gidm xubng con lan lugt khoang 76.62% va 63.96%. Trong do, ti 1¢ té bao sdng st cia
mau GTA-Co50 da thép hon ngudng 70% theo tiéu chudn ISO 10993 — 5. cho lhay bit
dau xuat hién doc tinh té bao. Xu hudéng nay tré nén nghiém trong hon & cic ndng do
cao, vdi GTA-Co75 va GTA-Co100 chi dat khoang 40,23% va 16,41%. Quan sat hinh
anh té bao (Hinh 3. 10B) cho thiy sur thay d6i rd rét vé hinh thai, céc té bao ¢6 xu hucmg
co tron, giam kha nang bam dinh va mat do té bao gidm manh theo su tang dan cia ndng
d9 Co*. O cac miu GTA-Co75 va GTA- Co100, phan I6n té bao mat hinh thai kéo dai
ddc trung, xudt hién nhiéu t& bao co tron va roi rac, cho thdy ddu hiéu stress té bao va
ton thuong mang té bao. Nhitng quan sét nay hoan toan phu hop véi két qua dinh lugng
MTT, khing dinh doc tinh té bao ciia GTA-Co ting theo ndng d¢ ion Co?*",
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Hinh 3.10 Két qua dénh gia doc tinh té bao ctia GTA-Co thong qua A) Ty 1¢ té bao séng
sot va B) Hinh anh té bao duéi kinh hién vi soi ngugc
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Nguoc lai, doi voi hé hydrogel GTA-BI, tat ca cac miu khao sét trong day nong
do tir 10 dén 100 mg/mL déu cho théy ti 1& té bao sdng sot cao, dao dong trong khoang
98.26 — 104,06% va gan nhu tuong duong véi miu déi chimg. Diéu nay cho théy hé
hydrogel GTA-Bi khong gy doc va c6 kha ning twong thich t& bao tét. Két quéa dinh
lwong nay duoc cling ¢b bi hinh anh té bao quan sat duge dudi kinh hién vi soi ngugce
(Hinh 3.11B). trong d6 céc té bao L929 & tht ¢4 cac miu GTA-Bi déu c6 dang hinh thoi
ddc trung, bam dinh tot trén bé mat va phan b dong déu tuong tu nhu mau dbi chimg.
Bén canh d6, hién tuong co tron ciing nhu su bong tach hay giam mat d6 té bao dang ké
khéng xuat hién.
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Hinh 3.11 Két qua dénh gid dgc tinh té bao ciia GTA-Bi thong qua A) Ty 1¢ té bao song
s6t va B) Hinh anh t€ bao duéi kinh hién vi soi nguoc

Khi két hop véi két qua phan hiy sinh hoc, c6 thé thdy 1o su khéc bidt gilta hai
hé vat ligu. H¢ GTA-Co khong chi thé hién ddc tinh té bao ting theo ndng dé ma con c6
tdc dd phan hily nhanh hon, cho thdy mang hydrogel kém 6n dinh va kho duy tri vai tro
gia dd trong qud trinh tai tao md. Nguoc lai, hé GTA-Bi vira dam béo tinh tuong thich
té bdo cao. vira thé hién kha néing kiém soét phan hity tt hon v6i thi gian ton tai kéo
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dai hon trong méi truomg enzyme. Didu nay cho thay hé GTA-Bi ¢6 kha ning duy tri
cu tric di 14u dé hd tro té bao bam dinh va phét trién ma khong gy anh huong bat loi
dén moi tredng vi mé xung quanh. Tir cac két qua trén. c6 thé thdy rang mic di ci Co*
va Bi** déu c6 kha nang tao gel hiéu qua, tuy nhién h¢ GTA-Co khong dap tmg yéu ciu
vé tinh twong thich sinh hoc, dic biét & nong do cao. Vay nén, trong trudng hop nay,
GTA-Co chua pht hop cho tmg dung tai tao xuorng Nguoc lai, h¢ GTA-Bi thé hién su
can bang gitra kha nang tao gel. d6 6n dinh c4u tric va tinh tuong thich té bao. Vi vay,
ion Bi** dugc Iya chon 14 tac nhan lién két ngang dé tlep tuc ché tao hé nanocomposit
hydrogel nHAE/GTA/Bi (HHGB) trong céc thir nghiém tiép theo.
3.3. Ché tao vat liéu nanocomposit hydrogel nano hydroxyapatit tir vo trirng ga két
hop véi hydrogel gelatin bién tinh axit tannic lién két ngang bing Bi**
3.3.1. Danh gi4 tinh chit co hoc, hod Iy co bén ciia nanocomposit HGB
3.3.1.1. Khdo sat khd ndng tao gel ciia cdc nong dj ion kim logi Bi**

Vat ligu nHAE/GTA/Bi dugce ché tao thong qua viée phdi trén gitta nHAE va
polyme GTA duogc lién két ngang bang bién thién cc ndng do mudi B+ tir 10 dén 100
‘mg/mL. Két qua ddnh gia thoi gian tao gel clia hé HGB dugc thé hién trén Hinh 3.12
cho théy thoi gian tao gel giam dang ké khi ting ndng d6 ion B**. Cu thé, thoi gian tao
gel giam tir 55,04 + 5,01 phat (HGB10) xudng con 9,05 + 2,44 phat (HGB100). Xu
hudng nay twong ty v6i hé GTA-BI, trong do su gia tang ndng do ion kim loai lam tang
mét do lién két phdi tri gitta Bi?* va cdc nhém chie giau electron, tir d6 thic day qua
trinh hinh thanh mang lu6i hydrogel dién ra nhanh hon. Tuy nhién, khi so sanh tryc tiép
v6i hydrogel GTA-Bi, c6 thé nhdn thdy h¢ composit HGB ¢6 xu huéng tao gel chim
hon tai cung nc“mg d¢ ion. Diéu nay ¢6 thé duge giai thich la do sy hién dién clia cac hat
nHAE trong h¢ lam can tr& qud trinh khuéch tén va tiép xtc giita ion Bi** véi cdc vj tri
lién két trén chudi polyme, tir d6 lam giam tc do hinh thanh lién két ngang trong giai
doan dau ctia qud trinh gel héa.
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3.3.1.2. Pinh gid tinh chit hod Iy ciia nanocomposit HGB

