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MO DAU

Ung thu 1a mot trong nhitng nguyén nhan hang dau gay tir vong trén toan thé
gidi. Co nhiéu phwong phap dé diéu tri ung thu nhu phau thuat, xa tri, diéu tri bang
thudc, liéu phap kich thich phan @ng mién dich,.. Tuy ting loai ung thu va giai doan
phét trién ctia nd, bac si c6 thé sir dung don 1é hay két hop dong thoi nhiéu phuong
phap diéu tri, trong d6 xa tri hau hét duoc chi dinh ddi voi cac bénh nhan phat hién
ung thu & giai doan mudn. Xa tri la mot trong cac phuwong phap tri liéu chinh duoc
sir dung trong diéu tri bénh ung thu hién nay. Tuy nhién, phuong phap nay c6 anh
huong dén té bao thudng va tac dung phu cua ching 18n su chét cua té bao hay sy
tang sinh mo 13 nhitng van dé kho khin trong nhiéu thap ky. Xa tri cd thé gay ra cac
phan &ng phu cap tinh va man tinh anh hudng 16n t6i chat luong cudc sbng va thoi
gian song cia ngudi bénh.

Xa tri thuong gay ra su pha huy DNA va sinh ra cac dang oxy phan tng (ROS).
Nong d6 ROS & muc thap s& duy tri cac hoat dong sinh 1y binh thuong caa té bao.
Su phat sinh dot ngot sé lwong 16n cac goc ROS sau xa tri dan dén sy pha huy
DNA, cic dai phan tir vd mang cua té bao. Hon nira, su sinh ra ROS gay mat can
bang noi md, anh hudng dén hoat dong trao doi chat binh thuong cia té bao va kich
hoat cac con dudng tin hiéu té bao, théng qua su hoat héa cua cac yéu té phién ma,
cytokine viém nhu nuclear factor kappa light chainenhancer of activated B (NF-
kB), inteleukin 1B (IL-1B), interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factors (TNF-a) va
moét sb enzyme chéng oxy hoa bao gém superoxide dismitase (SOD), catalase
(CAT). Su phét sinh céc cytokine tién viém hay cac nhan t6 phién ma qua muc sau
Xa tri cO thé tic dong dén su phét trién va di can cua té bao ung thu.

Liéu phap chiéu xa sir dung c4c tia xa mot cach tryc tiép trén co thé bénh nhan
va gay ra tac dung phu cip tinh va mén tinh. Vi vy, 1am thé nao dé giam thiéu cac
tac dung phu va nang cao suc khoe cho cac bénh nhan diéu tri ung thu bang phuong
phap xa tri 12 mot van dé duoc wu tién nghién ctu. Tir co so sinh hoc cua liéu phép

chiéu xa, dé ting cuong kha niang bao vé té bao lanh, co thé tac dong boi cac huéng:



(1) giam thiéu tac dung truc tiép cua tia xa ddi véi cac té bao lanh; (2) tieu thu ROS
dugc sinh ra trong qua trinh xa tri.

Melanin 1a sic té tu nhién c6 doc tinh thap, duoc tim thay rong rai & hau hét sinh
vat séng, c6 kha ning hap thy tia xa. Vai trd bao vé co thé trudc tia cuc tim, ngin
ngira ung thu da cua melanin da duoc biét dén tir trude do, tuy nhién, chua cé nhiéu
cac nghién ctru dé ¢ng dung tinh chit dic biét nay cua melanin ¢ linh vuc y sinh.
Mot trong cac nguyén nhan chinh yéu Ia tinh chat kho tan cua melanin. Vi vay,
ching toi thuc hién nghién ciu - “Nghién ciru ché tao hat melanin kich thwéc
nano va danh gia tac dung bao vé té bao trong diéu kién chiéu xa” nham muc
tiéu ché tao hat melanin c6 kich thugc nhé hon 1 pum (viét tat: NMPs) va thu
nghiém kha ning bao vé té bao sau qua trinh xa tri caa NMPs trén hai md hinh in
vitro va in vivo.

1. Muc tiéu caa luan éan
1. 1. Muc tiéu téng quéat

Nghién cttu ché tao dugc hat melanin kich thudc nano va danh gia tic dung bao
vé té bao trong diéu kién chiéu xa
1.2. Muc tiéu cu thé

- Nghién ctru ché tao duoc melanin kich thudc nano

- Panh gia kha ning bao vé té bao lanh ciia nano melanin trong diéu kién chiéu
Xa & mo hinh in vitro

- Panh gia kha ning bao vé té bao lanh va mé thuong cia nano melanin trong
diéu kién chiéu xa & mé hinh in vivo
2. N¢i dung nghién ctru

2.1. Nghién ctru tao nano melanin ¢ kich thudc phu hop cho nghién cuu

2.2. Thir nghiém kha ning bao vé té bao dudi su tac dong cua tia X

2.2.1 Panh gia su tac dong ciia hat NMPs 1én mot sb chirc nang sinh 1y cua té

bao trén mo hinh in vitro



- Panh gia doc tinh cua hat NMPs trén cac dong té bao can nghién
ctru. Xac dinh ngudng ndng do khong giy doc té bao dé sir dung cho cac nghién
ctu tiép theo.

- Panh gia kha nang wc ché qué trinh sinh mach caa NMPs

- Panh gia su tac dong cia NMPs Ién s di chuyén cua té bao trén md
hinh in vitro

- Banh gia kha nang gay 1do hoa cua hat NMPs trén md hinh in vitro

2.2.2. Panh gia kha nang bao vé té bao dudi tac dong cua tia X

- Panh gia kha niang song sot cua cac té bao sau chiéu xa

- Panh gia kha niang séng cua té bao khi duoc diéu tri bgi NMPs dudi
tac dung cua tia xa

- Phan tich sy thay doi dau an phan tir lién quan dén qua trinh
apoptosis va khang oxy hda cua té bao duéi tac dung cia NMPs trong diéu Kién
chiéu xa

2.3. Tha nghiém kha niang bao vé té bao thuong va mé lanh dudi tac dong cua
tia X trén md hinh chudt mang khéi u duoc xa tri
2.3.1. Panh gia doc tinh cap caa NMPs trén chudt thi nghiém. Xéac dinh
ngudng nong do an toan cua NMPs dé sir dung trong cac nghién ciu tiép theo
2.3.2. Gay khéi u dudi da ¢ chudt bang té bao ung thu phoi (3LL)
2.3.3. biéu tri chudt mang khdi u bang phuong phap chiéu xa tia X
2.3.4. Danh gia kha ning bao vé cua NMPs dbi vai té bao thuong va mé lanh
bang phuong phap hoa sinh, sinh hoc phan tu, té bao va md hoc
3. Nhirng déng gop méi caa luan an
Melanin dugc xem nhu 1a mot hop chat bao vé tranh tac hai cua phong xa tiém
ning va c6 kha nang hap thu cac gbc tu do phat sinh trong qué trinh xa tri. Tuy vay,
hién nay chua c6 nhiéu cac nghién ctru danh gia vai trd ctia melanin trong xa tri ung
thu. Trén thé gii chua c6 nghién ctu dugc thuc hién nham danh gia vai tro cia

melanin ciing nhu co ché sinh hoc phan tir trong méi twong tac gitra melanin véi céc



phan tir khac trong cac con dudng tin hiéu té bao nhim tng dung vao trong thuc té
diéu tri ung thu.

Trong nghién ctru nay, ching t6i di déng gbp mot sé diém méi nhu sau:

- Ché tao melanin kich thudc nano tir melanin ¢6 ngudn gdc tir tu nhién va khao
sat sy anh huong cua mot sé diéu kién tao hat bao gom nhiét do, téc do khudy tu,
nong do kiém (NH4OH va NaOH).

- Nghién ctru da co ban danh gia dugc vai tro cia NMPs tac dong 1én cac qué
trinh sinh ly cua té bao bao gom: doc tinh té bao, 1am lanh vét thuong, su sinh mach
va 130 hoa té bao trén md hinh in vitro. Gia tri 1Cso cua NMPs trén dong té bao NIH
3T3 va HaCaT lan luot 1a 53 va 39 (ug/mL). Bdi véi dong hUVEC, két qua cho
thiy khong xac dinh duoc gia tri 1Cso cia NMPs trén dong té bao hUVEC & dai
nong d6 <100 (pg/mL). NMPs c6 khuynh huéng lam cham kha niang di chuyén té
bao trong qué trinh 1am lanh vét thuong. O thoi diém 72 h b6 sung NMPs & cac
ndng do khac nhau, kha ning lam lanh vét thuong & céac giéng dbi ching, giéng bd
sung NMPs 75 pg/mL va 50 pg/mL, 25 pg/mL lan luot 95%, 60%, 84%, va 89%. O
muc liéu do 50 pg/mL, NMPs 1am wc ché qué trinh tao mach, tuy nhién khéng gay
l40 hoa té bao ndi md so véi dbi chung.

- Nghién ctru da danh gia kha nang bao vé té bao lanh trén mé hinh in vitro bang
xac dinh ty Ié séng s6t cua té bao va dau an phan tir lién quan dudi tac dung cua tia
xa cia NMPs. NMPs lam ting ty 1¢ song sot cua té bao HaCaT (10%), giam nhe ty
18 séng s6t ¢ t& bao noi md hUVEC va khong cé tac dung bao vé trén dong nguyén
bao so¢i da chuot.

- Nghién ctru da thtr nghiém vai tro caa NMPs trong xa tri ung thu trén mo hinh
chuot gay u duoc xa tri bang tia X. NMPs 1am giam tinh trang viém va xo hoa ning
& mo lach cua chudt gay ung thu duoc xa tri. NMPs lam ting mirc do biéu hién IL-2
va TNF-o. & md lach sau xa tri twong tng véi 1,72 va 2,14 lan so voi doi ching.
NMPs thiic day su san sinh quan thé té bao tua va té bao T lan luot 1,9 va 1,64 lan,
tuy nhién khong 1am thay doi quan thé té bao B trong md lach cua chudt gay u sau

Xa tri.



4. Y nghia khoa hoc ciaa luan an

Xa tri 12 liéu phap diéu tri ung thu c6 hiéu qua duoc sir dung rong réi va phd
bién nhat. Tuy nhién, cac tac dung phu cua xa tri 18n bénh nhan ung thu 13 van dé
kho giai quyét triét dé trong nhiéu thap ky. Trén co s& nhitng hiéu biét vé co ché tac
dong cua tia xa, han ché duoc tac dung phu cua liéu phap xa tri 1a muc tiéu cua
nhiéu nghién ctu. Sang loc, nghién ctu cac hop chat c6 ngudn gbc tir tu nhién hay
t6ng hop c6 kha ning bao vé trudc tac hai phong xa 1a van dé c6 y nghia khoa hoc
va thuc tién. Luan an cung cip nhiing dir liéu khoa hoc méi vé cach ché tao hat
NMPs. Céc dir liéu thuc nghiém vé kha ning bao vé té bao thuong va mé lanh trong
xa tri cia NMPs nham cung cap co s& khoa hoc vé mét giai phap méi dé han ché

tac dung phu cuaa liéu phéap xa tri cho bénh nhan ung thu.



Chuwong 1. TONG QUAN CAC VAN PE NGHIEN CUU
1.1. GIOI THIEU CHUNG VE UNG THU
Ung thu 13 mot trong cac nguyén nhan hang dau gy tir vong trén toan thé gisi
ngay nay. Trong nam 2012, c¢6 khoang 14,1 triéu truong hop ung thu dugc phat hién
méi va 8,2 triéu ca tir vong lién quan dén ung thu [Torre L.A, 2015], [DeSantis C.E,
2015]. Ung thu 1a mot nhoém cac bénh lién quan dén viéc phan chia té bao mot cach
khong kiém soét va nhitng té bao d6 c6 kha nang xam 14n nhitng md khac bing cach
phét trién truc tiép vao md 1an can hoic di chuyén dén céc vi tri ¢ xa so véi ban dau
(di can).
1.1.1. Dau hiéu dic trung cia bénh ung thw
Bén trong khéi u bao gom tap hop nhiéu té bao véi su ting sinh bat thuong va
c6 kha nang xam 14n sang cac mé xung quanh. Cac té bao bi phan chia lién tuc, mat
kiém soat, va phat trién thanh mét khdi ung biéu rd rang. Theo Douglas Hanahan,
c4c té bao khdi u thuong cé cac dic diém chung nhu sau [Hanahan D, 2000]:
e Tin hiéu ting sinh té bao dugc duy tri lién tuc va khoéng nhay cam véi cac
tin hiéu nging ting sinh tir cac té bao xung quanh
e C6 kha ning tranh qua trinh chét theo chuong trinh (apoptosis) cua té bao
e Té bao c6 kha nang phan chia bat tir
e C0 kha ning kich thich sy hinh thanh mach mau bao quanh khéi u
e C6 kha niang xam lan md xung quanh va di can
Nguyén nhan gdy nén ung thu bao gdm nhiéu yéu té nhu cac vi sinh vat gay
bénh, chat doc trong khoi thude 14, méi trudng bi 6 nhidm, nhidm phong xa, chat
doc hda hoc, ché d6 an udng khong lanh manh, hay do yéu té di truyén. Cac nhan té
nay c6 thé cong huong 1an nhau hoic 1a nguyén nhan tryc tiép gay bénh. Cac wdc
tinh gan day cua to chic Y té thé gidi du doan ty 16 mic bénh ung thu toan cau s&
tang 65% tur 14 triéu nguoi nam 2012 1én hon 22 triéu nguoi vao nam 2030, va trd
thanh mot van dé sic khoe cong dong 16n ¢ tat ca khu vuc trén thé giéi. Hon 60%
s6 cac ca ung thu méi hang nam dugc phat hién & Chau Phi, Chau A, Trung va Nam

My, va ty Ié céc ca tir vong ¢ cac khu vuc nay chiém 70% trén toan thé gii. Ung



thu phdi va ung thu va 13 nhitng cin bénh ung thu phd bién nhét va ciing 1a nguyén
nhan gay tir vong hang dau cho ca nam va nit ¢ nhitng nuwéc dang phat trién. O
nhitng nuéc phét trién, ung thu tuyén tién liét 1a can bénh duoc chan doan thuong
xuyén nhat & nam giéi. Ngoai ra, cac bénh vé ung thu da, ung thu da day hay dai
tryc trang déu 13 nhimg cin bénh chiém ty Ié tir vong cao & ca nam va nit [Torre
L.A, 2015].
1.1.2. Mot s6 phwong phap diéu tri bénh ung thw

Cung véi sy phat trién cia y hoc ngay nay, nhiéu phuong phap dugc sir dung dé
diéu tri bénh ung thu. Mdi phuong phap diéu tri déu c6 cac vu va nhugc diém riéng.
Tuy nhién, c6 04 phuong phap diéu tri chinh dugc sir dung rong réi 1a phau thuat,
Xa tri, hoa tri, va liéu phap mién dich.

Phau thugt

La phuong phép diéu tri ung thu chinh 1au doi nhat va co hiéu qua rd rét déi voi
hau hét cac khéi u rin, nim & vi tri c6 1ap. Phau thuat con cé vai tro trong viéc giam
nhe cac triéu chiing va kéo dai thoi gian séng cho bénh nhan. Pay ciing 1a mot
phuong phap quan trong duoc st dung dé chan doan chinh xac tinh trang va giai
doan bénh thong qua cac két qua sinh thiét tir cac phan mé va co quan duoc loai bo.
Phau thuat dugc st dung dé loai bo cac khdi u va ton thuong tong thé. Tuy nhién,
diéu nay co thé dan dén ty 1 khdi u tai phét cao va ty 1¢ bénh nhan tir vong cao sau
d6 [Lind M.J, 2008].

Xa tri

Xa tri 1a phuong phap str dung ning lwong birc xa chiéu tryc tiép vao khéi u dé
tiéu diét té bao ung thu. Day 1a mot trong cac phuong phap chinh dé diéu tri ung thu
hién nay. Tuy nhién, phuwong phap nay cé thé tao nén cac tac dung phu cap tinh va
maén tinh cho bénh nhan [Zhang Z, 2022].

Hoba tri lieu

La phuong phap sir dung mot s6 hop chat hoa hoc theo liéu trinh dé tiéu diét té
bao ung thu. Pay 1a phuong phap thudng duoc sir dung sém hon trong diéu tri dé

bé sung chat hd trg cho cac bién phap phau thuat hoic xa tri nham kéo dai thoi gian



séng cho bénh nhén, dic biét & nhimg trudng hop ung thu ¢6 kha ning tai phat va di
can [Lind M.J, 2008].

Liéu phap mién djch

La phuong phép tac dong vao hé thong mién dich dé tiéu diét té bao ung thu. Hé
mién dich cua dong vét bac cao bao gém mién dich bam sinh va mién dich thich
tng. O phan tng mién dich bam sinh, khi c6 cac tdc nhan khang nguyén xam nhap
vao co thé, cac té bao bach ciu don nhan, dai thuc bao, té bao tua va té bao chét tu
nhién duoc san sinh va ton tai trong thoi gian ngan dé dap ung lai voi su xam nhap
ctia cac tac nhan gay hai. O mién dich thich ung, su tac dong giira cac té bao trinh
dién khang nguyén véi té bao T va B — lymphocytes duoc ghi nhan. Mién dich thich
rng tao nén tri nhg mién dich va diéu hoa can bang noéi mdé mién dich cua vat cha
[Bonilla F.A, 2010], [Akkim S, 2021]. Liéu phap mién dich c6 thé tac dong Ién hé
théng mién dich caa bénh nhan dé kich thich chiing tu san sinh ra céc té bao mién
dich thuc day viéc tiéu diét té bao ung thu. Ngoai ra, cac t& bao mién dich cé thé
dugc tach va nudi cay trong moi truong chuyén biét & bén ngoai co thé va dugc
truyén cho nguoi bénh dé ting cudng cac phan tng khang u. Liéu phap mién dich
d3 lam thay d6i dang ké kha nang song s6t va chat lugng cudc séng cua bénh nhan.
Tuy vay, tng dung liéu phap mién dich dé diéu tri ung thu van con c6 nhiéu thach
thirc do cac loai ung thu déu khdng gidng nhau va phan tng véi cac yéu té mién
dich rat khac nhau. Mt khac, cho dén nay, ¢ rat it cac nghién ciru vé doc tinh ciing
nhu cac dit liéu dé du béo vé phan ung caa hé mién dich caa bénh nhan khi ¢ su
tac dong can thiép tir bén ngoai [Lind M.J, 2008], [Esfahani K, 2020].
1.2. XA TRI UNG THU VA PHUONG PHAP XA TRI UNG THU

Xa tri 12 phuwong phap diéu tri ung thu dugc sir dung phd bién nhét hién nay voi
gia thanh ré. Phuong phap xa tri sir dung bic Xa ion hoa dé tiéu diét khdi u nham
chira bénh hoac cai thién tri¢u ching. Trong cac phuong phap chinh dé diéu tri ung
thu, phau thuat 1a phuong phap dugc sir dung sém nhat. Phuong phap xa tri duoc ra

doi vao dau thé ky 20 va cuing véi phuong phap hoa tri duoc st dung sau d6 da gop



phan khéng nhé vao viéc ting hiéu qua diéu tri va cai thién chat luong cudc song
cta bénh nhan ung thu trong nhiéu thap ky qua.

1.2.1. Phwong phap sir dung tia xa dé diéu tri ung thw va cac loai tia xa thuwong
dung trong diéu tri ung thw

Xa tri 1a phuong phap diéu tri dugc st dung trong trudng hop thu nho kich
thuge khdi u, giam thiéu kha ning di cin cua khdi u hoic duoc st dung dé du
phong & mot s6 mé va co quan cé nguy co cao bi ung thu di can. Nhimg nim qua,
cling véi su tién bo vé ki thuat cia cac may gia téc cung cap nguon tia xa va toi uwu
phac dd xa tri ¢3 mang dén loi ich to 16n cho bénh nhén, dic biét 1a ting kha ning
séng s6t va kéo dai tudi tho cho cac bénh nhan bi ung thu ¢ giai doan muon [Shinde
A, 2018]. Trong phuong phap xa tri cho bénh nhan ung thu, cac tia xa thuong duoc
Cap tir nguon phat Xa & bén ngoai co thé bénh nhan hoic ngudn phong xa dugc dua
xuyén qua mo, dat gan vi tri khoi u. Cac loai tia xa thuong duoc dung trong diéu tri
ung thu bao gdm birc Xa photon, birc xa hat, btic xa ion nang.

Buc xa photon bao gém tia X va tia gamma, 1a hai loai tia xa thuong gap pho
bién nhat hién nay trong diéu tri ung thu. Tia X dwoc khuyén nghi sir dung trong
cac trudng hop khdi u & vi tri bé mat nhu ung thu da va cac mé mém. Tia X c6
budc song tir 100 pm - 10 nm, murc nang lugng cua tia X dao dong trong khoang
200-500 Kpv. Tia X dugc phét xa boi cac nguon Cobalt 60, sesium, radium. Tia
gamma duoC tao ra boi sy phat xa cia hat nhan nguyén tir va co6 budc séng ngan
hon tia X. Ngudn phat xa tia gamma trong tu nhién duoc tng dung thong thuong 1a
potassium - 40. Pay 1a loai tia xa c6 budc song nho hon 100 pm mang muc ning
lwong 16n. N6 dugc sir dung dé diéu tri cac khéi ung thu ndm sau hon bén trong co
thé [Baskar R, 2012].

Buc xa hat bao gébm cham electron, neutron, proton. Chum béc xa dwoc sir
dung trong xa tri cac khdi u c6 vi tri gan bé mat hay nam sau bén trong co thé. Day
la chum tia c¢6 kha nang dam xuyén tét Vi gia téc 16n va mic nang luong cao hon
cham birc xa photon. Dang thoi, céc birc xa hat cho phép phan bé liéu chiéu tdt, kha

nang tich liiy ning lwong & vi tri khéi u va han ché duoc tac hai I&n cac té bao lanh



va md xung quanh. Tuy nhién, ngudn phét xa va thiét bi phat buc xa hat c6 gia
thanh cao, tén kém. Do vay, btc xa photon van dugc st dung phé bién hién nay va
birc xa hat tiép tuc duoc nghién ctu tdi wu dé c6 thé thay thé bac xa photon trong
twong lai [Baskar R, 2012].

Cac nghién ciru vé hiéu qua cua cac tia birc xa truyén ning luong tuyén tinh thap
nhu tia X, tia gamma, tia electron va cac tia buc Xa ndng lugng cao nhu tia neutron,
proton, ion ning, hat alpha, duoc xem xét & nhiéu khia canh. Tac dung sinh hoc cua
ching phu thudc vao téc d6 phét xa, lieu hap thy, phan doan lidu hap thu, thé tich
ciia md dugc chiéu xa. Ngoai ra, su phan @ng cua té bao véi tia xa con bi anh hudng
boi cac yéu té méi truong xung quanh ma té bao phu thuoc. Bén canh do, nén tang
di truyén va téc do tang sinh té bao la cac yéu té anh huong dén su séng st cua té
bao sau xa tri [Krishnan S, 2016], [Wang C.K, 2010].

1.2.2. Nhirng wu diém ciia phwong phap xa tri

Xa tri 1a phuong phap duoc chi dinh trong mot s6 phac do diéu tri bénh ung thu.
NG c6 thé dimg doc 1ap hodc két hop voi mot s phuong phap khac dé ting cuong
hiéu qua. Trong nhitng niam gan diy, hon mot nira bénh nhan mac bénh ung thu &
cac nudc thu nhap thap va trung binh déu sir dung liéu phép chiéu xa dé diéu tri
bénh. Liéu phap chiéu xa thuong duoc sir dung ¢ ba muc tiéu chinh véi nhiéu wu
diém bao gdm Xxa tri triét can, xa tri giam nhe triéu chiing va xa tri bd trg [Barton
M.B, 2006].

Xa tri triét can thuong duoc dung trong muc tiéu tiéu diét hoan toan khéi u dé
diéu tri bénh, duoc xem 1a mot liéu phap c6 chi phi thap va hiéu qua vé mit kinh té.
Phuong phap nay thuong ding cho cac khéi u mo dém ¢ cac vi tri cu thé nhu tai,
mili, t& chi, mi mait, ung thu biéu md, ung thu biéu mé tuyén hau moén, ung thu
nguyén bao tay. Trong nhiéu trudng hop, xa tri 6 kha ning diéu tri khoi bénh nhan
ung thu & giai doan sém va it gay anh hudng toi cac to chic 1an can [Kay Chul-
Seung, 2013]. Xa tri c6 kha ning cai thién viéc kiém soét cuc bo khdi u théng qua
kiém soét kha ning tang sinh khéi u, giam tai phat va cai thién ty & sdng s6t & mot
s6 bénh ung thu & giai doan muon [Barton M.B, 2006], [Baskar R, 2017].
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Xa tri 1am giam nhe triéu chang, nang cao chat lwgng sbng cho bénh nhan ung
thu. O muc tiéu ndy, xa tri duoc chi dinh dé giam dau dén cho bénh nhéan (dic biét
1a dau xuong khop), kiém soét xuat huyét, nAm va loét da do hé mién dich bj suy
giam, tac ngh&n noi tang do su co lai hoic ting sinh cua khdi u tao nén su thay doi
vé khong gian trong cac mé thudng. Ngoai ra, nd ciing c6 thé lam giam nhe triéu
chang nguy kich cua bénh nhan ung thu nhu tic tinh manh chu trén, chén ép tay
sbéng, tang 4p luc bén trong so ndo do tinh trang ung thu di can 1én nio [Rastogi M,
2012], [Ashby M, 1991].

Xa tri bd trg duoc st dung dé md ta phwong phap diéu tri ung thu b tro sau cac
phac do diéu tri chinh. Vi du nhu sau phau thuat, khi cac khéi u duoc loai bo hoan
toan, Xa tri b6 tro dwoc chi dinh dé giam nguy co vé mat xac suat khi van con lai
nhitng té bao ung thu chua dwgc phét hién va loai bo. Liéu phap bé tro hd tro cho
phac do diéu tri chinh dé tang hiéu qua cua diéu tri. Xa tri bo tro thuong dugc st
dung cho cé4c bénh nhan sau khi phau thuat ung thu va hodc ung thu hau mén, ung
thu tuyén tuy. Trong mot vai trudng hop, Xa tri b trg duoc thuc hién truge khi
phau thuat dé thu nho khdi u, gidp viéc phau thuat dién ra d& dang hon va co thé bao
toan dugc cac mo lanh xung quanh khéi u tét nhat [Viani G.A, 2019].

1.2.3. Co ché gy doc cia tia xa 1én té bao thwong va mo lanh va cac tac dung
phu do xa tri & bénh nhan ung thw

Xa tri 1a phuong phap diéu tri hiéu qua va it tbn kém vé kinh té cho cac bénh
nhan bi ung thu. Tuy nhién, phuwong phap nay c6 nhiéu tdc dung phu, anh huéng
dén chat luong cudc séng cua bénh nhan. S di nhu vay vi co ché tac dong cua tia
Xa |én té bao ung thu cling nhu té bao thuong déu c6 sy twong ddng. Vi tri cac khéi
u & xen k& trong cac mo thudng, va cac té bao ung thu con nam rai rac trong rat
nhiéu co quan khac nhau va c6 thé di can. Khi chiéu xa, tia xa pha hay té bao theo
mot sé co ché dugc md ta ¢ hinh 1.1. Xa trj tac dong Ién té bao thuong va mo lanh
theo cac hudng khac nhau. Nang luong tia xa pha hity mang té bao va cac bao quan
bén trong té bao. Xa tri cd thé tryc tiép lam dut gy DNA dan dén chét té bao hoic

gy dot bién va 1am mat 6n dinh hé gen. Chiing duoc tich lily qua cac 1an phan chia

11



va cd thé dan dén céc tac dung phu mén tinh nhu xo héa cac mo, co quan. Ngoai ra
Xa tri lam phat sinh dot ngot sb lugng 16n cac goc tu do tan cong va pha huy cac dai
phan tir sinh hoc bén trong té bao nhung dudng, lipit, DNA..Xa tri con tac dong 1én
cac enzyme c0 vai trd gitr can bang noi md 1am rdi loan su chuyén héa bén trong té
bao.

C4c ton thuong do tia xa gay ra & mang té bao, mang nhan, lyzosome, hay sy dut
gdy soi doi, soi don DNA dan dén sy tiéu diét té bao ung thu bén trong khdi u mot
cach nhanh chéng va hiéu qua. Céc loai birc xa khac nhau c6 co ché tac dong 18n té
bao la khac nhau. Buc xa hat va bac xa ion nang c6 mic nang lugng 1én hon buc xa
photon. Ching c6 kha nang truc tiép pha hiy DNA trong khi co ché chu yéu cua
birc xa photon 1a gian tiép thong qua su phét sinh sé lugng Ién ROS. Té bao bi mat
kha ning phan chia binh thuong khi bi ton thuong bdi tia xa. Té bao cé thé kich
hoat qua trinh chét theo chuong trinh sau khi bi chiéu xa, hoic c6 thé phan chia vai
lan truéc khi chét va bién mat khoi khbi u [Hellman S, 1995].

Su phat sinh ROS sau xa tri la do sy phan giai phdng xa cua nudc bén trong va
bén ngoai té bao. Qua trinh nay san sinh ROS va dién ra trong khoang thai gian cuc
ngin nano gidy. Cac ROS gan nhu ngay lap tic duoc tao ra bao gom superoxide,
singlet oxygen, hydroxyl radical, hydrogen peroxide. Téc do tao ra ROS sau qué
trinh xa tri & muc liéu 2 Gy duoc Pollycove M cling c&c cong sy wdc tinh, o trung
binh khoang 10° ROS phét sinh, dan dén khoang 108 vi tri ton thwong DNA oxy
hoa, 10° vi tri dtt gay soi don DNA va 1 dut gdy soi kép DNA mdi té bao mdi ngay
[Pollycove M, 2003].

Tac dong gay chét bai su phét sinh ROS sau qué tri chiéu xa c6 thé theo co ché
tryc tiép hoac gian tiép. Khi ROS truc tiép tan cong lam dut giy DNA, c6 thé din
dén chét té bao. Ngoai ra, ROS ¢ trang thai khdng bén, d& dang lién két voi cac dai
phan tir sinh hoc bén trong té bao lam thay ddi cau trdc va chic ning cua ching.
Piéu nay dan dén kich hoat co ché ty sira chita cua té bao. Trong mot s6 trudng

hop, té bao c6 thé ty phuc hdi hoan toan khi su ton thuong giy khong qua 16n. Tuy
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nhién, phan Ién trong s6 d6 1a cac ton thuong oxy hoa khéng thé phuc hdi din dén

su chét té bao (hinh 1.1).
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Hinh 1.1. Cac phan #ng hoa sinh chinh xdy ra bén trong té bdo duwéi tic dong cua

tia xg. Hinh anh duwroc cdi bién tir nguon [Mishra K.N, 2018].

Nhiing ton thuong & giai doan sém sau khi chiéu xa vai gidy dén vai gio duoc

ghi nhan nhu cac hiéu ang ngay lap tic tac dong 1én té bao nhu sy dat gdy cua soi

d6i DNA, soi don RNA, hiéu tng tac dong cua cac gbc ROS khi bj ting sb lwong

mot cach dot ngot do qua trinh ion hoa phéan tir nude. Su phd huy DNA va su sinh

ra ROS s& dan tai su kich hoat cac yéu t6 phién ma, cac cytokine viém va tién viém

nhu IL-6, IL-2, TNFa, NF-kB, enzyme SOD, CAT thong qua cac con duong lién

vét thuong (wound healing) va ting cuong apoptosis [Pico J.L, 1998]. Bén canh do,

cac goc tu do ciing c6 thé kich hoat cac con duong truyén tin hiéu té bao som, dan

dén su dap ang sai léch cua tin hiéu va gay réi loan trong qua trinh trao doi chat
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binh thudng cua té bao [Wei J, 2019], [Yahyapour R, 2018a], [Yahyapour, 2018b],
[Pollycove M, 2003].

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidases hay NADPH oxidase la cac
enzyme lién két véi mang quay vé huéng khong gian bén ngoai té bao. Ching bao gém
NOXi, NOXz, NOX3, NOXs va LOX (Lysyl oxidase). Cac enzyme nay cé vai tro
quan trong trong viéc can bang ndi mé. Xa tri cd thé tac dong I1én sy hoat dong 6n dinh
cua hé thong enzyme nay din dén nhitng rdi loan trong qua trinh trao ddi chat cua té
bao. Ngoai ra, nang luong tia xa tac dong Ién hé théng oxy hda/khir bén trong té bao,
gdy cang thang oxy hda, tao oxit nitric gay doc cho té bao [Wei J, 2019], [Yahyapour
R, 2018b].