Phan tich FTIR duoc sir dung d€ xdc dinh sur hién dién cua cdc thanh phin ciu
tao trong h¢ nanocomposit hydrogel HGB. Két qua duoc thé hién trén Hinh 3.13. Nhin
chung. phd FTIR cua céc mau nanocomposit thé hién dong thoi cac dinh dac trung ctia
ca pha v6 co (nHAE) va pha hitu co (GTA), chimg minh su két hop thanh cong cua hai
thanh ph?m nay trong hé vt liéu nanocomposit HGB. Cu thé, cdc dinh hép thu ddc trung
cua GTA van duge duy tri trong pho FTIR clia cdc mau nanocomposit. Cac dinh hip thu
d6 bao gdém dai rong trong khoang 3500 — 3200 cm™! twong Gng véi dao dong kéo gian
cta nhém O-H va N-H, cung v¢i dinh khoang 1650 — 1630 cm™ (C=0). Sy duy tri cua
cac dinh nay cho thay céu tric khung polyme GTA khong bi pha v& hoiic bién tinh sau
khi két hop véi pha v6 co va ion kim loai. Bén canh dé, sy hién dién cia nHAE duoc
xdc dinh thong qua céc dinh dic trung ctia nhém photphat (PO+-) trong vung 1100 —
1000 em™, va 600 — 560 cm™. Diéu ny ching minh rang pha v co duge tich hop thanh
cong ma khong lam bién ddi chu tric dac trung clia nHAE. Ngoai ra, su xuét hién cta
dinh tai khoang 870 cm' ¢6 thé lién quan dén nhom cacbonat (COs*7), dac trung cho
hydroxyapatit ¢6 nguén gbc sinh hoe, cho thdy vt liéu nHAE mang dic tinh gan véi
apatit tu nhién nhu da dugc chimg minh trude d6. Céce dinh nay van duge bao toan trong
pho ciia nanocomposit nHAE/GTA/BI, chimg minh riing pha v co va pha hitu co da
dugc tich hop thanh c¢6ng ma khong lam bién dbi cu tric dic trung cua timg thanh
phdn. Céc két qua FTIR cho thiy hé nanocomposit HGB da duogc ché tao thanh cong
v6i sy hién dién dong thoi cua ca pha v co va pha hitu co. Diéu nay tao tién dé quan
trong cho viéc cai thién cdc tinh chit co hoc va sinh hoc cta vt liéu trong céc img dung
tdi tao xuong.
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Hinh 3.13 A, B) Két qué danh gid FTIR ctia cic mdu nanocomposit hydrogel HGB
3.3.1.3. Phan tich bé mit ciia nanocomposit HGB
Nhu dugc thé hién trong anh SEM (Hinh 3.14), hydrogel GTA-Bi50 sé& hitu ciu
tric xdp ba chiéu véi cdc 18 x6p lién thong va phan b tuong dbi khong dong déu. Cu
truc nay la cAu trac ddc trung cta loai vét liéu hydrogel. Sau qua trinh dong kho, nudc
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duoc gitt lai trong mang polyme két tinh thanh tinh thé d4 va sau do6 thang hoa dé lai céc
khoang trong [121]. Mang ludi lién két ngang duoc hinh thanh thong qua lién két phéi
tri gitta ion Bi** va cac nhém hydroxyl phenolic cta axit tannic 1 nguyén nhan chinh
dan dén sy hinh thanh céu tric xSp clia GTA-Bi50. Nguoe lai, cac mAu nanocomposit
HGB lai cho thdy ciu tric 16 x6p hiu nhu khong con duge quan sét rd, thay vao do la
mang lu6i dac hon va bé mit thd rap hon. Pidu nay cé thé duoc quy cho sy ¢6 mét cua
nHAE déng vai trd vira 1a pha gia cuong vo co vira 1a tac nhan tao 1ién két bd sung. Cu
thé, céc ion Ca*, PO+* vi cac nhom OH- trén bé mit nHAE c6 thé tuong tée véi cc
nhoém chirc nhu NHs* va COO- ctia gelatin cling nhur cdc nhom OH- cla axit tannic, tir
d6 hinh thanh cac lién két ion va lién két hydro bd sung trong mang hydrogel. Nhiing
tuong tac ndy lam tang mat do lién két ngang, han ché do linh dong cua chudi polyme
va din dén sy hinh thanh mang lu6i chit ché hon. Dong thdi, cac hat nHAE con ¢ xu
huéng lap day cac khoang rdng trong cau tric, gép phin lam giam hodc triét tidu cac 16
x6p quan sét dugce trong anh SEM. Két qua nay phu hop véi cac nghién ctru trude day,
trong d6 viéc bd sung pha vd co nhu hydroxyapatit duge chimg minh ¢6 kha nang lam
tdng mat do mang va giam kich thude 16 xop cua hydrogel [122].

Bén canh do, sy gia ting ham lugng ion Bi** cling ¢6 anh huéng dang ké dén hinh
thai vi mé cua vat ligu. Khi nong o ion Bi** ting, mat do lién két phéi tri gitra Bi* va
cac nhém phenolic cva axit tannic tang 1én, dan dén su gia ting mat do lién két ngang
trong mang hydrogel. Vé mit Iy thuyét, sy gia ting mat do lién két ngang dan dén hinh
thanh c4u tric dac hon, giam thé tich 15 x&p va ting mire do nén chit cua mang polyme.
Diéu nay thudng duge dyu doan s& gép phan cdi thién céc tinh chit co hoc ching han
nhu mo dun dan hdi cta vt liéu. Tuy nhién, mdi quan hé gitta mat do lién két ngang va
tinh chét co ly cia hydrogel khong phai luc nao ciing tuyén tinh, dic biét déi vai cic hé
lién két phéi tri déng nhu mang kim loai — phenolic. O néng dd ion kim loai cao, su hinh
thanh cac cum lién két cuc bd hodc hién tugng qua bao hoa lién két ngang c6 thé dan
dén su khong dong nhét trong cau tric mang, tir do anh huong dén tinh dan hoi va kha
ning phén tdn (ing suat cha vit liéu. Do d6, mic du két qua SEM cho thdy xu hudng ciu
tric tro nén dac hon khi tdng ham lugng Bi*', viée suy luédn vé su cai thién tinh chét co
hoc chi ¢6 thé mang tinh chu quan. Pé danh gia chinh xac anh huong cia mat do lién
két ngang dén tinh chat co 1y, can thuc hién céc phép do luu bién (theology), diic biét 1a
xdc dinh mé dun luu trit (G'). Cac thong sb nay s& cung cép bang chung dinh luong vé
dd cung mang. kha nang dan hdi va tinh én dinh co hoc cua hydrogel, tir d6 lam rd mdi
tuong quan gitta néng do Bi**, cdu tric vi mo va tinh chit co hoc cua hé vat licu
nanocomposit hydrogel HGB.

Phén tich phé EDX va hinh anh mapping (Phu luc 6) cho théy su hién dién cua
cac nguyén t dic trung bao gém C, N, O, Bi, Ca, va P dai dién cho sy xuit hién cua
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pha v6 co nHAE, pha hitu co GTA va tic nhan lién két ngang Bi. Sw xuét hién 1 rang
clia céc nguyén t6 Ca va P trong cdc mau HGB xac nhéan su tich hgp thanh cong cua
nHAE vao hé nanocomposit. Hinh &nh mapping cho thdy cac nguyén t C, N, O, Bi. Ca
va P phan bd trong doi dong déu trong toan bg cdu tric miu, chimg t6 sy hinh thanh
mang nanocomposit ddng nhét va khong xay ra hién tuong két tu pha vo co & quy méd
1én. Su phén bd dong déu nay dong vai trd quan trong trong viée dam bao tinh 6n dinh
cu tric cling nhur g6p phan ning cao hoat tinh sinh hoc ctia vat liéu. Nhin chung, cac
két qua SEM. EDX va mapping nguyén t6 da chimg minh rang viéc két hop nHAE va
diéu chinh néng d¢ Bi** ¢6 anh hudng rd rét dén ciu tric vi mé cia hydrogel, thong qua
viéc ditu khién mat d lién két ngang va mire do dic cia mang polyme. Nhitng thay ddi
ndy khong chi dnh huong dén hinh thai ma con c¢é v nghia quan trong trong viéc dinh
hudéng céc tinh chit co 1y va sinh hoc ctia vat liéu trong Umg dung t4i tao xuong.

GTA-Bi50 HGB10 HGB50 'HGB100

EDX

———

Hinh 3.14 Hinh anh SEM, phd EDX va hinh anh mapping ctia GTA-Bi50, HGB10,

HGBS50, va HGB100
3.3.1.4. Ddnh gid tinh chit co Iy ciia nanocomposit HGB

V& tinh chét co hoc, ca hai h¢ hydrogel GTA-Bi va nanocomposit hydrogel HGB
déu thé hién tinh dan hdi vuot trdi nhu duoe thé hién trong Phu luc 7. Pic biét, két quéa
do md dun dan hoi (G') cho thdy hai hé vit lidu thé hién xu huéng khac biét rd rét. Do
voi hé GTA-Bi, gié tri md dun dan hdi G’ duge thé hién trén Hinh 3.15 ting dan theo
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ndng do ion Bi**, cho thdy su gia tang mat do lién két ngang trong mang hydrogel. Cu
thé, mé dun dan héi ting din tir khoang 270 Pa (GTA-Bi10) dén 730 Pa (GTA-Bi100).
Khi nong d Bi* tang, sé luong lién két phdi tri hinh thanh nhiéu hon, tao nén mang
lugi chit ché va 6n dinh hon, tir d6 1am tang dd cirng cia vat liéu. Didu nay phu hop véi
co ché lién két chéo ion kim loai trong cac hé hydrogel giau polyphenol. Trong khi do,
d6i v6i hé composit HGB, gié tri G’ ban ddu cao hon so v6i hé GTA-Bi tai cing ndng
do thép, cho thdy vai trd gia cuong cua pha vd co nHAE (Hinh 3.15). Céac hat nano
hydroxyapatit ¢6 thé déng vai trd nhu cac diém neo vat Iy trong mang polyme, gitip
phan tan {mg suit va tang kha nang chiu luc cta vt lidu. Tuy nhién, khi tiép tuc tdng
nong d6 ion Bi**, gia tri G’ cia hé HGB khong ting tuyén tinh ma ¢6 xu hudng giam
dn & cdc ndng do cao. Hién tuong nay co thé lién quan dén mét do lién két ngang qué
cao. din dén su hinh thanh cdc vling tap trung tmg suét hodc 1am gidn doan tinh lién tye
clia mang ludi polyme. Dong thai, viée canh tranh tuong tac giita ion Bi** véi ca GTA
va bé mat nHAE ciing ¢6 thé lam giam hi¢u qua lién két ngang t6i wu trong h¢
nanocomposit.
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Hinh 3.15 D4 thi thé hién md dun dan hdi clia hydrogel GTA-Bi va nanocomposit
hydrogel HGB

So sanh téng thé gitra hai hé cho thay, viée b sung nHAE mang lai hiéu qua gia
cudmng co hoc 10 rét & nong do ion thap dén trung binh, nhung ddng thoi cling anh hudng
dén tinh chét co Iy ctia hé nanocomposit khi ting ndng do tac nhan lién két ngang. Cu
thé, trong khi h¢ GTA-Bi phy thudc chi yéu vao lién két phdi tri polyme — ion dé hinh
thanh mang hydrogel, thi h¢ HGB t6n tai dong thoi hai co ché bao gdm lién két phdi tri
gitta Bi** vd GTA; va tuong tac vat Iy gitta GTA va nHAE. Su két hop nay gitip cai thién
tinh chit co hoc ¢ diéu kién t&i wru, nhung khi vuot qua ngudng ndng do ion thich hop,
sy mit can bang gifra cic tuong tac c6 thé din dén suy giam tinh chat co hoc. Tir céc
két qua trén, c6 thé thdy rang viée lya chon nong do ion Bi** phi hop 1a yéu té quan
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trong dé dat duoc sy can béng gitra tde do tao gel va tinh chat co hoc cuia hé composit
nHAE/GTA/BI, tao tién dé cho cac ing dung trong t4i tao xuong,
3.3.1.5. Ddnh gid tinh chit bam dinh cia nanocomposit HGB

Tinh chét dinh ctia hé nanocomposit hydrogel HGB dugc danh gia théng qua thir
nghiém bam dinh truc quan trén nhiéu loai mé sinh hoc khac nhau nhu duge thé hién
trén Hinh 3.16. C6 thé quan sat thdy rang vat liéu nanocomposit HGB thé hién kha ning
bam dinh t&t trén nhiéu loai mo nhu xuong, sun, day chéng, tim, da, la lach va mo co.
Dic biét, trén bé mit xwong vén ¢6 cdu tric cimg, khong ddng nhét va thudng khé bam
dinh nhung vat liéu nanocomposit hydrogel HGB van thé hién dugc kha nang bam dinh
on dinh, diéu nay cho thy tiém nang Gng dung trong téi tao xuong. Bén canh do, thi
nghiém mo phong trong maéi trudng dong chay cho thdy vat liu HGB khéng bi rira troi
dudi dong chay cling nhu trong méi truong nude, chimg minh kha nang duy tri lién két
trong diéu kién 4m uat. Pay 12 mot trong céc yéu td quan trong dbi véi cac vat liéu tng
dung trong y sinh, déc biét 1a trong mdi trudng sinh 1Y, noi dich co thé va dong chay lién
tuc ¢6 thé anh hudng dén do n dinh cua vat liéu. Tinh chét dinh cta hé vat ligu
nanocomposit hydrogel HGB ¢6 thé duoc giai thich dya trén thanh phan hod hoc ctia hé.
Cu thé, sy hién cua cdc nhém galloyl tir axit tannic trong GTA déng vai trd quan trong
trong viée hinh thanh nhiéu tuong tac voi bé mat mé, bao gom lién két hydro, tuong téc
ky nuéc,... Cac nhém chirc ndy c6 thé twong tac véi cac nhém amin, cacboxyl va
hydroxyl ¢é sdn trong cac cdu triic protein nhu collagen, tir d6 tao nén su bam dinh trén
bé mat md sinh hoc [123]. Ddng thoi, sw ¢6 mat cua ion Bi** gop phan hinh thanh céc
lién két phdi tri bd sung, gitp tang cudng d6 bén lién két va én dinh ciu trac hydrogel.
Piéu déng chu ¥ 1a nHAE trong hé composit khong chi dong vai tro gia cuong co hoc
ma con gép phén ting cudng kha ning bam dinh véi mé xwong. Do thanh phin hoé hoc
cta nHAE tuong dong voi pha vo co cia xuong tur nhién, cac hat nHAE cé thé tao ra
cac tuong tac thuan loi tai vi tri tiép xuc gitra vat liéu va mo xuong, tir dé cai thién kha
nang tich hop va neo gitt vat liéu tai vi tri khiém khuyét. Toém lai, tr nhitng hinh anh
duoc quan sat co thé thay hé vit liéu nanocomposit hydrogel nHAE/GTA/Bi khong chi
¢6 kha nang bam dinh da dang trén nhiéu loai md mé con duy tri dd bam dinh trong diéu
kién am udt, dic biét 1a thé hién tiém nang bam dinh {0t trén mo Xuong. Piéu nay cho
thay vét liéu 1a mét (mg vién tiém nang cho cac tmg dung trong tai tao xuong.
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Hinh 3.16 Hinh anh tryc quan dénh gia kha ning bam dinh ctia nanocomposit hydrogel
HGB trén cac bé mit mé sinh hoc khac nhau
3.3.2. Dénh gia hoat tinh sinh hoc ciia nanocomposit HGB
3.3.2.1. Khao sdt kha ndng phin huy sinh hoc cia nanocomposit HGB