NADPH oxidase (NOXs) la mot enzyme c6 chic niang van chuyén electron tir
NADPH téi cac phan tir oxy hoic H.O.. Su chuyén hoéa nay dugc mo ta theo
phuong trinh: NADPH + 202 = NADP+ 20,*+ H*

Pay 13 nhom enzyme nam trong c4c cau trac mang nhu ty thé bao gdom NOXj,
NOXz, NOXs, NOX4 (NOXSs) 6 vai trd quan trong nhat. Chdng tham gia vao chudi
hd hap cua té bao sau chiéu xa [Wei J, 2019], [Yahyapour R, 2018a]. Khi tia xa tac
dong 1én té bao, cac enzyme NOXs s& bi hoat hoa theo cac cach khac nhau. Pong
thoi, cac cytokin va chemokin gay viém nhu TGF-B (transforming growth factor
beta), TNF-a, IL-1, va IFN-y (interferon gamma) ciing tham gia vao qua trinh hoat
hoa cac NOXs. Céc chirc nang sinh 1y cia NADPH oxidase duoc biét dén lién quan
dén viéc bao vé té bao, truyén tin hiéu té bao, diéu hoa biéu hién gen va biét hoa té
bao. Thoi gian gan day, viéc nghién ciu cac NOXs duoc xem nhu 1a muc tiéu quan
trong trong viéc tim thudc diéu tri ung thu. Cac nghién ctru tap trung vao vai trd cua
cac NOXs trong viéc e ché qué trinh apoptosis cua té bao hay ting sinh khdi u, di
can [Gagniere J, 2017].

NOX; dugc biéu hién boi ¢ nhiéu loai té bao gém té bao noéi mé trong tir cung,
tuyén tién liét va nhau thai, biéu mé ruot két, té bao huy xuwong. N6 cling ¢ thé
duoc biéu hién trong mot sé khéi u &c tinh bao gdm ung thu rudt két va khéi u ac

tinh [Fu X.J, 2014]. Nghién ciru trude d6 da bao céo viéc ac ché NOX: lam giam
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qua trinh tao soi xo héa & phdi sau xa tri trén mé hinh chudt vi NOX; c6 thé han ché
su ling dong colagen do bic xa gay nén. NOXz 1a mot phan nhém caa NADPH
oxidase. Nghién ctru cua Najafi M va cong su da cho thay co su gia ting mic do
biéu hién cia NOX; va NOX4 sau chiéu xa & mé phoi chudt. Nghién ctu trude do
cling da chi ra c6 méi lién hé gitra ton thuong tuyén nudc bot va NOX; sau xa tri
[Choi S.H, 2016], [Najafi M, 2018].

Viéc nghién ctu vai trd cua NOXs trong ton thuong do bic Xa con nhiéu han
ché. ShinY.S va cac cong su c6 xac nhan sy thay doi mae d6 biéu hién cia NOXs &
cadc md niém mac cua chudt sau chiéu xa. Su biéu hién cia NOXs cé lién hé mat
thiét voi triéu chiing loét niém mac miéng sau chiéu xa [Shin Y. S, 2013]. Trong
bénh ung thu dai truc trang, NOX4 ting mirc do biéu hién ¢ cac mo ung thu. NOXy4
thuc day qua trinh chét cua té bao ung thu thong qua di cu va xam 1an bang cach
diéu chinh sy biéu hién caa cac gen c6 lién quan [Lin X.L, 2017].

Lysyl oxidase (LOX) 12 mot amine oxidase do té bao tiét ra va c6 kha nang tao
lien két vai collagen va elastin trong khong gian ngoai bao. LOX 1am ting d6 bén
va do cung cua mo. N6 dong vai tro quan trong trong qua trinh hinh thanh va sta
chira cac md lién két. Theo Shen C.J va cac cong su, khi chiéu xa khong 1am ting
muc d6 dich ma cua LOX tuy nhién lam tang tiét LOX trén md hinh in vivo va in
vitro [Shen C.J, 2014].

1.2.4. Céc hiéu &ng birc xa 1én té bao va co thé

Anh huéng cuaa birc xa 1én co thé duoc M. I. Koukourakis va céc cong su c6 thé
chia ra 05 cap do [Koukourakis M.I, 2012] bao gém hiéu tng birc xa sém cap do |,
1, 11, 1V, V. Sy phan chia cip d6 nay dwa trén sy tac dong cua tia xa 1én co thé tir
muc d6 phan tir dén té bao, mé va co quan.

Hiéu tng birc xa som muc do 1 dugc xem xét & kha nang suy giam té bao dudi
tac dong cua tia xa. Hiéu tng bic xa sém loai | & mirc d6 gay chét cua té bao va su
suy giam té bao cua mot mo va té bao goc. O muc lidu cao >80 Gy co thé tiéu diét
dugc hoan toan céc té bao thudc co quan tao mau. Trong 1am sang, liéu ding trong
xa tri thuong < 80 Gy [Koukourakis M.1, 2012].
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Hiéu ung btc xa sém mue d6 11 khi cé sy dap ung kich hoat mot sé gen sau xa
tri. Nang lwong tia xa kich hoat mét s6 gen phan tng, lién quan dén mot s6 réi loan
chtc ning té bao va mo. Trong trudng hop ndy, bic xa lam ting tinh thim thanh
mach, gay phi né mé. Cac yéu td ting truéng va cac cytokine viém bi kich thich
san xuat trong cac nguyén bao soi va té bao noi mé. Bong thoi, su ting s luong dai
thue bao gay nén tinh trang viém sau xa tri. Day 1a ton thuong phéng xa sém dién ra
bén trong té bao va no 1a két qua cua viéc kich hoat chudi phan @ng cua cac gen lién
quan dén viém, tinh tham thanh mach, hinh thanh mach mau, Gc ché apoptosis va
mét s gen khac [Tsoutsou P.G, 2006], [Koukourakis M.I, 2012].

Hiéu ang btc xa muon mac d6 11 khi ¢6 su thay doi chirc ning va réi loan trong
t6 chizc co quan. Niang lugng tia Xa gy rdi loan t6 chirc & mé. O hiéu ¢ng buc xa
sém muc d6 11, cac nguyén bao sgi va thanh mach bi ton thuong. Nhiing ton thuong
nay s& duoc tich lity dan theo thoi gian va tién trién thanh céac réi loan to chic mo
va co quan vinh vién, lam thay ddi chi ning cua ching. Cac diu hiéu nhu phu né
hay xo hoa 1a cac biéu hién 1am sang thuong thay ¢ nhitng mé bj tac dong bai tia xa
c6 cudng do manh. Cac ton thuong niang c6 thé gay hoai ta. Nhitng rdi loan chic
ning nay duoc biéu hién & giai doan muon sau 6 thang tham chi 12 2-3 nam sau khi
chiéu xa [Tsoutsou P.G, 2006].

Hiéu tng bic xa muc do IV dugc thé hién ¢ viéc ton thuong do buc xa khéng
chi dirng lai & md, co quan ctia mot cé thé bi chiéu xa ma c6 sy dot bién ¢ vat chat
di truyén. Nhimng thay d6i nay duoc di truyén sang thé hé ké tiép va gay bénh nhu
khdi u mau ac tinh (néu dot bién o té bao mau), hay khi u ran (néu dot bién ¢ cac
té bao biéu mo hoic md lién két). Dot bién & té bao gbc c6 thé biéu hién ra cac tinh
trang nhiéu thé hé khéac nhau [Travis L.B, 2006].

Hiéu &ng bic xa & mirc d6 V ¢6 anh huang sinh hoc 18n nhiing té bao khong
chiu tac dong truc tiép cua tia Xxa va & xa vi tri duoc chiéu xa. Nhimg tac dong nay
bao gém ton thuong DNA, mat 6n dinh nhidm sic thé, dot bién va apoptosis. Ngoai
ra, hiéu tng buc xa & mirc 46 V 1 hiéu tng bic xa gay ra & cac té bao, co quan,

hodc toan bo co thé, noi khéng nhan sy chiéu xa truc tiép. Hiéu ung nay 1a két qua
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cua su truyén tin hiéu phan tir bang phwong thuc can tiét hoic thdng qua cac phan
tar dugc tiét ra va tuan hoan trong mau, gay ton thuong cic co quan & noi xa vi tri
chiéu xa. Trong trudng hop nay, té bao mic du khong bi chiéu xa truc tiép nhung
Van xay ra ton thuwong DNA twong ty nhu ¢ nhitng té bao bi chiéu xa bao gom sy
dut gay soi don, soi kép din dén sy bit 6n dinh trong hé gen gia ting [Baskar R,
2010].

Dé giam thiéu cac tac dung phu trong qué trinh xa tri, phat trién phwong phap
chiéu xa hay nghién ctu cac hop chat c6 kha nang bao vé truéc tac hai cia phong
Xa la nhirng muc tiéu nghién ctru dang cha y.

1.3. CAC PAC TINH CUA CAC HOP CHAT CO KHA NANG BAO VE TRANH
TAC HAI CUA PHONG XA

Sy phét trién cac phuong phap chiéu xa bao gom t6i uu lidu chiéu xa, toi wu goc
do tiép xtc giita khoi u voi tia xa, va phat trién hé thong quan séat bang hinh anh
theo thoi gian thuc cua khéi u dich trong sudt thoi gian trj liéu hay tim kiém céc
ngudn phat xa khac nhau. Diéu nay sé& lam tang tinh hudng dich va dinh huéng ning
luong tia xa truc tiép 18n khéi u dong thoi giam thiéu tac hai cua viéc chiéu xa 1én
cac mo thuong. Tuy nhién, hudng tiép can nay gap nhiéu kho khan khi vi tri khoi u
nam sau va lan vao trong cac md va co quan binh thuong. Mat khéc, nhitng té bao
mac di & xa vi tri chiéu xa,van chiu anh huéng 16n boi ning luong cua tia xa do
hiéu tng buc xa. Vi vay, viéc toi wu phuong phap chiéu xa chua da dé loai bo tac
hai cua tia xa Ién té bao thuong va mo lanh.

Mot hudng tiép can khac 1a nghién ciu phét trién cac chat cd kha nang bao vé
truéc tac dong cua tia xa dé phan bd thudc vao ving cé cac té bao lanh va md
thuong nham han ché tac dung phu cua tia xa. Mot s6 nghién ciru theo huéng nay
d3 phat trién, sang loc cac chat gay nhay cam birc xa va cac chat bao vé bic xa. Day
la cac hoa chat c6 thé cai bién sy dap ung cua té bao dbi véi tia xa. Cac chat gay
nhay cam birc xa da 1am cho té bao ung thu trd nén nhay cam hon téi tac dung cua
liu phap xa tri. Nhiéu chat di dugc nghién ctu va duoc ¢ng dung trong 1am sang
nhu 5-fluorouracil va amifostine [Nguyen N.P, 2003], [Fernandes J.M, 2020].

17



1.3.1. Co ché phan tir, té bao ciia cac hop chét co tac dung bio vé khéi tac hai cia birc
xa

Tia xa tac dong 1én té bao theo nhiéu hudng khac nhau. Cac phan tmg dé bao vé
sir sdng st cua té bao ciing c¢6 thé duoc kich hoat theo nhiéu co ché. Hinh 1.2 mo ta
cac muc tiéu phan tur va té bao khac nhau caa cac hop chat c6 tac dung bao vé tranh

tac hai ctia phong xa .

Stra chira ADN S
Khang viém
Sw mét 6n dinh hé gen \
bt gdy soi doi, soi don IL-1, IL6, TNF-a

T6ng hop GSH

Hop chat bao
vé phong xa

Tai tao té bao mau

H6ng cau (RBC), bach cau (WBC),
Yéu t6 té€ bao gbc (SCF)

Tac dong t&i cac muc tiéu phan tir

P53, BAX, Bcl, ATM/ATR,

Hinh 1.2. So' d6 co ché bdo vé té bao cia mét sé hop chdt c6 khd nang bao vé tranh
tac hai ciia phong xa . Hinh dnh duwoc cdi bién tir nguon [Mun G-I, 2018].

Tir céc thdng tin vé co ché tac dong cua tia xa 18n té bao, trén co s& do, cac hop
chat c6 kha nang bao vé tranh tac hai cua phong xa dugc nghién ciru va sang loc.
Nhitng hop chit nay c6 kha ning giam thiéu tén thuong do tia xa gay ra va cac triéu
chtng nhiém doc phong xa bang cac nhém co ché khac nhau. Céc hop chat nay c6
kha ning hap thu ROS, kich hoat cac enzyme lién quan dén viéc sira chita dat gay
DNA, kich thich tao mau va hé théng mién dich hodc twong tic voi cac protein

trong cac con dudng truyén tin hiéu va apoptosis hoic khang viém (hinh 1.2). Céc
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hop chat c6 kha niang bao vé tranh tac hai cua phong xa cé thé cd mot hoic mot sb
co ché bao vé té bao.
1.3.2. Céc chi tiéu va dic tinh ciia cac chat bao vé khéi tac hai cia bic xa

Mot trong nhitng nghién ctu sém nhat vé chat bao vé bac xa trén dbi twong
dong vat duoc dan dau boi Alexander Peter va duoc tai trg boi chinh phu My da
cung cap nhitng dit liéu dau tién vé tac dong cua buc xa 18n sy biéu hién cua cac hoi
chang lién quan dén ty 1é tir vong do su anh huéng phoi nhiém bic xa kéo dai.
Pong thoi, nghién cau da 1am sang to6 mot sé co ché cia qua trinh tic dong cua tia
Xa lén co thé séng [Peter Alexander, 1962].

Nam 1949, Path va cong su da chiing minh réng, khi tiém cystein vao tinh mach
chuot truéc khi chiéu xa tia X khoang 1h & céc liéu luong khéac nhau c6 kha nang
lam ting mirc d6 sdng sét caa nhoém chudt sau 3 tuan 18n 80%. Céc két qua nay da
dugc chimg minh thém sau d6 béi cac cong trinh nghién cau cac dan xuét cua
cystein nhu v&i cac dan xuit cysteine la cysteamine (b-mercaptoethyl-amine) va
glutathione (GSH) [Chapman W.H, 1950)], [Patt H.M,1949], [Bacq Z.M, 1951].

Trong chién tranh thé giéi 1an tha 2, hon 4400 hop chat dugc tong hop va thir
nghiém kha ning bao vé buc xa cua chiing. Két qua sang loc ¢ trén quy mé 16n da
tim ra amifostine c6 hiéu qua cao nhat trong s6 cac hop chat duoc tong hop d6 co
kha ning bao vé cac ca thé bi anh hudng boi bic xa. Pay 13 mot aminothiol duoc
phosphoryl hoa cd tiém nang chon loc bao vé cac md binh thuong khoi bi ton
thuong bai stress oxy hoa lién quan dén hoa tri va xa tri ung thu. Amifostine 13 mot
hop chat c¢d cong thirc ciu tao CsHisN2OsPS. Kha ning bao vé buc xa cua
amifostine dugc ching minh bai nhém hop chat sulfhydryl ¢é nhiéu vai tro  bao
gom stra chira c4c tén thuwong DNA do btc xa gy ra, kha niang quét géc tu do, 1am
on dinh hé gen, diéu chinh sy trao d6i chat cua té bao, diéu chinh sy tién trién cua
chu ky té bao, ting cudng cac enzym sira chita DNA, va hap phu kim loai [Weiss
J.F, 2009], [Vijay K, 2019].

Cac hop chét bao vé birc xa 1a nhitng hop chat c6 kha ning bao vé té bao thudng

tranh khoi nhitng tac dung phé huy cua tia xa. Cac hop chét nay duoc phan loai dua
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vao dic tinh sinh hoc va chirc ning bao vé té bao trude tia xa [Krishnan S, 2016],
[Velpula N, 2013], [Mishra K, 2018]. Mot sé dac tinh sinh hoc ctia nhém hop chat
bao vé birc xa da dugc nghién ciru va xem xét nhu:

« Loai bo céc géc tu do

« Diéu hoa cac gen nhay cam vai oxy hda khir

« Diéu chinh céc yéu té tang truong va cytokine

« Uc ché qué trinh apoptosis

« Kha nang chon loc trong viéc bao vé cac mo binh thuong khoi xa tri ma
khéng bao vé khdi u

« Co hiéu qua ddi vai nhiéu loai buc xa (tia X, tia gamma, tia neutron)

Nhitng hop chat nay cé kha ning giup té bao bao vé DNA trude tac dong cua tia
xa dong thoi thuong nhanh chéng sira chita nhitng hu hong caa ching khi tiép xtc
vai tia xa [Nguyen N.P, 2003].

1.3.3. Phan nhém céc hep chit co kha ning bao vé khéi tac hai cia bic xa

Dua trén co ché bao vé trudc tia xa cua nhiing chat nay, c6 thé phan thanh 03
nhém chinh: nhém chat bao vé tranh tac hai ciia phong xa , nhém chat thich tng va
nhom hap thu tia xa. O nhém chit dau tién thuong 1a hop chat sulfhydryl va cac
chat chong oxy hoa khac. G nhém nay cé kha niang bao vé mot sd co quan quan
trong nhu nio bo, tiy xwong, rudt. Nhdm chét thich nghi cé vai tro giéng nhu mot
yéu t6 kich thich sy khéang lai tia xa. O nhém nay thong thuong la céc thanh phan
duoc tach tir té bao dong thuc vat véi doc tinh thap. Ching ¢ kha nang kich thich
cac yéu té noi sinh, diéu hoa mién dich, ting cuong sic dé khang khong dic hiéu
cua sinh vat. Nném chit hip thy tia xa bao vé co thé tir cac tia xa. Cac loai thubc
thudc nhém nay c6 kha ning ngin ngira su két hop cua radioiodine gitta tuyén giap
va sy hap thu cua cac hat nhan phong xa [Nair C.K, 2001].