Kha nang phén huy sinh hoc cta hé nanocomposit hydrogel HGB duge dénh gia
trong moi truong DPBS chira collagenase tai cac mdc thoi gian 1,3,5,7, 14, 21, va 28
ngdy nhu dugc thé hién trén Hinh 3.17. Khi so véi hé hydrogel khong chira nHAE., céc
miu HGB khéng thé hién tinh truong né trong giai doan ban diu ma xay ra qua trinh
phan huy sinh hoc tir ngay dau tién. Diéu nay dugc thé hién thong qua su suy giam khéi
luong 1o rét sau 24 gid, trong khoang tir 67 — 82%. Hién tugng nay cho thy ciu truc
polyme trong hé nanocomposit HGB dé dang va nhanh chéng bi phan cit trong giai
doan diu boi enzym. Bén canh do, sy hién dién ctia nHAE g6p phén vao viée ire ché
qué trinh truong n¢ dién ra, lam giam kha nang gitf nude ciia mang hydrogel, dong thoi
tao ra céc vi tri gitip enzym dé dang tiép cén trén chudi gelatin. Sau giai doan phéan huy
ban dau, téc do phan huy cua cic mau thir nghiém c6 xu hudng cham lai va dat trang
thai trong d6i 6n dinh khoang tir ngay tht 7 trd vé sau véi khéi lugng con lai da sb duoc
duy tri trong khoang tir 20 — 26% dén ngay thir 28. Didu nay cho thdy. trong giai doan
déu, pha hiru co bj phan huy 1a chi yéu va con lai pha vo co dan tré nén én dinh & giai
doan sau. Trong h¢ nanocomposit HGB, nHAE dong vai trd nhu mét khung v6 ¢o it bi
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phén huy sinh hoc, gitip duy tri hinh théi va han ché su syp d6 hoan toan cua vt lidu.
Su két hop gitra pha hitu c6 kha nang phéan hity sinh hoc va pha v6 co bén viing gitp vat
liéu dat dugce su can bimg gitra d6 6n dinh va kha nang phan huy c6 kiém soét, phu hop
cho céc irng dung trong tai tao xuong.
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Hinh 3.17 D6 thi thé hién kha nang phan huy sinh hoc cta vat liéu nanocomposit
hydrogel HGB trong moi truong DPBS chtta enzym collagenase
3.3.2.2. Khao sdt khd ndng khdng oxy hod ciia nanocomposit HGB

Kha nang khang oxy hod ctia hé nanocomposit hydrogel HGB dugc danh gia
thong qua kha néng loai bd gbc tu do DPPH. Két qué dugc thé hién trén Hinh 3.18 cho
thdy ty 1¢ bat gbc tu do dao dong trong khoang 39 — 60%, trong d6 HGB10 va HGB25
thé hién téc do bit gbe tw do nhanh véi ty 16 1an luot dat 59.71 + 1.86% va 43.61 =
3,41%. Nguoc lai, cac mau co nf"mg do ion Bi** cao hon nhu HGB75 va HGB100 cho
thdy téc dd mat mau cham hon. Dang chu y 1a miu nHAE gan nhu khong thé hién kha
ning khang oxi hod. Diéu nay cho thiy GTA trong hé nanocomposit 1 yéu t§ quyét dinh
hoat tinh khéng oxi hoa, dong thoi su ¢6 mit cia ion Bi** & ndng d6 thap cho thiy tbc
do phan img mat mau ban dau nhanh hon. Sau 30 phiit phan tmg, hiu nhwr ty 18 bit géc
tur do ciia tat ca cic mdu HGB déu ting manh va dat mirc 16n hon 85%. Trong d6, HGB10
va HGB2S5 thé hién kha ning bt gbe tu do 1an luot dat 96.63 +2.21% va 94.65 = 1.87%.
Tuy nhién, sir khéc biét vé gifta cc mau da giam déng ké so vai giai doan diu. Diéu nay
cho thay du toc do phan tng khac nhau, nhung theo thdi gian cdc nhém phenolic trong
GTA van c6 thé tham gia gan nhu hoan toan vao qud trinh trung hoa ge tu do. Su khéc
bi¢t vé téc do phan ng ban diu c¢6 thé 1a do mic d tu do cia cic nhom phenolic
hydroxyl trong cu trc GTA [124, 125]. G ndng do ion thap, mét do lién két ngang thép
hon nén nhiéu nhém phenolic van & trang thai tu do va c6 thé nhanh chong tham gia vao
qua trinh cho electron hodc nguyén tir hydro dé trung hoa géc tr do DPPH. Nguogec lai,
khi néng do ion Bi** ting, dong nghia véi viée mang ludi hydrogel sé trd nén chit ché
hon dan dén su khuéch tan ctia DPPH vao bén trong ciu trac bi giam. tir d6 lam cham
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téc do phan tng. Nhin chung, hé nanocomposit hydrogel HGB dugc ching minh 1a ¢6
kha nang khang oxi hoa. Két qua nay cho thdy viée tdi uu nong do ion khong chi anh
huémg dén tinh chét co hoc va phén huy sinh hoc ma con déng vai tro quan trong trong
viée diéu khién dong hoc phan ting chong oxy hoa, mot yéu té ¢6 y nghia trong viéc
kiém soat cang thing oxy hoa trong méi trudng ti tao xuong.
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Hinh 3.18 Két qua d4nh gia kha ning khang oxi hoa ciia nanocomposit hydrogel HGB
thong qua thir nghiém DPPH. A) D4 thi thé hién ty 1& bét gbc ty do va B) Hinh anh truc
quan su mAt mau cua dung dich DPPH
3.3.2.3. Khdo sdt khd ning khding khuin ciia nanocomposit HGB