Theo Velpula N va Nair C.K. cung cac cong su [Velpula N, 2013], [Nair C.K,
2001], cac chat bao vé tranh tac hai cua phong xa con duoc phan nhom theo co ché
tac dong cua ching Ién kha ning bao vé co thé trudce tia xa & mic do cu thé hon.

Véi cach phan nhém nay, cac hop chat bao vé tranh tac hai cia phéng xa duoc chia
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thanh 09 nhém chinh bao gom: nhém chira géc sulhydryl, chat khang oxy hoa, céc
hop chat ¢ ché chuyén hda enzyme angiotensin (ACE), diéu hoa mién dich, dich
chiét thuc vat, phdi tr két hop véi DNA, lipopolysaccharides va prostaglandins,
nhom cam tng metallothionin. Cac nhdm hop chat nay véi cac co ché bao vé co thé
khac nhau trudc tia xa dugc nghién ciru va khao sat ¢ nhiéu vai trd cu thé.

Nhom sulhydryl véi co ché chu yéu dua trén kha ning hap thu cac géc tu do va
kha nang cho ion H+. Minh ching cho nhém hop chat nay la cac cysteine,
cysteamie, glutathione, amino-ethyl sothiourea (AET) déu tac dong theo co ché nay.
Sy hinh thanh cac disulfua hdn hop 12 mét trong nhitng yéu té quan trong dé bao vé
té bao trudc cac tia birc xa. Co ché nay duoc tao ra 1a do cac hop chat sulfhydryl
cua cac aminothiols hinh thanh cau néi disulfua trong protein cua té bao. Khi
disulfua bi tan cong boi cac goc ty do, mot nguyén tir lvu huynh bi khir va nguyén
tir kia bi oxy hoa. Néu luu huynh nguyén tir caa protein bi khir va nguyén tir luu
huynh caa chat bao vé bi oxy héa, protein khdng bi hu hong. Trén co s¢ nay, lién
két ctia aminothiols va disulfua vao DNA di duoc coi 1a mot yéu té quan trong
trong bao vé phéng xa [Velpula N, 2013], [Capizzi R.L, 1999].

Nhom hop chat c6 kha ning khang oxy héa nhu vitamin A, C, E, tocopherol-
monoglucoside (TMG), metolanin. Nhém hop chat nay c6 hoat tinh khang oxy hoa
manh [Velpula N, 2013]. Cé4c nghién cuu thuc nghiém trén mé hinh in vivo cua
Kanter M et al va Seifter E et al déu chitng minh kha niang chong lai cac tac dong
cua tia xa khi duoc bd sung cac loai vitamin tai thoi diém chiéu xa va sau khi chiéu
Xa [Seifter E, 1988], [Kanter M, 2008].

Nhom hop chat e ché chuyén héa enzyme angiotensin (ACE). Nhém hop chit
nay c6 kha ning khang oxy hoa, tc ché tong hop collagen, khang viém, khang su
xo hoa va uc ché protease thong qua hé thdng reninangiotensin. Pai dién cho nhém
hop chat nay bao gom captopril, enalapril, pencillamine, pentoxyfylline [Velpula N,
2013], [Kharofa J, 2012]. Cac bang chiing tién 1am sang va lam sang cho thay,
nhém chat &c ché chuyén hoa enzyme ACE c¢6 kha ning lam giam ty 1& mic bénh

viém phoi do buc xa & nhitng bénh nhan duoc Xa tri 16ng nguc vi ung thu phoi
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[Kharofa J, 2012], [Van der Veen S.J, 2015]. Theo nghién ciu cua Van der Veen
S.J, captopril 6 vai trd trong viéc giam ton thwong tim cap tinh, giam yéu té nguy
co nhidm doc tim phdi do bic xa. Trong mot nghién ciru khac do Molteni A va cac
cong su da chirng minh enalapril, pencillamine déu c6 kha ning bao vé phoi khoi
tinh trang viém phai trén hai mé hinh gay tén thuong phdi & chuét do chiéu xa lidu
cao. Két qua nay 1a bang chang thuc nghiém quan trong cho vai trd nhém hop chét
trc ché chuyén héa enzyme ACE c6 kha ning bao vé co thé trude tac dong cua tia
Xa [Molteni A, 2000].

Nhom hop chat ¢d kha ning diéu hoa mién dich. Nhém hop chat nay cé kha
nang diéu chinh cac phan tng mién dich va tiét cac cytokine cua té bao. Trong
nghién ctu cta Pujol va cac cong su trén thuc nghiém 1am sang va6i 100 bénh nhan
Xa tri ung thu phoi duoc ung bo sung hop chat gamma interferon. Két qua cho thay
trong sau qué trinh diéu tri duoc theo ddi ¢ 4, 8, 12 tuan, co su kich thich mién dich,
hoat hoa té bao don nhan & bénh nhan xa tri ung thu phéi [Pujol J.L, 1993]. Trong
mot nghién ciru khac ndm 1992, Real va cac cong su di kiém tra kha ning bao vé
tranh tac hai cua phdng xa qua su kich thich tao mau cua polysaccharides AMS.
Pay 1a mot polysacharide ¢ kha niang lién két véi mot protein. Trong nghién ctu
nay, nhém chuot duoc diéu tri boi polysacharides AM5 gilip ting cuong kha niang
séng sot caa chudt tir 10% 1&8n 90% sau khi chiéu xa tia X véi mic lidu chiéu 1a 7
Gy [Real A, 1992]. Chiét xuat tir vi khuan Broncho-Vaxom khong chira noi doc th
cling 1a mot trong nhitng trong nhitng hop chat c6 kha ning ting sb luong té bao
gdc tao méu ndi sinh (E-CFU). Thong qua d6, 1am ting kha ning séng sot cua chuot
duéi tac dong cua tia xa [Fedorocko P, 1992]. Mét nghién ctru khac duoc tién hanh
trén chuot B6D2F1 khi chudt duogc tiém chét téng hop trehalose dicorynomycolate
(S-TDCM). Két qua nghién ctu cho thiy S-TDCM c6 kha ning diéu hoa mién dich
va ting cudng kha ning song st cta chudt sau khi chiéu xa 30 ngay [Landauer
M.R]. Mét vai hop chat khic ciing dugc béo cdo cd kha ning diéu hdoa mién dich
nhu nhém hop chat Ammonium trichloro-telluride (AS101). Pay 1a nhirng hop chat

da duoc thir nghiém 1am sang d6i véi cac bénh nhan ung thu duoc xa tri. N6 dugc
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chang minh c6 vai trd trong viéc kich thich tao mau, tiét interleukin dong vai tro
trung gian quan trong nhu IL1, IL-6, TNF-a [Kalechman Y, 1995].

Nhom hop chét tach chiét tir thuc vat nhu cucurmin c6 kha ning khang oxy héa,
hip thu cac gdc ty do, khang viém. Cucumin duoc chiét xuat tir phan ré cua
Curcuma lona dugc chirng minh 1a ¢ hiéu qua trong viéc bao vé té bao trudc tac
dong cua tia xa va khang kha ning ting sinh cua khdi u. Mot sé nghién ctu khac
ching minh tac dung kép cua viéc bao vé té bao thudng cua curcumin bang cach
tang cudong cac con duong tin hiéu chdng oxy hoda hay khang viém manh. C6 nhiéu
nhom thuc vat chaa cac hop chat duoc tach chiét ¢ hiéu qua trong viéc bao vé tia
Xa trén mo hinh in vivo va in vitro. Tuy nhién chua thay c6 c&c thir nghiém 1am sang
cua cac nhém chat nay cho téi thoi diém hién tai [Perrone D, 2015], [Verma V,
2016].

Nhom cac phdi tir lién két vai DNA. Cac hop chét thuoc nhdm nay c6 kha ning
van chuyén electron va quét géc tu do. Nhitng hop chit c6 kha niang lién két & mot
s6 Vi tri trong soi DNA nhu ¢ rdnh nhé duoc nghién ctu. Cac lién két nay gop phan
lam giam kha ning bi dat gdy DNA & vi tri lién két sau qué trinh xa tri. Dai dién
cho nhém hop chat nay 1a Hoechst 33342. Trong mét nghién ctu duoc béo céo
nam 1991 vé co ché bao vé birc xa cua Hoechst 33342 duoc cai thién nhd bd sung
thém nhom cho dién tir electron vao cac phéi tir véi DNA. Két qua nghién ctu da
cho thay khi Hoechst 33342 dugc thay thé nhdm etoxy bang nhém dimethylamino
thi doc tinh cua thudc giam, ddng thoi ting kha ning séng s6t trén mé hinh in vitro
v6i dong nguyén bao soi phoi chudt (V79) dudi tac dong cua tia xa [Martin R.F,
1996]. Trong mot nghién ciru khac vé kha nang methylproamine va Hoechst 33342
trong hé thdng phan giai phong xa. Két qua cho thay su bao vé trudc tia xa boi cac
phdi tr lién két véi DNA duogc thuc hién qua sy van chuyén dién tir trung gian
[Martin R.F, 1998].

Hién nay, mot sé hop chét bao vé tranh tac hai cia phong xa duoc sang loc va
dugc cuc dugc pham Hoa Ky FDA chap nhin dé sir dung cho mot s muc dich

trong y hoc nham bao vé co thé trudc tac dung cua phong xa (bang 1.1).
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Bang 1.1: Mot sé loai thudc duoc FDA cho phép sir dung ¢ muc dich nhu 1a chat

bao vé tranh tac hai cua phong xa , chat giam nhe va thudc diéu tri khi bi nhiém xa
[Mun G-I, 2018].

STT| Nhomhdachat | Tén thuong goi | Tac dung
1 Nutraceuticals- Genistein Bao vé hé théng co quan bén trong
Isoflavonoids co thé (tiy xuwong, rudt, phoi)
2 | Immunomodulator- CBLB502 Tang cuong kha niang song sot; bao
TLR-5 agonist Vvé tay xuong va cac ton thuong rudt
& cac mo hinh dong vat chon loc
3 Cortical steroid 5-AED Tang cuong kha niang song sot; bao
metabolite V¢ tiy xuong
4 Free-radical AEOL 10150 | Giam thiéu ton thuong phoi, diéu
quencher-Meso- chinh hé théng oxy héa
prophyrin mimetic
5 Recombinant Rhu IL-12 Tiang cuong kha ning song sot; bao
cytokines vé tily xuong va cac ton thuong rudt
6 Binding agents Prussian Blue | Téc nhan hap phu cua Cesium-137
7 Blocking agent KI Téc nhan hap thy hoidc ngan chin doi
vai iot phdng xa (lodine-131, lodide-
125)
8 5-hydroxy Granisetron | Giam thiéu tac dong gay non do phoi
tryptamine nhiém brc xa cap tinh
antagonist
9 Chemical Amifostine | Bao vé su song sot cua té bao, bao vé
protectants toan than dac biét la co quan tuy
xuong va rudt
10 Cytokines and Palifermin Kich thich su biét hoa, tang sinh, sua

growth factor

chira DNA va giai doc ROS
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1.4. MELANIN VA TAC DUNG SINH DUOC HOC

Melanin 1a mot nhém sic té c6 ban chat 1a polymer ty nhién va duoc tim thiy
rong rdi ¢ hau hét sinh vat séng. Cac sic té melanin dugc phan loai dya vao ciu tric
hoa hoc cua chung. Cho dén nay 04 nhém melanin dugc thira nhan rong réi 1a
eumelanin, pheomelanin, neuromelanin va allomelanin. Cac nhém melanin nay cé
ngudn gbc va thanh phan héa hoc khac nhau va cé nhiéu vai tro trong hoat dong
séng cua sinh vat. Theo cac nghién ctu trudce, melanin tham gia vao cau trdc trong
hé thong sinh hoc, c6 cac chirc nang nhu cam bién sinh hoc, hap phu kim loai, bao
vé co thé trudc céc tia xa va song dién tir, khang khuan va diéu hoa than nhiét.
Ngoai ra, melanin c6 mat & moi co quan cua co thé tir da, téc, cho téi mach mau
hay hé than kinh, tuy nhién vai trd cua melanin trong cic co quan ndy van chua
duogc hiéu biét day du [Solano F, 2017].

Eumelanin 12 nhém sic t6 mau den chira cac gdc nito, con pheomelanin 1a nhém
sac t6 mau vang, do nau chaa luu huynh. Pay 14 hai loai melanin thudng dugc tim
thay & dong vat. Chlng cé chirc niang chinh bao vé co thé trudc cac tia xa va tia cuc
tim. Lién quan dén chtc ning ngin ngira tia UV, di c6 mot vai nghién cau, tap
trung vao vai tro chinh cta melanin trong viéc bao vé da khoi sy phéd huy cua tia
UV bai chiing ¢6 kha ning bao vé nhan té bao tranh dugc sy pha hay DNA [Solano
F, 2017]. Nhém neuromelanin c6 mat trong cac té bao than kinh. Cho dén nay, vai
tro ctia neuromelanin van chua dugc 1am rd. Allomelanin duoc tong hop chi yéu ¢
thue vat, vi khuan. V& mat tinh chat hda hoc, melanin 14 nhém héc sic té da dang,
tich dién am, ¢ khéi luong phan tir 16n dugc tong hop tir qué trinh polymer hoa,
oxy hoa cac hop chat phenol va indol [Manivasagan P, 2013], [Tarangini K, 2013].
Melanin hoan toan khong tan trong nudc, hay trong cdc dung méi hiru co, chiu dugc
céc loai axit manh, chi tan mot it trong dung mdi kiém. Melanin dwoc (ng dung
rong rai ¢ cac linh vyc nhu néng nghiép, y hoc, duoc pham, my pham. Mot sé san
pham thuong mai c6 chira melanin dugc xem nhu 13 thanh phan chinh c¢6 thé ngan
ngtra tac hai cua tia UV nhu 1a kem chdng nang, kinh chéng ning [Solano F, 2017],
[Brenner M, 2008].
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1.4.1. CAu tric, thanh phan caa melanin

Cau trdc ctia melanin vin chua dugc xac dinh cu thé bai vi nd it kha ning hoa
tan va su bén viing cua polymer. Mat khac, melanin khdng c6 kha ning tao thanh
tinh thé nén kho xac dinh cau tric. Nhitng thdng tin vé cau trdc cua melanin thu
dugc bat ngudn tir cac san pham phan giai va phan tich hién vi [Manivasagan P,
2013], [Sajjan S, 2012]. Cac nghién ciru vé thanh phan, cau trdc caa melanin tap
trung vao eumelanin va pheomelanin. Pay 13 hai nhém melanin phé bién nhat duoc
tong hop boi enzyme tyrosinase xdc tac qué trinh chuyén ddi tyrosin thanh
dopaquinone. C4c loai melanin tir cAc ngudn khac nhau khong dong nhat vé kich
thudc va cau tric héa hoc. Cong thirc phan tir thuc nghiém cua eumelanin duoc

thtra nhan rong rai la C1sH1004Nso.

Hinh 1.3. M6 hinh don vi cdu tric cia eumelanin [Solano F, 2014].
Khéi lugng trung binh 1a 318.3 g/M cho don vi tdi thiéu 1a 3,8-dimetyl-2,7-
dihydrobenzo [1,7] isoindole [6,5,4] indole-4,5,9,10-tetron. L-tyrosine dugc xem la
tién chat monophenol chinh trong su tao thanh melanin. Cac don vi chinh cu thanh

melanin 1a hai dai phan tir 5,6-dihydroxyindole (DHI) va 5,6-dihydroxyindole-2-
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carboxylic acid (DHICA) v¢i cac ty I¢ khac nhau phu thugc vao loai eumelanin va
cac con dudng sinh tong hop (hinh 1.3). Pheomelanin dé tan hon eumelanin trong
mdi truong kiém. Trong qua trinh pheomelanesis, cac acid amin L-cysteine tu do
hoidc trong hop chit glutathione, duoc két hop cing L-dopaquinone, chat oxy hoa
trung gian xdc tac boi tyrosinase tir L-tyrosine. Do d6, pheomelanin duoc hinh
thanh boi cac don vi chtra luu huynh, cha yéu 1a benzothiazin va benzothiazole thay
vi cac don vi indole [Solano F, 2014] nhu & eumelanin. M6 hinh don vi cau tric cua

pheomelanin dugc mo ta ¢ hinh 1.4.

Hinh 1.4. Mé hinh don vi cau tric cia pheomelanin [Solano F, 2014]
1.4.2. Ngudn gbc va cac con dwdng sinh téng hep melanin.