Tinh chét khang khuan ciia hé nanocomposit hydrogel HGB duogc chirng minh
bang phuong phap dong nuéi cdy véi hai chiing vi khudn dai dién 1a E. coli (Gram am)
va S. aureus (Gram dwong). Su ting truong cia té bao vi khudn tai cac mbe 24 gid, 48
gid va 72 gio duge xde dinh thong qua mét do quang hoc tai 600 nm nhu dwoc thé hién
trén Hinh 3.19. B4i v6i vi khuan gram 4m, mau déi ching cho thdy su ting trudng theo
thoi gian véi gia tri OD tang tir 1.25 + 0,03 (24 gid) 1én 1,80 + 0,01 (72 gid), cho thiy
sy phét trién binh thudng clia vi khuén trong méi truomg nudi cdy. Tréi lai, tht ca cac
mAu nanocomposit déu thé hién kha nang e ché sy nhan 1én cta vi khuin. Dic biat
HGB10 cho théy kha nang (ic ché vi khudn tét so véi cdc mau con lai khi ma gid tri OD
rat thap da dugc ghi nhan. Gia tri OD hau nhu thdp hon 0.1 va gin nhu khéng tang kén
theo thoi gian, cho thiy kha nang (e ché gan nhu hoan toan sy phat trién cta vi khuén.
Bén canh dé, cdc mau nanocomposit con lai ciing thé hién kha ning khang khuan dang
ké, tuy nhién hiéu qué thap hon trong giai doan déu so véi HGB10 trude khi giam manh
sau 72 gio. Piéu nay cho thdy qua trinh e ché vi khuén ctia cac mau ndy dién ra cham
hon nhung vin dat hi¢u qua cao theo thoi gian. Xu hudng tuong tu ciing duge ghi nhan
ddi voi S. aureus. Mau déi ching tang truong tot theo thoi gian trong mdi trudng nudi
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cay va cadc mau nanocomposit hydrogel HGB déu thé hién kha nang tic ché su ting
trudng cua vi khuan. Cu thé, HGB10 thé hién hiéu qua kha nang khang khuan vuot troi
véi OD giam xudng 0,01 + 0,02 sau 72 gidr. Cac mau nanocomposit HGB con lai ciing
cho thdy kha ning wc ché sy phat trién cua vi khudn ro rét sau 72 gid. Dang chu ¥ la
hiéu quéa khang khudn ddi véi S. aureus ¢d xu hudng thap hon so véi E. coli trong giai
doan dau, diéu nay co thé lién quan dén su khac biét vé ban chét gitra hai loai vi khuén
Gram duong va Gram am.

Tinh khang khuan ctia hé vat liéu nanocomposit hydrogel HGB c6 thé duge giai
thich boi su két hop gitra hai co ché chinh. Dau tién, cac nhém polyphenol ¢é trong TA
c6 kha ndng lam mét 6n dinh mang té bao vi khuén, tang tinh thAm mang va tic ché hoat
dong cua enzyme, tir d6 can trd qua trinh trao doi chét cua vi khuan [126, 127]. Thit hai,
su gidi phong ion Bi** tir hé nanocomposit dong vai trd quan trong trong viée ting cuong
hiéu qua khang khuan théng qua nhiéu co ché khac nhau nhu pha v cau tric té bao,
tuong tac vdi cac protein chira nhém thiol, gdy rdi loan qua trinh trao doi chét ndi bao
va thic ddy cing thing oxy hod. Ngoai ra, ion Bi**con ¢6 kha ning lam suy giam ciu
tric mang sinh hoc nén 1am ting d6 nhay cta vi khudn véi céc tac nhan khang khuin
[128]. Mot diéu ding chd ¥ 13 cac méu c6 ndng dd Bi** thép thé hién hiéu qua khéng
khuén nhanh va manh hon so véi cac mau c6 néng do cao. Piéu nay co thé do mat do
lién két ngang trong hydrogel, mang luéi hydrogel 16ng 1éo hon & ndng d6 ion thip din
dén su khuéch tan nhanh hon cua cac tac nhén khang khuén nhu TA va Bi** vao moi
truong nudi céy. Nguoc lai, ¢ néng do Bi** cao hon, mang lugi tro nén chét ché hon,
lam han ché su giai phong ion va giam tde dg tiép xtc véi vi khudn trong giai doan dau.
Tém lai, hé nanocomposit hydrogel HGB thé hién kha ning khang khuan hiéu qua ddi
v&i ca vi khudn Gram am va Gram duong. Trong d6, cdc mau nanocomposit ¢6 nong do
ion Bi** thdp thé hién hiéu qua nhanh va manh hon. Két qua nay cho thiy su két hop
gitta polyphenol va ion kim loai khéng chi mang lai hiéu qua khang khuan cao ma con
cho phép diéu chinh kha niing (rc ché vi khuan thong qua viéc kiém soat mat do lién két
ngang trong hydrogel, gop phin ning cao tiém ning tng dung trong tai tao xuong vdi

su han ché t6i thidu nhiém tring sau cdy ghép.
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Hinh 3.19 D6 thi thé hi¢n sy ting trudng cla vi khuan trong moi trudng dong nudi cdy
v6i mau vit liéu composit hydrogel HGB. A) Staphylococcus aureus va B) Escherichia
coli

3.3.3. Thir nghiém té bao in vitro dbi v6i nanocomposit HGB

3.3.3.1. Thir nghigm khd ning ho tro ting sinh té bao ciia nanocomposit HGB

Kha ning tuong thich va hd tro t& bao tang sinh cia hé vt lidu nanocomposit
hydrogel HGB dugc thit nghiém bang phuong phap MTT théng qua dich chiét vat liéu.
Két qua ghi nhan dugc bao gbm mat do quang hoc tai 570 nm va hinh anh té bao duéi
kinh hién vi soi nguoe nhu duoc thé hién trén Hinh 3.20. Theo tiéu chudn ISO 10993 —
5, cAc mau nanocomposit déu duge xem 14 tuong thich té bao vi gia tri OD tai 570 nm
dugc ghi nhdn déu twong duong hodc cao hon so véi mau déi chimg tai méc thir nghiém
24 git. Dgc biét, HGB10 va HGB25 dat gid tri cao hon khi so véi mu déi chirng, 13n
luot 1a 0.92 + 0,03 va 0,92 £ 0.04. Diéu nay cho thdy, ngay tir giai doan diu, cic miu
nanocomposit di khong gay trc ché ma con ¢6 xu huéng hd trg hoat dong sdng cia té
bao. Trong khi d6, cic mau c6 nong do ion Bi** cao hon mic du gié tri OD van cao hon
ddi chimg nhung van khong thé dat t6i gia tri cia HGB10 va HGB25 cho thdy. Di1 vay,
chc mau nanocomposit déu thé hién tiém nang trong viée hd tro té bao tang sinh ban
dau.