Melanin 1 t&n goi chung caa mot nhém cac loai sic t6 c6 ngudn gbe khac nhau.
Ngay nay, nhiéu nghién ciru da chi ra rang su c6 mat caa melanin & hau hét cac sinh
vat song, tir vi khudn cho dén con ngudi. O ngudi va dong vat, melanin 1a sic t6
quan trong trong viéc quyét dinh mau da va mat, 1ong vii. Melanin c6 mit & ndo bo
tham gia cau triic day than kinh va dan truyén cac xung than kinh va mét s vai tro
khac chua dugc lam rd. O dong vat giap xac, melanin tham gia vao co ché mién
dich bam sinh caa co thé. Quéa trinh melanization tao ra melanin ¢ kha ning tiéu

diét céc vi khuan va vi sinh vat ngoai lai xam nhap vao co thé.
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Theo cac nghién ciru dd cong bd trude ddy, melanin c6 thé dugce phan thanh cac
nhom nhu eumelanin, pheumelanin, neuromelanin, catechol-melanin, DHN-
melanin, pyomelanin va c6 cac nguon géc khac nhau (bang 1.2). Sy da dang vé
ngudn gdc ciing nhu don vi cu tric cua melanin dugc quyét dinh boi cac con
duong sinh tdng hop khac nhau ciia melanin & cac loai sinh vat.

Bang 1.2: Nguon gdc va don vi cau tric caa melanin [Tran-Ly A.N, 2020].

STT| Loai melanin Nguon goc Pon vi cau tric
1 Eumelanin bong vat, vi L-Dopa
khuan, nAm
2 Pheomelanin bong vat 5-S-cys-Dopa
3 Neuromelanin Nao nguoi Dopamine va 5-S-cys-dopamine
4 | Catechol-melanin Thuc vat Catechol
5 DHN-melanin | Nam, vi khuan | 1,8-dihydroxynaphthalene (DHN)
6 Pyomelanin Nam, vi khuan Homogentisic acid

Trong cac con dudng sinh tong hop melanin déu c6 diém chung xuat phat tir
tyrosine, dugc Xuc tac boi enzyme tyrosinase. Tuy nhién, trong qua trinh trung hop
cd sy két hop véi mot s thanh phan khac d3 tao nén su phong phu cua cac chang
loai melanin. Con dudng sinh tong hop cua eumelanin va pheomelanin & dong vat,
vi khuan, nAm dugc mé ta & hinh 1.5.

Tir hinh 1.5 ¢6 thé thdy, qua trinh polymerization cua pheomelanin cé sy c6 mat
cua cystein con & eumelanin thi khdng. Eumelanin 1a nhdm sic t mau den chira cac
géc nito, con pheomelanin 14 nhém sic t6 mau vang, dé ndu chira luu huynh. Su
khac nhau giita eumelanin va pheomelanin la su hién dién cua thanh phan luu
huynh & tién chat tao ra n. Pay 13 hai nhém séc té chinh caa melanin déu duoc tim
thay ¢ da, mat, toc, 16ng vii ctia cac nhom dong vat va tham chi 1a con ngudi [Tran-
Ly A.N, 2020]. G nam va vi khuan, con duong sinh tong hop melanin di tao ra ba
loai melanin khac nhau DHN-melanin, DOPA-melanin and pyomelanin [Berthelot
C, 2020]. Pyromelanin duoc vi khuan thudc chi Pseudomonas san xuat lan dau tién

dugc céng bd boi nhom tac gia Yabuuchi & Ohyama vao nim 1972. Tir d6 dén nay,
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mét s6 loai vi khuan c6 kha ning tao ra pyromelanin dugc sang loc va ghi nhan dic
biét o chi proteobacteria [Yabuuchi E, 1972].

‘ Tyrosine |
TYR
| L-DOPA
TYR
DOPAquinone o
(-) Cysteill‘/ | | (+) Cystein
| DOPA chrome ‘ Cysteinyl DOPA
TRP2 ~— 1
DHICA DHI Pheomelanin
| | | | | |

TRP1 | |

| DHI-melanin |

DHICA-melanin

™~

| eumelanin |

Hinh 1.5. Con dwong sinh téng hop cia eumelanin va pheomelanin. Hinh dnh cdi
bién tir nguon [Schweitzer A.D, 2010]

Cac dac tinh quan trong cia pyromelanin nhu kha nang tan, kha nang khang oxy
hoa va bao vé vi khuan trudc ning lugng anh sang mat troi duoc chling sir dung nhu
1a cac co ché thich nghi véi cac tic dong cua moi truong bén ngoai [Turick C,
2010].

DHN-melanin dugc mot s6 loai ndm tong hop nén nhu B.cinerea va
Leotiomycetes. Con duong sinh téng hop DHN-melanin  xuét phat tir 1,3,6,8 —
tetrahydroxynaphtalene khac vaéi cac nhdm melanin con lai 1a tur tyrosine. DHN-
melanin 1a thanh phan khong thé thiéu tham gia vao su phat trién sinh dudng, su
hinh thanh cau trdc sinh san va sy xam nhap, 1ay nhiém cua B. cinerea vao c4c mo
vat chua [Schumacher J, 2016].
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Neuromelanin c6 ¢ trong co quan ndo bd cua ngudi, dwoc tao ra boi phan tng
oxy hoa cua dopamine va cac tién chat catecholamine. Vai tro cta neuromalanin da
duoc Roberta L va cac cong sy tham gia dan truyén tin hiéu & neuron dong thoi sy
thodi hoa hodc mat chirc ning ciia neuromelanin c6 lién quan dén bénh parkinson &
ngudi [Roberta M.J, 2017], [Priyam A, 2018]. Neuromelanin con duoc tim thiy &
ving chat den cua cudng ndo nhung chua 16 n6 c6 tham gia vao hoat dong dan
truyén tin hiéu cua té bao than kinh hay khdng [Solano F, 2014].

O thuc vat, cac qua trinh tong hop va trao doi chat can tuan theo qui luat tiét
kiém nito vi day 1a yéu té then chét trong sy phat trién cua cay trong. Vi I& do, viéc
tong hop melanin khéng sir dung L-tyrosine ¢ thuc vat dé han ché sy mat mat
nguyén tb nito. Thuc vat st dung tién chat catechol - 1 tién chat c6 sé luong phong
phl & thyc vat — dugc st dung thay thé cho L-tyrosine nhu & dong vat, nam, vi
khuan dé tong hop nén catechol-melanin. C6 rét it thong tin nghién ciu vé thanh
phan catechol-melanin. Gan day, c6 mot vai nghién ciru st dung phuong phap tai to
hop dé tao ra catechol-melanin tir vi khuan nham ting hiéu qua san xuat cua thanh
phan nay [Mejia-Caballero A, 2016].

Tom lai melanin 12 nhom sac t6 c6 mat trong cac dang sinh vat sdng. Céc con
duong sinh téng hop melanin ¢ céc gidi dong, thuc vat, vi khuan, nim khéac nhau l1a
khac nhau va tao nén su da dang phong vé chung loai, cau tric, cling nhu chirc ning
clia né trong cac co thé sébng. Cho dén nay, mot sé nhém melanin van chua duoc
nghién ctu rd rang vé vai tro va cac dic tinh cua no, dic biét 1a & nhom
neuromelanin.

1.4.3. Hoat tinh sinh hgc va dwgc hoc cua melanin

Véi sy da dang vé mat ciu trac va c6 nhiéu nhoém chirc ning, melanin trong cac
ca thé séng c6 nhiéu hoat tinh sinh dugc hoc da dang. Nhin chung, cac tinh chat va
vai trd cua ting loai melanin da dugc khdm pha. Mot sé hoat tinh sinh hoc cua
melanin thudng dugc déanh gia nhu hoat tinh khang oxy héa, khang khuan, khang
viém, kha ning ting cudng va diéu hda hé mién dich, kha ning hap phu cac kim

loai nzng, kha niang khang ung thu va dic biét 1a kha ning hap thu tia uv va tia xa &
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cac nhém melanin ¢6 ngudn gdc tir ty nhién hay tong hop [Martinez L.M, 2019]
(hinh 1.6).

Melanin st dung trong céc linh vuc khac nhau thuong c6 ngudn gbc tir mot sé
ngudn nguyén liéu sau:

a/ melanin duoc tach chiét tir cac loai dong vat, thuc vat ¢ kha ning tong hop
melanin véi sé luong I6n nhu trong tai muc cua cac loai muc ng hoic tir sic th
melanin cua thuc vat.

b/ melanin duoc tong hop nhén tao bang phuong phap téng hop héa hoc.

¢/ melanin duoc tong hop tir mot sé chang vi sinh vat.

Chéng lai tac .
s L . . mien ) Diéu hoa

Bao vé tia xa Khang virus nhan gay hai T
i : . nhiét do

va pathogen s

e
Tham gia truyén tin Hap thu ndng Tang d6 bén co Hap phu gbc

hiéu té bao luong hoc tw do ROS

Hinh 1.6. C4c ing dung chinh cia melanin. Hinh dnh cdi bién tir nguon
[Martinez L.M, 2019]
1.4.3.1. Hogt tinh khang oxy hoa cua melanin
Xa tri phéat sinh cac dang oxy phan wng (ROS) bao gom céac gbc peroxides,
superoxide, hydroxyl radical, oxy don nguyén tir [Hayyan M, 2016]. O trang théi
binh thudng cua co thé, ndng d6 cac géc ROS & muc thap, va duoc giit ¢ trang thai
can bang. Khi d6, cac dang oxy phan (ng nay déng vai trd quan trong trong viéc

chuyén hoa cac chat va xic tac cac phan tng sinh hoa bén trong té bao hay truyén
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c4c tin hiéu té bao. Tuy nhién, khi ndng d6 cac ROS ting 1én qua muc do cac yéu td
noi sinh hay ngoai sinh gay nén su rdi loan qua trinh trao d6i chat binh thuong cua
té bao, pha huy céu truc cac dai phan tr DNA, protein va sira d6i mot s6 thanh phan
cau tric bén trong té bao va co thé dan dén chét té bao [Larsson B.S, 1993].

Melanin tir c4c ngudn gdoc khéac nhau c6 hoat tinh khang oxy héa dang ké. Vai
tro khang oxy hoa cua melanin thuong duoc danh gia thong qua kha ning hap thu
hay chuyén hoa cac goc tu do. Hoat khang oxy hda caa melanin duoc bdo cdo ¢ hau
hét & cac nhém melanin tach tir cAc nguon tu nhién nhu thi myc, dong vat, thuc vat
hay melanin dugc tong hop bang phuong phap hoa hoc [Yao Z.Y, 2016].
1.4.3.2. Kha néng diéu hda hé thang mién dich cia melanin

Nhiéu nghién ciru chimg minh melanin ¢6 vai tro diéu chinh hé thong mién dich
ctia co thé trén ca md hinh in vitro va in vivo. Trong d6, melanin duoc bao céo 1a c6
vai trd trong viéc ting cudng kha ning mién dich cia co thé. Nam 2018, Mark H T
Stappers clng cac cong sy da nghién ctru vé thu thé Lectin C c¢d kha nang cam nhan
melanin (Mellec) c6 vai trd thiét yéu trong kha niang mién dich khang nam thdng
qua nhan dang don vi naphthalene-diol cua 1,8-dihydroxynaphthalene (DHN)-
melanin. Thu thé MelLec nhan ra sic t6 melanin trong bao tir caa nam Aspergillus
fumigatus ciing nhu ¢ cac loai nam tao hic té DHN khéc [Stappers M.H.T, 2018].

Sy san xuat qua mac cac cytokine tién viém trong cac bénh 1y nhu viém khop
dang thap hay hoi chung nhiém tring huyét lam ting nang tinh trang bénh.
Mohagheghpour va cac cong su da chirng minh melanin tong hop ¢ vai tro diéu
hoa mién dich théng qua wc ché san xuat cac cytokine tién viém nhu TNF-alpha
(TNF-0) bai cac bach cau don nhan va @c ché Interleukin 1, 6, 10 (IL-1, IL-6, IL-
11) va cac dai thuc bao [Mohagheghpou, 2000]. M6t nghién ctu khac ciaa Pogh va
cong su (2005) da chang minh melanin c6 tac dung gilp cac té bao tua ting san
xuat 1gA va IL-1 trén md hinh chuét thi nghiém. Ngoai ra, melanin dugc cho 1 yéu
t6 1am tang ham luong (IFG - y) trong cac té bao mo lach do diéu chinh su can bang
cua luong té bao T-helper 1 va T-helper 2 [Pugh N.D, 2005].
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Nam 2006, mot loai melanin thuc vat tach tir Nigella sativa L. dugc ching minh
c6 kha nang anh hudng téi viéc san xuat 03 cytokine (yéu té hoai tar khéi u alpha
(TNF-0), interleukin 6 (IL-6) va yéu t6 ting treéng ndi md mach méau (VEGF), bai
bach cau don nhan, téng s6 té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) va trén dong té
bao THP-1. C4c té bao duoc xir Iy véi ndng dd melanin khac nhau gay ra sy biéu
hién cua cac gen ma hoa céc interleukin TNF- &, IL-6 va VEGF trong dich ly giai té
bao. O muc do protein, melanin kich thich san xuat protein TNF- o va IL-6 va uc
ché san xuat VEGF béi bach cau don nhan va PBMC. Trong dong té bao THP-1,
melanin d3 kich hoat san xuét ca ba loai protein cytokine TNF-o, IL-6, VEGF [EI-
Obeid A, 2006].

Melanin duoc chiét xuét tir hat ho ctc (Echinacea) c6 kha ning diéu hoa mién
dich dugc ghi nhan. Trong nghién ctu nay, melanin hoat hoa NF-kappa B trong
bach cdu don nhan trén md hinh in vitro bang lién két véi thu thé TLR,. Melanin
cling dugc ghi nhan c6 tac dung 1am ting san xuat INF- v trong céc té bao 14 lach va
IgA, IL-6 trén céc té bao 14 lach. Trén md hinh in vivo, chudt duoc bo sung melanin
vao khau phan thtrc 3n trong bdn ngay lam ting san xuit INF- y boi cac té bao 14
lach. Ngoai ra, melanin kich thich gia ting su tao thanh IgA va IL-6 ¢ cac té bao
trong cac cum nang bach huyét dudi biéu mé duoc tim thay trong rudt caa chudt thi
nghiém [Pugh N.D, 2005].

Mot nghién ciu khac vé melanin tach tir Nigella sativa L ciing dugc ching minh
¢ kha ning uc ché sy ting sinh cua té bao ung thu dai truc trang boi ting cuong
apoptosis va diéu chinh con duong tin hiéu MAPK. Trong nghién cau nay, melanin
diéu hoa thy thé TLR4 c6 vai tro ting cudng qua trinh apoptosis va ting kha ning
hap thu cac goc ROS. TLRs la cac thy thé protein xuyén mang dong vai trd quan
trong trong hé théng mién dich. Tac nhan gay bénh nhu vi khuan, nim, vi rat duoc
duoc co thé nhan dién théng qua céc thu thé TLRs duogc biéu hién trén bé mat caa
c4c té bao bach cau, té bao tua, Té bao T, B, lyphocytes. Cac phdi tir két hop voi
TLRs thuong 1a lypopolysaccharide (lién két TLR4), peptidoglycans (lién két
TLR2), lipoprotein (lién két vi TLR2) [Poltorak A, 1998], [Takeuchi O, 1999].
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Melanin tach tir hat Echinacea va Nigella sativa dugc chirng minh c6 kha nang kich
hoat bach cau don nhan bang lién két véi céc thu thé TLR2, va TLR4 [EI-Obeid A,
2006].

1.4.3.3. Tinh chdt bdo vé tranh tac hai cia phong Xa va khdng ung the ciia melanin

C6 nhiéu dic tinh quan trong cua melanin da duoc nghién ciu va thira nhan nhu
kha ning khang oxy hoa, tinh chat hp thu tia uv va tia xa. Trong nhiéu trudng hop,
melanin duoc s dung nhu 13 mét chat bao vé tranh tac hai cua phong xa
[Dadachova E, 2008]. Bé sir dung nhiing tinh chat dic biét ciia melanin va ting kha
nang tng dung no trong linh vuc y sinh, melanin thudng dugc dua vé dang hat nano
va duoc boc polymer hoic liposome. Kha ning khang su ting sinh cua té bao ung
thu va tiém ning bao vé té bao mau va md lanh sau qua trinh xa tri cua melanin la
mét trong cac hudng nghién ciu gan day dugc quan tam rong réi.

Hoat tinh khang si tdng sinh té bao ung thir

Melanin duogc tach va tong hop tir cac nguon khac nhau c6 cac hoat tinh khang
ung thu dang ké. Melanin duoc san xuat tir Streptomyces glaucescens NEAE-H,
dugc ghi nhan c6 kha niang giy doc té bao trén dong té bao ung thu da HFB4 voi
ICs0 16,34 + 1,31 pg/mL [El-Naggar N.E, 2017]. Hoat tinh khang lai sy tang sinh
ctia dong té bao ung thu té bao biéu md Hep-2 duoc béo céo dic biét & nong d6 cao
tur 500-1000 ug/mL [Al-Tayib O, 2017].