Déi voi moc thir nghiém 120 gio, tit ca cac mau thir nghiém (bao gdm ca déi
chimg va nanocomposit) déu cho thay mat do té bao tang Ién, diéu nay cho thiy té moi
truong nudi cy té bao giit tot vai trd ddi chimg. Céc miu nanocomposit déu thé hién
vai trd hd tro té bao pht trién khi gid trj OD dugc ghi nhan déu cao hon déi ching. Didu
déng quan tdm la xu huéng tang sinh ciing dwoc thé hién rd rang tai méc thir nghiém
nay. Dic biét, trong s6 cdc mau nanocomposit, HGB10 thé hién gia tri OD 1a 1.23 +
0.02, cao hon déng ké so v&i mau dbi chimg va cac mu nanocomposit con lai. Két qua
ndy cho thy té bao L929 khong chi duy tri kha ning séng ma con ting sinh manh theo
thoi gian trong moi trudng dich chiét vat liéu nanocomposit hydrogel HGB. Bén canh
do, hinh anh té bao duoc quan sat dudi kinh hién vi soi nguoc (Hinh 3.20B) cang cling
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cb thém két qua dinh lugng. Té bao 1.929 duoc nubi cdy trong moi truong dich chiét vat
liéu HGB déu gitr duoc hinh dang dic trung cla nguyén bao s¢i, bam dinh tt va phan
b6 dong déu. Hién tuong co rit hay bién dang & bio khong xuét hién. didu nay ching
t6 vat liéu khéng gy cing thing té bao hay dgc tinh tidém an. Pic biét, dbi vai céc té
bao dugc dong nudi cdy véi dich chiét vat liéu nanocomposit, ¢6 thé quan st duge mat
d6 té bao tang rd rét sau 120 gior thir nghiém véi su lan rong va két ndi gifra cac té bao.
cho thdy méi trudng dich chiét clia vét ligu nanocomposit HGB thuan lgi cho qué trinh
té bao ting sinh.
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Hinh 3.20 Két qua dénh gié tinh twong thich té bao va kha ning hd tro tdng sinh cta
nanocomposit hydrogel HGB thong qua B) Do hip thu quang hoc tai 570 nm va C) Hinh
anh té bao 1.929 dudi kinh hién vi soi ngugc

Higu qua hd tro 1é bao tang sinh cha cac mau HGB ¢ thé duge gidi thich boi hé
qué cta sy két hop giira céc thanh phan vt lidu. Trude hét, nHAE dong vai trd quan
trong trong viéc giai phong ion Ca®* va ion vi lugng Mg?*. Cac ion nay dugc bd sung
vao moi trudng nudi cdy va tao ra diéu kién thuan lgi cho su tang sinh ctia nguyén bao
soi. Bén canh d6, nén polyme GTA v&i cdc nhém polyphenol tir axit tannic con ¢6 kha
ning diéu hoa cing thing oxy hod, gép phdn bao vé té bao va hd trg tdng sinh [129].
Hon nita. sy hién dién cua ion Bi** ¢ néng d¢ thich hop cling gop phi‘m cai thién kha
nang tang sinh té bao. Mot s nghién ciru trude day da chi ra rdng ion Bi** ¢6 thé thic
day hoat dong té bao ma khong gy doc tinh khi dugc ting dung & nbng do thap [130].
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Nhin chung, hé nanocomposit hydrogel nHAE/GTA/Bi thé hién kha ning tuong thich
sinh hoc t6t va hd tro su tiang sinh cua té bao L929. Su két hop gitta hoat tinh sinh hoc
clia nHAE, kha nang diéu hoa ciia GTA va vai trd cia ion Bi** da tao nén mot moi trudng
thuén loi cho su phat trién té bao, cho thdy tiém nang ung dung cua vt liéu trong téi tao
md xuong.
3.3.3.2. Thir nghiém kha ndng hé tro di clzuyén 1é bao ciia composit HGB

Kha néng hd trg té bao di chuyén cta hé nanocomposit hydrogel HGB duoc thur
nghiém bing phuong phap tao vét xude trén dong té bao 1.929. Két qua dugc ghi nhan
duéi kinh hién vi soi nguoc duge thé hién trén Hinh 3.21. Su thay ddi vé do rong cua
vét rach theo thoi gian s& phan anh kha nang di chuyén cia té bao trong méi trudng dich
chiét clia vat lidu. Khi bt dau thir nghiém, cac vét rach duoc tao ra déu cé do rong tuong
tw nhau. Sau 72 gi¢r thir nghiém, su khéc biét gitta cac mau thir nghiém so véi mau dbi
chitng tro nén ro rét. Cu thé, trong mdi truomg dich chiét cua vat lidu nanocomposit
HGB, cc té bao L929 ¢6 su di chuyén manh mé va gén nhu vét rach duoc thu hep hoan
toan vé6i ving tréng gitta hai mép rach gin nhu bi lip diy. Trong khi d6, mau déi chimg
chi cho théy su thu hep mot ph??m ctia vét rach va van con khoang tréng, cho thay téc do
di chuyén cua té bao chidm hon. Tuong ty nhu co ché thic déy té bao tang sinh, su di
chuyén cua té bao L929 ciing dugce hd trg boi nhiéu yéu 8. Trude hét, nHAE déng vai
trd quan trong thong qua vige giai phong céc ion sinh hoe nhu Ca®* va Mg?'. Trong do,
ion Ca*" da dugc chirng minh 1a ¢6 vai trd trong viéc diéu hoa tin hiéu ndi bao va kich
thich su tai to chirc khung xuong té bao. Trong khi d6, ion Mg?* ¢6 lién quan truc tiép
dén qua trinh bam dinh va di chuyén té bao théng qua viée diéu chinh hoat dong cua
integrin va céc protein lién két voi actin. Sy hién dién déng thdi clia cdc ion nay co thé
tao ra mai truomg thun lgi cho viée di chuyén va lan rong cua nguyén bao sgi. Bén canh
d6, mic di vai trd tryc tiép cua ion Bi** trong viée hd tro té bao di chuyén van chua
dugc bao cdo rd rang, cac két qua thu dugc cho thiy & néng do thap, ion Bi** ¢6 thé gian
tiép anh huémng dén hanh vi té bao tir do hd try hi¢p ddng cho qua trinh di chuyén cua té
bao. Tom lai, hé nanocomposit hydrogel HGB thé hién kha nang ho tro di chuyén té bao
ro rét. Tac dong hiép déng gitta cdc ion sinh hoc (Ca?', Mg?'), va ion Bi*" da tao nén mot
mdi trudng thudn loi cho qué trinh di chuyén té bao, gép phan ning cao tiém ning ng
dung cua vat liéu trong tai tao mé va lanh thuong.
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Dua trén két qua thir nghiém tang sinh va thir nghiém di chuyén té bao, cdc miu
nanocomposit hydrogel HGB déu cho thiy kha ning hd trg tét cho hoat dong séng cia
té bao 1.929. Kha nang duy tri tang sinh va thuc ddy di chuyén té bao duoc vét lidu
nanocomposit hydrogel HGB thé hién tét. Diéu nay cho thdy hé vét liéu nanocomposit
hydrogel HGB ¢ tinh twong thich sinh hoc phi hgp va tiém nang tmg dung trong linh
vue téi tao xuong. Trén co s¢ d6, hai miu vét liéu nanocomposit hydrogel HGB10 va
HGB2S5 dugc Iua chon cho thir nghiém biét hod tao xuong tiép theo. Viéc lua chon nay
duoc thye hién theo nguyén tic uu tién sir dung ndng do ion Bi** thip nhung vin dam
bao duy tri cac dic tinh sinh hoc mong mudn cta vét lidu. Cach tiép cdn nay con dua
trén su han ché céc anh huéng bat loi tiém tang c6 thé phat sinh khi str dung ham luong
kim loai cao trong cac tmg dung y sinh lau dai, dong thoi phit hop v6i xu huéng phét
trién cac vét liéu sinh hoc ¢6 tinh an toan va tuong thich sinh hoc cao. Vi vay, hai mau
vét liéu nanocomposit hydrogel HGB10 va HGB25 duoc lya chon dé tiép tuc dénh gid
khi nang hd tro biét hoa tao xwong nhiim khao sit sdu hon tiém nang tng dyng ciia hé
vat liéu nanocomposit hydrogel HGB trong tai tao mé xuong.
3.3.3.3. Thit nghi¢m khd ning hé tre té bao biét hod xwong ciia composit HGB

Két qua thir nghiém kha ning hd trg qué trinh biét hod xuong clia c4c miu vat
ligu dugc thuc hién thong qua phuong phap nhuom Alizarin Red S. Sau 7 ngay dong
nuéi cy cac 1€ bao BMSC, hinh anh mét d6 va hinh thai t& bao dugc thé hién nhu trong
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Hinh 3.22. Kha néng biét hoa cua BMSC trong thu nghi¢ém ARS dugc danh gid thong
qua kha nang bat mau thudc nhudém cia céc ion Ca®* trong chét nén ngoai bao, tr do
phan dnh murc d§ biét hod cla té bao theo hudng nguyén bao xuong. Diu tién, cic té
bao BMSC dugc nudi cdy trong moi trudng tang sinh binh thudng (ddi chitng 4m) chu
yéu duy tri hinh dang s¢i dai diic trung va hau nhu khong quan sat thdy su bit mau thudc
nhudm. Diéu nay cho thdy khong c6 su biét hoa nao dién ra déi véi céc té bao nay.
Nguoc lai, trong moi trudng ¢6 chira céc yéu té thic ddy qua trinh biét hoa xuong (ddi
chimg duong), cic € bao BMSC thé hién rd rang qua trinh biét hod véi mat dé té bao
cao, hinh théi lan rong, da gidc va su xuét hién cua céc vung nhudém do cam dac trung,
phan anh sy hinh thanh cta cac nét khoang hoA.

Péi v6i mau nHAE, két qua thir nghiém sau 7 ngay cho thiy hiéu qua nhét dinh
vé kha ning hd trg té bao BMSC biét hod so v6i ddi chimg am. Céc té bao da bit diu
c6 xu hudng lan rong va su bit mau thude nhugm nhe nhung hinh thai té bao vin chua
chuyén déi hoan toan sang hinh dang dic trung cua nguyén bao xuong. Két qua nay cho
thdy nHAE van c6 kha nang hd trg qua trinh biét hoa ¢ giai doan sém nhung chua that
su manh mé&. Nguyén nhin cé thé dén tir kha ning giai phdng ion Ca?' va Mg, tao diéu
kién thuén lgi cho qué trinh biét hoa xuong dién ra. Pic biét, cac mau HGB10 va HGB25
cho thiy kha nang thiic ddy qua trinh biét hoa xuong dién ra manh mé. Céc té bio BMSC
duge nudi ciy trong moi trudng dich chiét cia cic mau nanocomposit HGB10 va
HGB2S thé hién nhing dic trung cua qué trinh biét hoa mét cach 1o rang. O d6 phong
dai 4X, mat do t& bao bat mau thube nhudm xuét hién ro rét va phén bd rong 1<hép trong
toan bd bé mit quan sat. O do phong dai 40X, hinh théi ctia céc & bao khong chi thay
d6i ma con thé hién nhimg dic trung cua té bao xuong voi hinh dang da giéc, lan rong
va lién két chiit ché. Hi¢u qua dwge ghi nhén 12 ¢6 sy tuong dwong déi voi déi chimg
duong. Diéu nay chimng té rang, méi truomg dich chiét tr HGB10 va HGB25 da hd tro
t6t cho qua trinh biét hod xuong va khoang hoa ctia té bao. Hiéu ung tang cudng nay co
thé duoc giai thich boi su két hop hiép ddng cua cc thanh phan trong hé nanocomposit.
Céc ion nhu Ca? va Mg?* dugc cung cip tir nHAE la cac yvéu t6 da duge chiing minh 1a
c6 kha ning kich hoat cdc con dudng tin hidu lién quan dén biét hoa xuong. Bén canh
do, su hién dién cua ion Bi** trong hé nanocomposit ¢6 thé dong vai trd quan trong ddi
v6i vide diéu hoa cac phan ng sinh hoc ctia t& bao. Mic du céc co ché tac dong cu thé
cta ion Bi** Ién qua trinh biét ho xuwong van chua duge nghién ctru ddy du nhung mot
s6 cong bd gén day da cho théy hiéu qua cua ion Bi** trong viéc cai thién kha ndng ting
sinh va biét hod xwong ciia té bao ma khéng gdy doc tinh. So véi nHAE don le, hé
nanocomposit hydrogel HGB cho thdy hiéu qua vuot trdi rd rét hon trong viée hd trg
qua trinh biét hoa xwong. Téac dung cong huong gitta cac ion sinh hoc Ca*', Mg?' clng
vai ion Bi** da mang lai hiéu quéa cam g biét hoa xwrong hiéu qua trong thoi gian ngin
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[130-133]. Téng hop cac két qua thu dugc, c6 thé két luan ring cdc miu HGB10 va
HGB25 khong chi thé hién kha néng tuong thich sinh hoc, hd trg ting sinh va di chuyén
t€ bao ma con ¢6 kha ning kich thich manh mé qué trinh biét hod xuong. Pay 14 co s¢
quan trong cho thdy tiém nang tmg dung clia hé nanocomposit hydrogel nHAE/GTA/Bi
trong linh vuc tai tao xuong.
Db’i chirng am Bﬁi chl’mg du'o‘ng nHAE HGB10 HGB25