Melanin tach tir hat Nigella sativa L ¢6 kha ning tc ché sy tang sinh & dong té
bao ung thu bach cau cip (Th1). Trong nghién ciru nay da chi ra & ndng do6 thap (0-
500 pg/mL), melanin khong gay doc té bao. Tuy nhién & nong do cao (62.5 - 500
ng/mL), melanin c6 kha ning ¢ ché tang sinh & pha GO/G1 trong chu trinh té bao,
ddng thoi 1am tang nhe biéu hién cua thu thé TLR4 trén bé mit té bao Thl va diéu
hoa mirc d6 biéu hién gen va protein cua TLR4. Ngoai ra, melanin kich hoat ca hai
con duong ngoai bao va noi bao gay ra qua trinh apoptosis trén dong té bao Thi
[El-Obeid A, 2020]. Gan day, c6 nghién ciru da thanh cong trong viéc tach melanin

¢ ngudn gdc tir vi khuan dé thir nghiém mét sé tinh chat khang ung thu. Tuy nhién,
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day méi chi la nhitng nghién cau thir nghiém ban dau, va chua thuc sy c6 nhiéu két
qua an tuong [El-Naggar N.E, 2017].

Kha néng hap thu birc Xa va bdo vé té bao sau Xa tri ung thu
Ca hai loai eumelanin va pheomelanin déu c6 kha ning hap thu photon tir tia cuc

tim va cac tia sang nhin thay trong quang phé mat troi. Melanin c6 kha nang nhanh
chéng chuyén déi gan nhu hoan toan ning luong hap thu photon thanh nhiét ning.
Rat it khi melanin ¢ trang thai kich thich tham gia vao cac phan tng quang hoa.
Melanin c6 dai hap thu cac tia xa rong. Pac tinh ndy cia melanin tuong dong véi
mot s6 chit vo co hon 12 mdt chat hiru co. Trén thuc té, melanin duoc cho 14 thich
hop dé sir dung trong mé hinh chat ban dan [Liu H, 2020]. Tia UV anh huong truc
tiép dén chuc niang va su sinh tén cua nhiéu loai té bao, va la nguyén nhan chinh
gay ra cac loai ung thu da bao gdm ung thu té bao day BCC (basal cell carcinoma),
ung thu té bao vdy SCC (squamous cell carcinoma) va ung thu té bao sic tb
melanoma [Gloster H.M.Jr, 2006]. Bai vi tia UV ¢6 kha nang gay ra sy phén huay va
dot bién DNA. Céc tia UV c6 budc song cang ngan thi mang mic niang lugng cang
cao va c6 kha ning tac dong truc tiép bé gay cac lien két mach d6i cia DNA gay ra
dot bién gen hoic tac dong gian tiép thong qua san sinh nhiéu goc ty do. Theo mot
s6 nghién ciu da duoc cdng bd truée do, melanin duoc biét dén 1a sic t6 c6 kha
nang bao vé da trudc sy pha hay cua tia UV. Cac nghién ctru da chi ra trén 50% cac
loai ung thu té bao day, ung thu té bao vay va ung thu té bao sic té melanoma la c6
lién quan dén nhitng sy dot bién dudi tac dong cia UVB [Brash D.E, 1991]. Cac
nghién ctu dich t& hoc da cho thdy c6 mdi quan hé giita ham lugng sic to va su
phét sinh cta cé4c loai ung thu da. Ty Ié nhitng ngudi da tring c6 nguy co bj ung thu
da cao gap 70 lan so véi nhitng ngudi da den. S¢ di nhu vay vi ndng do melanin
dudi da cia hai nhdm ngudi nay khac nhau dugc cho 1a dong vai tro quyét dinh
trong viéc hap thu va phéan tan ning luong tia UV & vi tri biéu bi tiép xtc vai tia xa
[Kollias N, 1991]. Theo nghién cttu Brenner M va cac cong su da chi ra ty I€ tia
UVA va UVB di qua 16p biéu bi ¢ nguoi da den thap hon khoang 3 1an so v&i nguoi

da trang. Piéu nay dugc quyét dinh bai sé luong, mat do, kich thudc cua melanin
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trong té bao melanocyte va keratnocyte ¢ ngudi da den nhiéu hon, gitp té bao tranh
khoi su tan cong cua tia UV so Véi & ngudi da trang [Brenner M, 2008].

Trude d6, kha nang hap thu tia UV cua melanin d3 duoc biét dén va no 1a dic
tinh quan trong nhat cia melanin trong viéc bao vé co thé truée tia buc xa cua mat
troi. Xa tri cho bénh nhén ung thu gdy ra nhiéu tac dung phu quan trong pha huay da,
niém mac, anh huéng lau dai toi chat lwong séng cua bénh nhan ung thu [Pico J.L,
1998]. Melanin con duoc st dung 1am dich nhan dién cua thudc két hop hoa xa tri
dé diéu tri ung thu melanoma va c6 kha ning han ché duoc mét sé tac dung phu sau
qua trinh xa tri [Hutchison S, 2014]. Mot nghién ciru trude @6 da thir nghiém kha
nang bao vé md lach cua melanin duéi tic dung cua tia gamma va cac dau an phan
tir lién quan trén mo hinh in vivo [Kunwar A, 2012].

Mot nghién ciru khac vé melanin ¢6 nguon gdoc tir nam da kham pha vai trd
chéng lai cac buc xa ion hoa cia né thong qua kha ning loai bé goc tu do va sap
xép khong gian theo hinh ciu dé han ché tac hai cua tia xa [Dadachova E, 2008].
Nghién ctu trén mé hinh chuét tiép tuc khing dinh vai trd bao vé toan than cua
melanin khi chuét bi chiéu xa. Theo A Kunwar va cac cong su, & mac lidu 50
mg/kg, melanin tach tir nAm c6 kha nang 1am giam nhe céc triéu ching ty 1é 100% &
nhom chudt duoc tiém melanin sau qué trinh chiéu xa [Kunwar A, 2012]. Pay la
cac co sé khoa hoc dang chii ¥ cho thay tiém ning c6 thé bao vé cac té bao thuong
va mo lanh sau qué trinh xa tri cia melanin.

1.4.4. Cac «ng dung chinh cia NMPs
1.4.4.1. M¢t vai dic diém cua Ky thugdt ché tao hat nano trong nghién cizu va phéat
trién dioc pham

Hat nano (nanoparticles) va vt liéu c6 cu tric nano (nanostructured materials)
1a linh vuc nghién ctiu va ang dung méi dugc phat trién trong thoi gian gan day.
Hién tai, khéng ton tai duy nhat mot dinh nghia hat nano duoc qudc té chap nhan
chung cho vat liéu nano, tuy nhién, chung déu dugc phan loai dya vao kich thudc.
Mot trong sb cac khai niém vé vat liéu kich thuéc nano duoc chap nhan rong réi 1a

loai vat liéu c6 it nhat mot kich thuge nam trong khoang 1-1000 nm. Hat nano
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thuong co6 duong kinh trong khoang 1-100 nm [Jeevanandam J, 2018], [Dilnawaz F,
2018]. Trong qué trinh nghién ctu thude diéu tri, co rat nhiéu loai hoat chat duoc
pham APIs (active pharmaceutical ingredients) c6 tinh sinh kha dung thap vi c¢6 dic
tinh kho tan. Céc cdng nghé nano dugc sir dung hién nay cho phat trién dugc pham
g6p phan ting kha ning tan cia ching. D6 tan cua mot hop chat phu thudc rat Ion
vao kich thuéc cua hat. Cac hat co kich thudc 1on ¢é tong dién tich bé mat thap dan
dén dién tich bé mit tiép xuc cua hat va dung moi it hon dan dén d6 phan tan va hoa
tan kém hon. Vi vay mot sé ki thuat duoc st dung trong ché tao va san xuét hat
nano dwoc ng dung trong y sinh, dugc hoc nham giam kich thudc cua hat vat lidu
cua ching [Dilnawaz F, 2018], [Verma V, 2021].

Céc phuong phéap dé thay d6i kich thudc cua hat rat da dang va phong phd. Cac
dic tinh cua vat lidu va hoat chat duoc pham Ia khac nhau. Vi vay, cac phuong phap
st dung phu thudc vao dic tinh va tinh chat caa ting vat liéu. D6 c6 thé 1a nhing
tac dong vat 1y hay tac dong hda hoc hoic két hop dong thai nhiéu phuong phap dé
kiém soat kich thudc cia hat trong gigi han cho phép.

Céc phuong phap vat 1y thuong duoc st dung dé dua hat vé kich thuéc nano bao
gom mai, nghién, ma sat, tang ap suét, va dap hoac cat. Ngoai ra, c6 thé tang do hoa
tan ciia hat bang tao nano dudi dang huyén phu. Day 1a phuong phap phan tan dang
keo chura cac thanh phan thube co kich thudc nho hon micromet. Pé tao dang huyén
pht cho hat nano, phuong phap nghién uét thudng duoc s dung dé ting cuong tinh
sinh kha dung va hoat tinh sinh hoc cua san pham. Phuong phap két tua duoc st
dung cho céc hat thube co d6 hoa tan kém. K§ thuat nay thuong sir dung boi hai loai
dung mdi khac nhau. Dung méi dau tién c6 thé hoa tan cac phan tir thudc, sau do
dung dich duoc tron nhanh chéng vao mot dung méi khac ma céc phan ta thude
khong thé hoa tan duoc. Toc d6 khudy tron nhanh chong giira hai dung dich dan dén
su siéu bao hoa ciia cac phan tir thubc va sy phat trién thude dudi dang két tinh siéu
min hoic vo dinh hinh. Mot k¥ thuat khac duoc st dung dé tao hat nano 1a sir dung
ddng hoa ap luc cao nhim ting do min cho san pham. Trong k¥ thuét nay, thudc

dugc phan tan dudi dang huyén phu, sau d6 duéi tac dung caa may dong hda ap lec

37



cao dé chuyén dung dich huyén pha nano vé kich thugc mong muédn [Bhalani D. V,
2022].

Sy thay ddi vé mit hda hoc c6 thé 1am thay ddi kich thuéc cua hat. Nhirng thay
d6i duoc sir dung trong céng nghé ché tao hat nano bao gom su thay doi pH cua
dung dich, huéng hydrat (hydotropic), ddng két tinh (co-crystallization), déng dung
mdi (co-solvency), tao mudi (salt formation). D6 pH cua dung dich anh huéng 16n
dén kha ning hoa tan va két tia cia mot chat trong dung dich. Trang thai dién tich
ctia C4c phan tir bi thay doi khi pH mdi truong thay d6i. Tai pH dang dién, luong két
taa duoc tao ra nhiéu nhat va phan tir khong tich dién. Bong két tinh 1a phic hé siéu
cau trdc vat liéu khong ion dugc s dung cho hai hay nhiéu phan ta khac nhau cé
céc lyc lién két hydro va lién két m—n trong phéan tir. Trong qua trinh dong két tinh
s& lam thay doi tuong tic phan tir ciia cac hop chat dugc pham nhung khong lam
thay d6i thanh phan hda hoc cua hoat chat duoc pham. Viéc thay doi nay giup duoc
pham ting kha ning hoa tan va tdi uu cac dic tinh caa thubc [Sekhon B. S, 2012].
Pong dung méi duoc sir dung khi cau trdc phan tir caa thue phic tap, do hoa tan
kém trong nude. Khi d6, c6 thé sir dung thém hdn hop dung méi dé bo sung thém
cac nhom chirc hda hoc khdng phan cuc gidp cac phan tir caa thude dé dang hoa tan
hon trong nudc [Millard J, 2002]. Tao mudi 13 mot ky thuat dé tang do hoa tan cua
thudc. Céc hoat chat duwoc pham c6 tinh acid thuong c6 d hoa tan trong nudc kém
hon so véi dudi dang mudi cia ching. Do d6, viéc chuyén d6i nhiing hoat chat
dugc pham nay dudi dang mudi gop phan ting kha ning sinh kha dung caa ching.

Dic tinh khé hoa tan va tinh sinh kha dung kém cuaa nhiéu APIs 1a van dé thach
thire trong nghién ctru va phét trién dugc pham ung dung cho diéu tri, chan doan.
Cac hoat chat duoc pham rat dang dang va c6 cac dic tinh riéng biét. Cac phuong
phap st dung bao gdm phuong phap vt Iy, héa hoc riéng r& hay két hop dong thoi
cac phuong phap khac nhau dé nano héa hoat chat duoc lya chon phy thudc vao
ban chat cau trac va dic diém cua ting loai hop chat.

DPac tinh da chirc nang va kha nang tuong thich sinh hoc cia melanin da goi y

dén viéc phat trién vat lieu NMPs bang phuong phap md phong ciu tric hda hoc va
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cac dic tinh vat liéu cua nd. Cac nghién ciu nay phét trién vat liéu tir dopamine
(DA\) - tién chat chinh trong quéa trinh tong hop melanin in vitro kich thudc nano.
Bén canh cac dic tinh giébng melanin ty nhién, cac dic tinh két dinh linh loat cua
melanin c6 nguon gdc 1a polydopamine dd md rong thém kha nang ung dung trén
linh vuc y sinh va moéi truong [Park J, 2019].

1.4.4.2. NMPs tong hep nhan tgo

Trong tu nhién, melanin duoc tong hop bén trong céc té bao melanocytes va
duogc bat dau boi su hoat hda enzyme tyrosinase, laccase va cac polyphenol oxidase
do cac yéu té kich thich ngoai sinh nhu ndong do ROS ting cao, stress hoa hoc. Cac
enzyme nay chuyén doi céc tién chat tyrosine, dopamin (DA) thanh cac chét trung
gian DHI va axit 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic ¢ thé duoc polymer hoa va tao
thanh melanin. Trén mo hinh in vitro, cdc nghién ciru mé phong lai qua trinh hinh
thanh melanin trong tu nhién, va t6i vu cac diéu kién dé tong hop hat NMPs mang
cac dic tinh caa melanin ty nhién va mot sé dic tinh quan trong khac dé ting kha
nang (ng dung cia ching. C6 nhiéu yéu té anh huong dén kha ning tao hat cua
NMPs nhu nhiét do, thanh phan hé dém c6 thé 1am ting hoic giam kich thuéc cua
hat. Trong hé dém photphate hoac bicarbonat, kich thudc cua hat Ion hon trong hé
dém tris buffer.

Céac ung dung caa NMPs trong y sinh tap trung & 03 mang: diéu tri, phan tich
sinh hoc; than kinh hoc; cam bién sinh hoc. Cac hat NMPs duoc tong hop vai kich
thugc co thé didu chinh tir vai chuc dén hang trim nanomet khi diéu chinh céc gia
tri pH khac nhau va b sung cac thanh phan NaOH va NH4OH vao cac DA [Park J,
2019]. Ngoai ra, trong qué trinh téng hop hat NMPs bang phuong phéap héa hoc, cac
nghién cau con gan thém maot s6 hop chat khac nhau dé ting cudng cac chic ning
cua nd. Trong mot sé trudng hop, NMPs duoc sir dung nhu 13 chit mang, déng goi,
van chuyén thudc biét duoc dé nang cao hiéu qua diéu tri.
1.4.4.3. Tinh chdt khang viém va hdp thu bic xa cia NMPs trong Xa tri ung thu

NMPs va nhitng hat nano c6 céu tric gibng melanin d dwgc chirng minh 1a c6

kha nang giam thiéu tinh trang viém & mo hinh in vivo. Céc géc ty do la mot trong
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nhitng san pham phat sinh trong qué trinh viém. Sy ting nong d6 ROS khién céac dai
phan tir nhu DNA, lipit, protein bi pha huy va cang khién tinh trang viém ting nang.
Kha ning quét gbc tu do cua cac hat nano c6 ciu tric gibng melanin bai cac nhom
chtrc phenolic dong vai trd quan trong. Theo Zhao H va cdc cong sy, cac hat nano
¢ cau trdc gidng melanin di 1am giam dang ké mac ROS néi bao trong cac dai
thue bao cua chudt. Kha ning chéng viém NMPs ciing duoc ghi nhan trén mé hinh
chudt bi viém phlc mac va ton thuong phdi cap [Zhao H, 2018].

Gidng nhu melanin c6 kha nang hap thu hiéu qua tia dai tir tia UV dén tia xa
manh, NMPs ¢6 kha ning hap thy tia xa véi cac vu diém vuot troi. Cac hat NMPs
dugc nghién ctu kha nang bao vé tiy xuong sau xa tri. Trong nghién ctu nay, cac
hat nano melanin dugc tao ra kich thuéc 15 nm duoge tiém vao tinh mach va kiém
tra sy phan bd cia NMPs trong tay xuong. Két qua nghién ctu cho thay viéc tiém
NMPs vao tay xuong lam giam doc tinh huyét hoc va khong ghi nhan hién tugng
melanin c¢6 kha ning bao vé khéi u trong qué trinh xa tri trén md hinh in vivo
[Schweitzer A. D, 2010].
1.4.4.4. NMPs |a hé thong vén chuyén thude hwéng dich

Sy phat trién céng nghé nano d hd tro tich cuc cho viéc chan doan va diéu tri
mot s6 bénh nan y dic biét 1a ung thu. Cac hat nano ting kha ning van chuyén,
mang thudc huéng dich dé nang cao hiéu qua diéu tri va giam tac dung phu. C6
nhiéu phic hé nano van chuyén thude da duoc nghién ciru va phat trién.

Hé théng van chuyén thudc thuong co kich thuéc nhé hon 500 nm [Neubert
R.H, 2011]. Nhin chung, cac phtic hé nano phan phdi thudc thuong c6 mot vai hoac
tat ca cac yéu té nhu: 1am giam ddc tinh, ting do hoa tan va do 6n dinh cua phuc hé,
tinh hudng dich, d& dang giai phong thanh phan thudc & cac vi tri cy thé. Nhiing hé
théng phan phdi mang nhiing dic diém téi wu dua trén su thay ddi cac thanh phan
hoa hoc nhu thanh phan hitu co, v6 co hodc hdn hop; kich thudc thay doi, hinh dang
(hinh cau, hinh que, hinh khéi); dic tinh bé mat (dién tich bé mat, nhém chirc);

PEGyI héa hoic 16p phu gan cac phan tr muc tiéu [Din F.U, 2017].
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Melanin 1&2 mot polymer sinh hoc véi nhiéu dic tinh da chirc ning c6 thé st
dung dé lam hé théng van chuyén phan phdi thudc. Cac cong trinh nghién ctu da
chi ra kha ning twrong tac manh mg@ gitta melanin va cic vong thom cua thude ciing
nhu kha nang tuong thich sinh hoc va kha nang phan huy cua melanin [Park J,
2019], [Wang D, 2017]. Mat khac, polydopamin dugc chirng minh cé muc d6 hoa
tan cao trong nuéc, kha ning twong thich sinh hoc va trén bé mat caa melanin c6
cac cAu trac rong c6 kha ning chira mot luong 16n thude biét duoc. Chung dugc
xem la chat van chuyén tién loi va cé gia thanh ré trong hé théng phan phéi thudc.
Nhiéu loai thudc khang ung thu c6 dic diém la ky nudc. Chang c6 thé dugc van
chuyén & trong khoang rdng, dugc bao boc va chuyén doi thanh cac dang cau tric
tuong dong dé dé dang van chuyén, truée khi chung dwoc giai phong & vi tri dich
[Mousavi S.M, 2018]. Nam 2013, Chia-Che Ho cling cong su da tong hop cac hat
NMPs dé van chuyén thubc diéu tri ung thu camptothecin. Két qua nghién ctu cho
thiy, cac hat NMPs khong gay doc trén dong A549 va Hela cells. Khi st dung
NMPs lam chat mang thudc diéu tri ung thu nhu camptothecin, doc tinh cua no trén
cac dong A459 va Hela giam dang ké. Nghién ciru da chitng minh NMPs [a chét
van chuyén thudc tiém ning trong viéc diéu tri ung thu [Ho C.C, 2013].

V& mat cau trdc hoa hoc, cac hat NMPs ¢6 nhiéu lién két m trén bé mat. Vi vay,
c4c hat nano melanin dé dang lién két vai cac loai thuc khac nhau cé cau trdc vong
thom nho lién két n—m, lién két hydro va luc tuong tic Van der Waals. Thudc ciing
cd thé duoc lien két voi NMPs thong qua twong tac héa hoc hoic boc bén trong
phirc hop polymer cua ching. Do vay, NMPs duoc xem nhu mét ¢ng cir vién tiém
ning dé phat trién hé thdng phan phéi thudc voi cac thanh phan da dang da duoc
thir nghiém nhu doxorubicin (DOX), sorafenib, camptothecin, paclitaxel, cisplatin,
chat cam quang (chlorin e6), thudc khang sinh (rifampicin, tetracycline
hydrochloride, ciprofloxacin), tdc nhan tao mach (dimethyloxalylglycine) va thuéc
khang viém (aspirin) [Liu H, 2020].

NMPs ciing dugc nghién ciru dé sir dung lam chat van chuyén va dong goi

insulin, dinh hudng tng dung cho viéc dua insulin bang duong udéng cho cac bénh
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nhan tiéu duong thay thé cho viéc tiém insulin vao tinh mach dé ting sy thuan tién
va do an toan cho bénh nhan khi str dung thude [Li H, 2017].

Trong nghién ctu cia Wen-Qing Li, va cong sy nim 2017, NMPs duoc gin
thém doxorubicin dé ting cuong chirc ning phan b cua thudc téi nhan té bao va ty
thé [Li W.Q, 2017]. Doxorubicin 1a thuc diéu tri ung thu duoc st dung nhiéu
trong 1am sang. Tuy nhién tinh trang khang thudc 1a mot thuc té kho khin khién
hiéu qua diéu tri cua cac bénh nhan ung thu bi giam theo thoi gian. Trong nghién
ctru nay, NMPs duoc cai bién chirc nang mang thudc t6i ty thé, va né dugc chung
minh 14 c6 tiém ning 1am giam su khang thubc so véi viéc sir dung thude don 1é.
Nghién ciru nay huéng téi muc tiéu khac phuc tinh trang khang thudc trong diéu tri
ung thu [Wang D, 2017].

Camptothecin cling 1a mot thanh phan khac duoc gan vao phic he NMPs dé thir
nghiém tiém nang phat trién thudc diéu tri ung thu trén cac dong té bao A549 va
Hela. Ngoai ra trong thir nghiém cua Priyam A va cong su, polydopamin duoc gén
véi nhom polyethylenimine lam giam thiéu nhuoc diém c¢6 doc tinh cao cua
polyethylenimine va dugc dinh huéng dé tro thanh mot chat mang polymer phan
phdi thude hidu qua [Priyam A, 2018].

Mot nghién ciru cua Wang J.F va c&c cong su dugc thuc hién nam 2008 da dua
ra bang chang melanin c6 kha ning tuong tac voi mot sé loai thudc udng va duoc
sir dung nhu 1a nhan t6 van chuyén thudc nho sy lién két dé dang gitra mot sé nhom
chac trén bé mit caa melanin va kim loai niang. Trong nghién ctu nay, Lei va cac
cong su 1a da sir dung melanin 1am chét van chuyén bo sung sat trén mé hinh chuot
bi bénh thiéu mau do thiéu sat. Hiéu qua cua nghién ciru di dugc danh gia thong
qua viéc diéu tri nhém chudt nay bai phic hé melanin lién két voi sat. Két qua
nghién ctu cho thay, & nhém chuét bi bénh thiéu mau da phuc hoi céc chi sb sinh
hoa binh thudng cua co thé sau diéu tri [Wang J.F, 2008].

Tom lai, melanin véi cau triic va ngudn goc da dang cing nhiéu tinh chat dic
biét, d3 va dang 1a d6i twong dugc nghién ciru va tng dung ¢ nhiéu linh vuc. Trong

thoi gian gan day, c6 mot sé nghién ciru co ban va nghién ctru dinh huéng tng dung
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d3 ché tao melanin vé kich thudc nano dé ting cudng hoat tinh sinh hoc va mé ra
cac tng dung & mang y sinh véi tiém nang dic biét trong viéc 1am hé thong van
chuyén thudc biét duoc, khang ung thu va bao vé té bao lanh sau xa tri. Tuy nhién,
cac nghién ctru nay chwa nhiéu va dic biét chua c6 nghién ctru danh gia vé tac dung
bao vé céc té bao lanh sau xa tri ¢ ving lan cin va xa vi tri khéi ung thu cia nano-

melanin.
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Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUONG NGHIEN CUU
2.1.1. Té bao

Té bao ung thu phdi Murine Lewis 3LL (ATCC CRL-1642). Nguyén bao soi da
chuot (NIH 3T3), dong té bao c¢d ngudn géc tir da ngudi keratynocyte (HaCaT) tir
B6 mon Sinh hoc té bao, Khoa Sinh hoc, Trudng Pai hoc Khoa hoc tu nhién, Dai
hoc Quédc Gia Ha Noi va té bao ndi mé (hUVEC) duogc nhan tir Vién nghién ciu Té
bao gbc va Cong nghé Gen Vinmec, Tap doan Vingroup.
2.2.2. Pong vat nghién ciru

Chuét thi nghiém (Swiss trang, 5 tuan tudi), duoc cung cip bai Vién Vé sinh
Dich t& Trung uwong (NIHE; Ha Noi, Viét Nam). Chuot dugc nudi trong 16ng dat
trong hé théng nuéi dong vat (Vién nghién ciru y duoc hoc quan su, Hoc vién Quan
Y) & nhiét d6 24 + 3 °C, d6 am 55% va duoc cho an hai 1an mdi ngay va kiém tra
can nang 3-5 ngay/lan.
2.2. NGUYEN LIEU, HOA CHAT VA THIET BI
2.2.1. Hoa chit

Hoéa chat

Melanin (S6 CAS: 8049-97-6; Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) sir dung cho
nghién ctru in vivo, melanin tach tir tdi muc (oligo chinensis Gray) theo phuong
phap dugc nghién ciru trude d6 [Cuong A.M, 2018] va str dung cho nghién ctru in
vitro, NaOH, NaCl, HCL, n-hexan, methanol, ethanol, diethyl ether, H>SOa4,
NH;OH (Trung Qudc), DMSO (Gibco, USA), phosphate buffered saline (PBS),
fetal bovine serum (FBS, Gibco, USA), moi truong DMEM 4,5 g/L glucose (Pan,
buc), moi truong DMEM 1,0 g/L glucose, trypsin (Pan, Buc), RPMI (Pan, Buc),
EBM-2 (Endothelial Basal Medium, Lonza, Switzerland), thudc nhom trypan blue,
penicillin/streptomycin (Gibco, USA), dém ly giai erythrocyte (BD Biosciences,
USA), trichloroacetic acid (Sigma-Aldrich, USA), sunforhodamine B (Sigma-
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Aldrich, USA), DAPI staining solution (Abcam, Cambridge, UK), paclitaxel (Trung
Quéc), hematoxylin va Eosin (Leica, Dic).

Céc khang thé: anti-CD19-PE cho té bao B, anti-CD11c-FITC cho té bao tua, va
anti-CD3-PE cho té bao T (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA).

Kit apoptosis (Invitrogen), kit tich RNA (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA).

Kit tong hop cDNA (Thermo Scientific, Singapore), kit Realtime PCR
(Sensifast, India).

Kit danh gia sy lio hoa té bao (senescence cells histochemical staining kit)
(Sigma-Aldrich, Missouri, USA).

Kit danh gia kha nang tao mach (angiogenesis assay kit) (Abcam, USA).

2.2.2. Thiét bi nghién ciru

- Hé théng phong nuoi céy té bao dong vat (Khoa sinh hoc, Pai hoc Khoa hoc tu
nhién, dai hoc Qubc Gia Ha Noi).

- Hé thdng phong nudi dong vat cho nghién ctru (Vién nghién ciru Y duoc hoc,
Hoc vién Quan Y).

- Hé théng méay chiéu xa precise digital accelerator 152377 (ELEKTA,
Stockholm, Sweden) ctia Bénh vién Quéan y 103, Ha Pong, Ha Noi.

- Kinh hién vi dién tir quét (Scanning Electron Microscope) NANOSEM 450
(SEM) (FEI, Hillshoro, OR, USA), may do phd hong ngoai FTIR (IRAffinity-1S,
SHIMADZU, Kyoto, Nhat Ban). Thiét bi thuoc PHKHTN, DPHQG Ha Noi.

- Hé théng may phan tich té bao theo dong chay (Fact Canto I1), thiét bi thudc
DHKHTN, DPHQG Ha Noi va hé théng may phan tich té bao theo dong chay (Fact
lysic, BD Biosciences, USA), thiét bi thuéc Hoc vién Quéan Y, Ha DPong, Ha Noi.

- Hé thong may Realtime PCR LightCycler® 96 (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Pirc), Hé théng may Realtime PCR 7500 (Applied Biosystems, USA),
thiét bi thuoc PHKHTN, PHQG Ha Noi, Vinmec va Hoc vién Quan Y.
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- Mot sb thiét bi khac: may khudy tir, may siéu 4m, may do pH (Hanna, Y), may
ly tam lanh (Sigma, USA), hé théng dién di ngang, dién di ding (Thermo, USA),
méay PCR (Thermo, USA), may phan tich thanh phan cua mau (Synmex, Japan),
may do quang phd UV-vis (Thermo, USA), may do kich thudc hat va phan tan xa
nanosize (Malvern Instruments, UK), kinh hién vi dién tir phat huynh quang, kinh
hién vi quang hoc (Olimpus, Trung Quéc), pipet man, pipet da kénh (Eppendoft,
Dirc), may soi gel (Trung Qudc).

2.3. CAC PHUONG PHAP, KI THUAT PUGC SU DUNG TRONG NGHIEN
cuu

2.3.1. Nhém phwong phap ché tao hat NMPs va xac dinh dic tinh caa vat li¢u
2.3.1.1. Ché tao hat NMPs

+ BOt melanin (Sé CAS: 8049-97-6; Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) va
melanin tach tor muc dugc st dung dé ché tao melanin kich thudc nano. Bot
melanin duoc khao sat kha ning tan trong mot sb dung méi nhu H20, methanol,
ethanol, HCI 3M, H.SO4 3M, n-hexan, ethyl acetate, DMSO, NaOH, NH4sOH, H>O>
Lua chon méi truong alkaline c¢6 kha ning hoa tan melanin nhiéu nhéat 1a NH4OH va
NaOH ¢ cac néng d6 0,1 N, 0,2 N, 0,5 N, 1 N va 3 N dé ché tao hat melanin kich
thude nano trong cac diéu kién nhiét do (0 °C, 37 °C, 60 °C, 100 °C), téc do khudy
tor (0 rpm , 100 rpm, 200 rpm, 400 rpm) va thoi gian (0 phat, 10 phut, 15 phut, 30
phut, 60 phut, 180 phat, 300 phat, 360 phat).

Sau d6, pH ctia dung dich NMPs dugc diéu chinh dén gia tri pH trong khoang 7
- 7,2 boi dung dich axit hydrochloride (HCI). Ham Iugng melanin dugc xac dinh
theo phuong phap duoc cong bd trude diy vi mot vai sira doi [Hu D.N, 2008].
Ham lugng cia NMPs duoc xac dinh bang may quang phd & budc séng 475 nm.
2.3.1.2. Phuong phap xac dinh dac tinh cua vdt liéu

+ Phuong phap sir dung kinh hién vi dién tr NANOSEM 450 (SEM) (FEI,
Hillsboro, OR, USA) d¢ x4c dinh hinh thai va kich thudc cta vat li¢u. Kinh hién vi
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dién tor quét NANOSEM str dung chum dién tir electron hdi tu dé quét trén bé mat
vét liéu dé tao nén hinh anh bé mit cu tric vi mé cua vat lidu.

+ Phuong phap do phd hong ngoai FTIR

Pho hé)ng ngoai FTIR dugc st dung dé xac dinh cac nhom chirc nang hoa hoc
ctia phan tir ciia mot hop chat thong qua tan sd giao dong dic trung trén phd do. Cac
nhém chtrc ning héa hoc cia melanin va NMPs duogc xac dinh bang phuong phap
do quang ph6 hong ngoai Fourier-Transform (FTIR) (IRAffinity-1S, Shimadzu,
Kyoto, Japan).

+ Phuong phép tan xa laser dong da duoc ap dung dé do kich thude va d6 phan
tan cua hat nano bang Zetasizer (phin mém v7.11, Malvern Instruments,
Worcestershire, UK).

Céc phuong phap trén dugc thuc hién tai Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién,
DPHQG Ha Noi.