Hinh thai

Hinh 3.22 Hinh anh mét d6 té bao va hinh thai té bao gbc xuong duéi kinh hién vi soi
nguoc sau khi duge ddng nudi céy voi dich chiét cua cia nanocomposit hydrogel HGB
va nhudm voi Alizarin Red S
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KET LUAN VA KIEN NGHI

< Keét ludn

Luén van v&i muc tiéu ché tao thanh cong hé vét liéu nanocomposit hydrogel trén

o s nano hydroxyapatit tir vo trimg ga va hydrogel nén gelatin bién tinh axit tannic,
c6 bd sung ion Bi** nhim mé phong hé da thanh phin cia mé xwong tu nhién, dinh
huéng trong tmg dung tai tao md xuong. Nhin chung, da dat duge mét s két qua nhu

sau:

» Téng hop thanh céng vat liéu nano hydroxyapatit tir vo trig ga vaéi hinh théi

Y

Y

dong déu va kich thude hat nho hon 100 nm. Cac két qua phan tich héa Iy bao
gém FTIR, va XRD cho thy vat liéu nHAE dugc téng hop thanh cong véi thanh
phan chinh 1a hydroxyapatit. Cac phép phén tich bao gém phé EDX va hinh anh
mapping xac nhan nHAE ¢ su pha tap ion bdi ion Mg va nhom cacbonat. Thir
nghiém hoat tinh sinh hoc cho thdy cho di nHAE thé hién kha ning phan hiy
sinh hoc nhung nhin chung van 6n dinh trong moi truomg mod phong sinh ly. Thu
nghiém trén € bao L929 cho thiy nHAE c6 kha ning tuong thich té bao 5t va
kha ning hd trg té bao tang sinh hiéu qua. Cac két qua cho thdy tiém ning cia
nHAE Umg dung lam pha v6 co cua‘vét liéu composit tai tao xuong.

Tong hop thanh cong hé hydrogel gelatin bién tinh axit tannic sir dung bismuth
lam téc nhan lién két ngang. Khao sat thoi gian tao gel va phan tich FTIR cho
thay kha nang tao gel tét cia ion Bi déi voi polyme GTA. Thir nghiém kha nang
phan hiiy cho thay hé hydrogel GTA-Bi ¢6 kha nang phan huy sinh hoc t6t trong
moi truong md phong sinh 1y. Ddng thoi, thir nghiém trén & bao L929 cho thiy
hé hydrogel GTA-Bi c6 tinh tuong thich t& bao t6t do ty 18 t& bao sbng s6t hon
70% du cho néng d6 mudi sir dung dat 100 mg/mL. Cac két qué thur nghiém cho
thdy hé hydrogel GTA-Bi phi hop cho tmg dung lam pha hiru co cta vat liéu
composit tai tao xuong.

Ché tao thanh cong vat liéu nanocomposit hydrogel trén co sé nano hydroxyapatit
tlr vo trimg ga va hydrogel nén gelatin bién tinh axit tannic, cé bé sung ion Bi*".
Hé vat liéu c6 kha ning tao gel t6t thong qua khao sat thoi gian tao gel. Phan tich
FTIR cho thiy sy két hop thanh cong khi cac nhém chire dic trung cho cac pha
vét lidéu xuét hién trén phd FTIR. Kha ndng bam dinh coa vat li¢u cling duoc xac
nhén thong qua céc hinh anh truc quan trén cac md sinh hoc khac nhau. Céac thir
nghiém lién quan dén hoat tinh sinh hoc bao gém kha nang phan huiy sinh hoc,
kha nang khang oxi héa va kha nang khang khuan xac nhan HGB c6 kha ning hd
trg tot cho qua trinh tai tao xuong. Dic biét thir nghiém trén dong té bao L929
cho théy vat liéu nanocomposit hydrogel HGB ¢6 kha nang hd tro (€ bao ting
sinh va di chuyén. Hon thé nita, kha ning thic day té bao gde tiy xuong ciing
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duge xac nhan théng qua phwong phap nhuém Alizarin Red S. Céc két qua thu
nghiém cho thiy vt liéu nanocomposit hydrogel nHAE/GTA/Bi ¢6 tiém ning
rit 1on cho tmg dung t4i tao xuong

% Kién nghi

Dua trén cic két qua thir nghiém hién tai, mot s6 kién nghi sau day c6 thé s& giup

cho hé vit liéu duge phét trién mét cach tron ven hon:

;

Y

Y

Tiép tuc danh gia chuyén sau hon vé kha ndng hinh thanh gel cling nhu cac tinh
chét co 1y phit hop cho (mg dung t4i tao xuong.

Thir nghiém chuyén sdu hon dbi voéi kha ning bam dinh cua hé vat liéu
nanocomposit v&i md hinh phii hop.

Dénh gid tinh chét sinh hoc rong hon déi véi céc tiém ning nhu kha ning hd trg
té bao bam dinh, kha ning twong thich mau, kha nang khang viém va kha nang
thiic ddy hinh thanh mach mau.

Thur nghiém hiéu qua tai tao xuong trén mo hinh dong vat dé c6 cai nhin tbng
quét vé kha nang hd trg qua trinh hinh thanh xuong méi trén co thé song thong
qua céc phuong phap chup cit 16p vi tinh va nhudém mé hoe.
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Srz* 3,00+0,4(3,09+£0,3 (2.26+0,2 | 1,97+0,3 " TGTG
Gel long, kéo soi TTG
59 umol | 147 pmol | 295 umol | 443 pmol | 591 umol NDI
1,48 +
Mn?* 565+0,2|3,77+04 03 1,03+01 | 1,01+02 | TGTG
Gel long, kéo soi TG
34 umol | 85 umol | 171 umol | 257 pmol | 343 pmol NDI
0,24 + 0,21+ 0,11+ s
<0,08 <0.08 IGTG
0.03 0,03 0,02
Co* .
Gel bat
Gel long, kéo soi ddutao | Gel khéi TTG
khoi
20 umol | 51 umol | 103 pmol | 154 pmol | 200 pmol NDI
<0,08 < 0,08 <0,08 < 0,08 < 0,08 TGTG
. Soi dai,
o | bt
a :
. Gel khéi, kéo soi TTG
dau tao




GTA-Bi50

Ca

HGB10

HGB50

HGB100

Phu luc 6 Anh mapping ctia cdc mau GTA-Bi50, HGB10, HGBS50 va HGB100

A)1000
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B)1000

900

600 -
500 -
400 -
300 -
200 +
100 +

M6 dun (Pa)

=31
B

T

HGB10 HGB25

HGB50 HGB75 HGB100

Phy lyc 7 D4 thi thé hién md dun luu trix (G') va méd dun that thoat (G*) cia: A)
hydrogel GTA-Bi va B) nanocomposit hydrogel HGB