2.3.2. Nhém phwong phap nghién ctru sir dung trén mo hinh in vitro
2.3.2.1. Nuéi cay té bao.

Dong té bao nguyén bao sgi ctia da chuét NIH 3T3, té bao co nguodn gbc tir da
nguoi HaCaT dugc hoat héa trong méi truong DMEM c6 bd sung glucose & mirc
4,5 g/L va 1 (g/L). Té bao ndi mé6 hUVEC duoc nudi trong moi truong EBM-2. Té
bao ung thu phéi chudt 3LL (ATCC) dugc nudi trong mdi trudng RPMI. Céc dong
té bao phat trién trong cic mdi truong co6 bd sung thém 10% FBS (Fetal Bovine
Serum), 1% penicillin/streptomycin, va G & nhiét do 37 °C trong ti 6n nhiét c¢6 cung
cap 5% COz.
2.3.2.2. Phwong phdp ddnh gid déc tinh ciia thudc trén té bdo

Doc tinh té bao ctia NMPs trén té bao dugc xac dinh bang phuong phap SRB
(Sigma-Aldrich) va di duoc mé ta trudc day [Orellana E.A, 2016]. Té bao HaCaT
duogc gieo trén dia 96 giéng & mat o 4 x 10° t& bao mdi giéng (té bao NIH 3T3 va
hUVEC duoc gieo ¢ mat do 3 x 103 t bao/giéng) va duoc 0 & 37 °C trong 24 gid

v6i 5% CO2. Sau dé, cac giéng té bao duoc xtr Iy bang NMPs & cac nong do khac
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nhau 3, 6, 12, 25, 50, va 100 (ug/mL) va dugc u lién tuc trong 48 gio. Paclitaxel
duoc st dung lam dbi chirng duong. Sau do, TCA 10% dugc stir dung dé cb dinh té
bao trong 1 h trén dia giéng trude khi nhuém véi dung dich SRB 0,04% trong 15
phut. Axit axetic (1%) duogc sir dung dé dé rira cac phan hoa chat, dung méi con du
& cac dia té bao. Cudi cung, cac tinh thé SRB duoc hoa tan trong 10% Tris-HCL va
d6 hap thu & budc song 510 nm duogc tinh toan bang may do ELISA (BioTech
Power Wave XS, Winooski, VT, USA).

2.3.2.3. Phuwong phdp chiéu xa trén té bao

Phuong phap chiéu xa trén t& bao duoc thuc hién theo phuong phap da dugc mo
ta trong nghién ctru trude day [Nikzad S, 2013].

Té bao sau khi nudi cdy dugc dém va cdy chuyén sang cac dia 96 giéng v6i mat
d6 1000 té bao/giéng hodc dia 6 giéng voi mat d6 30.000 té bao/giéng. Mot ngay
sau khi cy chuyén, té bao s& dugc chia lam 04 nhom thi nghiém, bao gdm nhém (1)
d6i chung sinh hoc, khong chiéu xa (NIL); nhém (1) - ¢6 bd sung hat nano (10
Hg/mL) va khong chiéu xa (Mel); nhém 1l - ¢6 bo sung hat nano cing néng do va
duge chiéu xa (IR+Mel); nhdm V- khong duoc bo sung NMPs, chi chiéu xa (IR).
Sau khi té bao don 16p dat dén mat do khoang 60 — 70% sé& duoc chiéu xa tia X.
Toan b cac giéng nudi cay sé& duoc tiép xtc tia xa trong cung diéu kién va cing
thoi gian. Tia xa dugc cung cip dudi dang liéu don trong khoang 0 - 10 Gy, téc do
chiéu xa 13 0,6 Gy/min. Toan bd tia xa dugc chiéu véi khoang cach 20 cm tdi dia té
bao nudi ciy. Sau d6, té bao duge thu va kiém tra ty 1¢ té bao séng va chét so véi
d6i chimg ¢ thoi diém 2 ngay sau chiéu xa.
2.3.2.4. Phwong phdp ddnh gid té bao song sOt sau chiéu xa

Xéc dinh ty 1& té bao sdng bing phuong phap nhudém tim tinh thé dwgc mé ta
theo nghién ctru trude day [Feoktistova M., 2016]. Té bao duoc gico trong dia 6
giéng va nudi trong 24h. Té bao duoc bd sung NMPs hoic khong dugc bd sung boi
NMPs va duoc nudi cdy thém 24h. Cac té bao séng c6 kha ning bam dinh duoc cb

dinh bang formalin 10% va nhudém bang tim tinh thé nong do 0,1%. Hoa tan dung
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dich nhudém vé&i SDS 0,1% va do d6 hap thu & bude song 595 nm bang may do Elisa
(BioTech Power Wave XS, Winooski, VT, USA).

2.3.2.5. Phwong phdp ddnh gid sw tac dong ciia NMPS |8n qud trinh di chuyén cia
té bao (wound healing)

Phuong phéap danh gid qua trinh di chuyén cta té bao ndi moé dugc thuc hién
theo cong bd trude do [Martinotti S, 2019]. Té bao ndi mod duge hoat hoa trong moi
truong EBM-2 (Endothelial Basal Medium) trén dia 24 giéng & mat do6 8000 té
bao/cm?. Khi té bao tang sinh che phil dia nudi cdy & mat dd >80%, té bao duoc e
ché qua trinh ting sinh boi bo sung chét e ché mitomixin (10 pg/mL). O thoi diém
0 h, cac giéng duoc tao vét thuong bang bd dung cu tao vét thuong (SPL, Han
Quéc). Sau do, cac giéng dugc bd sung NMPs & cac ndng do 0 (negative control),
25 va 50 (pg/mL). Su di chuyén cua té bao ¢ cac giéng duogc theo ddi va chup anh
bai kinh hién vi quang hoc. Két qua hinh anh dugc phan tich béi phan mém Image J
(phién ban 1.46r).
2.3.2.6. Phuong phdp danh gid sw tac déng ciia NMPs 1én kha néng ldo héa té bao
(senescence cells)

Ti 1¢ té bao 130 hoa trong quan thé té bao hUVECs ¢ duoc danh gia theo chi dan
ctia hang san xut kit danh gia ty 18 130 hoa té bao Senescence Cells Histochemical
Staining Kit (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Céac budc tién hanh dugc thuc hién
theo chi din cta nha san xudt. Cac té bao duoc gieo 1én dia 6 giéng véi mat do
20.000 té bao/cm? va duoc 0 véi hat NMPs & cac nong d6 50 pg/mL va 25 ug/mL
trong diéu kién nhiét 46 37°C, 5% CO, trong 48 h. Sau d6, moi trudng nudi cdy
dugc loai bo, té bao dwoc rira 1 1an véi PBS 1X trude khi c¢b dinh té bao véi 1X
Fixation buffer trong 7 phut. Té bao duogc rira 2 1an véi PBS 1X va u voi Staining
Mixture qua dém trong diéu kién nhiét do 37°C ¢6 cung cép 5% CO2. Té bao duogc
nhudm vé1 DAPI Staining solution (Abcam, Cambridge, UK) trong 15 phut sau khi

loai bo dung dich Staining Mixture va rira 1 1an v6i PBS 1X. Té bao dugc rira 1 1an
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v6i PBS va quan sat dudi kinh hién vi huynh quang soi nguoc (Olympus, Tokyo,
Japan). Hinh anh duoc phan tich voi phan mém Image J (ban 1.46r).

2.3.2.7. Phurong phap danh gia su tac dong cua NMPs 1én qua trinh hinh thanh
mach mau

Phuong phap danh gia qué trinh hinh thanh mach duoc thuc hién theo cong bd
truéc d6 [Arnaoutova I, 2010]. Té bao ndi md dwgc nudi cdy trong méi trudng
EBM-2, khi té bao dat 80% do che phii thi thu té bao. Gieo té bao 1én dia 96 giéng &
mat d6 1,5 x 10* té bao/giéng, va cac giéng di dugc phu boi dung dich Extracellular
Matrix Solution. Bo sung NMPs nong d6 50 pg/mL va 25 pg/mL ¢ cac giéng thir
nghiém. O giéng d6i ching 4m, bo sung suramin (50 pug/mL) ¢ vai tro e ché kha
ning tao mach. U té bao & diéu kién 37 °C, 5% CO2. Theo dbi su hinh thanh mach
& cac giéng bang kinh hién vi dién tir. Nhudém huynh quang va kiém tra su tao mach
bang kinh hién vi phat huynh quang ¢ kinh loc c¢6 bién d6 budc song 490/540 nm.
Xtr Iy két qua thu duoc bang phan mém Image J (ban 1.46r).
2.3.2.8. Phuong phdp xdc dinh ty 1é té bao chét theo chwong trinh trén hé thong
phan tich té bao theo dong chay

Phuong phap xac dinh ty 1€ té bao chét theo chuong trinh dugc thyc hi¢n theo
phuong phap da dugc mo ta trong nghién ctru trude day [Schutte B, 1998].

Té bao HaCat dugc gieo vao dia 6 giéng véi mat do 3x10%/giéng. Trudc khi
duogc chiéu xa tia X & cac liéu chiéu khac nhau (0 Gy, 3 Gy, 5 Gy). Cac giéng dugc
b6 sung NMPs véi nong d6 10 pg/mL hoic khong dugc bod sung thude. Sau do, té
bao dugc thu va danh gia ty 1€ apoptosis bdi Annexin V-FITC/Pl Apoptosis
Detection Kit (Invitrogen). 10° té bao dugc U trong t6i vai 5 pL V-FITC va 10 pL
Pl trong 15 phut theo chi din cua hing san xuit. Ty 1& té bao apoptosis dugc xac

dinh bang may FACT Canto II. Di liéu dugc phan tich boi phan mém Flowjo.
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2.3.2.9. Phwong phdp dinh lwong mirc @ biéu hién cia cdc gen lién quan dén con
dirong apoptosis va chong oxy hoa ciia té bao va danh gid mirc d biéu hién gen
VEGF-A lién quan dén kha nang vrc ché tao mach

Té bao sau khi chiéu xa dugc thu mau va st dung kit tich RNA téng s6 theo chi
dan cua hiang san xuat (Thermor Scientific, Waltham, MA, USA). Sau d6 cDNA
duge tong hop tir RNA téng s6 nhd phan tng phién ma nguoc theo phuong phap
dugc cung cip bai kit tong hop cDNA ciia hing Thermo Scientific, Singapore. Tiép
theo, s6 lugng ban sao cta cac gen lién quan dén cac con dudng apoptosis hay
khang oxy hoa cia té bao (TNF-a/BAX/Caspase-3/SOD1/VEGF-A) duoc dinh luong
tuong dbi boi ky thuat Real-time PCR voi gen ndi ching 13 -actin va tinh toan theo
phuong phap Livak [Livak K.J]. Céc trinh tu cip mdi ctia cac gen ¢ bang 2.1.

Béang 2.1: Trinh ty ctia cac cdp moi cua cac gen cua nguoi duoc sir dung

Tén cac cgp moi Trinhty (5°-3”) Ngudn goc
Human-g-Actin (F) | GAGTACAGAGCCTCGCCTAT thiét ke
Human-g-Actin (R) | TTAAGCCGGCCTTGCACATG thiét ké
Human-BAX-F TTTGCTTCAGGGTTTCATCCA [Di Meo F, 2019]
Human-BAX-R CTCCATGTTACTGTCCAGTTCGT | [Di Meo F, 2019]
Human-Caspase-3-F | AGGCCGACTTCTTGTATGCA [Valle-Casuso J.C, 2019]
Human-Caspase-3-R | TTCTGTTGCCACCTTTCGGT Ty thiét ke
Human-TNF-a-F GCTGCACTTTGGAGTGATCG [Wang J. W, 2020]
Human-TNF-a-R CCACCAGCTGGTTATCTCTC Ty thiét ké
Human-SOD1-F ACAAAG ATG GTGTGGCCGAT | [Toshikawa H, 2021]
Human-SOD1-R AACGACTTCCAGCGTTTCCT [Toshikawa H, 2021]
Human-VEGF-A- F | AGGAGGAGGGCAGAATCATCAC | [Schlegel C, 2012]
Human- VEGF-A-R | ATGTCCACCAGGGTCTCGATTG | [Schlegel C, 2012]

2.3.3. Nhom phwong phap nghién ctru sir dung trén mo hinh in vivo

So d6 chung cua thir nghiém trén mé hinh in vivo duoc md ta dudi day.
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Hinh 2.1. So do thar nghiém trén mé hinh in vivo

D1, 3,7, 10, 12, 15, 18, 21, 25 — ngay thu nghiém thaz 1, 3, 7, 10, 12, 15, 18, 21, 25

2.3.3.1. Phurong phdp ddnh gid déc tinh cdp ciia NMPS trén chudt nghién ciru.

Ddc tinh céip ctia NMPs trén chudt thi nghiém dugc thuc hién theo huéng dan

thir nghiém tién 14m sang va 1am sang thudc dong vy, thude tir duoc lidu (ban hanh

kém theo Quyét dinh s6 141/QD-K2PT ngay 27/10/2015), Bo Y té.

Chudt khdée manh dugc cung cép béi vién Vé sinh dich té Trung uong va duoc nudi

6n dinh 03 ngay trong hé théng phong nudi dong vat (Vién nghién ctru Y duoc hoc

Quan su) trude khi trién khai cac thi nghiém. Dung dich NMPs ¢ cac muc liéu khac

nhau duoc tiém theo dudng phiic mac dé thir nghiém doc tinh cip trén cic nhom

chudt nghién ctru. Mdi nhém chudt 3 con, duge tiém 02 lidu NMPs cach nhau 2

ngay voi dai ndng do 5, 10, 20, 40, 60 va 80 mg/kg. Chudt dugc theo ddi tinh trang
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suc khoe toan than, kha nang van dong, ché do an trong 1 tuan sau diéu tri.
2.3.3.2. Phuong phdp tao khéi u ran trén chugt thi nghiém

Té bao ung thu phdi Murine lewis (3LL) duoc sir dung ¢ nong do 5 x 10° té
ba0/200 pL trong dém photphat (PBS), va duoc tiém dudi da lung ctia chudt dé tao
khdi u. Khi cac khéi u d hinh thanh, duoc quan sat va do kich thudc 3 ngay 1 lan.
Kich thudc khéi u duoc xac dinh bai ¢éng thic V=D*R? trong d6 (D — chiéu dai
khdi u ran, R- chiéu rong khdi u ran). Mudi ngay sau khi tiém céc té bao ung thu
dudi da, cac khéi u dugc hinh thanh dat kich thuéc thich hop khoang 500 mm? (10
x 10 x 5 mm3). Tiép theo, chudt dugc diéu tri bang NMPs va chiéu xa bang tia X.
2.3.3.3. Phuong phdp xa tri toan thdn diéu tri chugt mang khai u

Phuong phép xa tri toan than chuot thi nghiém duoc thuc hién theo cong b
trude day voi mot vai stra d6i nho [Khayyal M.T, 2014]. Chudt dugc phan bo thanh
bén nhém (n = 5, mdi nhém) nhw sau: nhom 1 (NIL), 1a nhoém d6i ching sinh hoc,
khong gay khdi u va khong diéu tri bang NMPs hoic bic xa tia X; nhém 2 (NC),
nhom chudt mang khéi u khéng duogc diéu tri bang NMPs va btc xa tia X; nhém 3
(IR), Nhém chudt mang khdi u chi duoc diéu tri bang tia X; nhém 4 (IR+Mel),
nhém chudt mang khéi u duoc diéu tri két hop giira NMPs va tia X. Cac nhom
chudt mang khéi u duoc diéu tri véi mot liéu duy nhét 6,0 Gy véi toe do phat xa
(HDR) 1,0 Gy/phut sir dung may phat xa gia toc 152377 (ELEKTA, Stockholm,
Thuy Bién) tai Bénh vién Quan y 103. Chudt dugc tiém theo duong phdc mac véi
nong 46 NMPs (40 mg/kg) 4 gio trude khi chiéu tia X va 48 gio sau chiéu xa dugc
tiém bo sung 01 liéu NMPs. Chudt duoc thu miu sau 15 ngay chiéu xa.
2.3.3.4. Phan tich mic dg biéu hién gen trong mé khai u va mé lach bang realtime
pcr

RNA tng sé duoc tach tir cac mé co quan cua chudt bang cach sir dung kit tach
RNA GeneJET RNA Purification (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) theo
huéng dan cta nha san xuét. Sau d6, cDNA duoc téng hop tir RNA tong sé bang
phan tmg sao chép ngugc, theo quy trinh dwoc cung cap véi kit tong hop cDNA
RevertAid First Strand (Thermo Scientific, Singapore). Phan tng chudi polymerase
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phién ma nguoc dinh lugng theo thoi gian thuc (RT-PCR) dugc thuc hién trén may
Realtime PCR LightCycler® 96 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Bic). Muac
d6 biéu hién cua ban sao TNF-a, IL-2, Bax va Caspase-3 cua cac md duge xac dinh
thong qua mdi twong quan véi mirc d6 biéu hién ban sao cua cac gen noi chang f-
actin (d6i v&i cac mau khéi u) hoic Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
(GAPDH) (d4i voi mau 14 lach) va tinh toan theo phuong phap Livak [Livak K.J].
Cac phan tng realtime PCR duoc thuc hién bang cach s dung hdn hop tong thé
tich 20 pL chira 10 uL mastermix (bao gom SYBR1 Green va cac enzymes, dNTP
can thiét cho phan tng tong hop chudi), 2 pL cac cap moi, 1 uL ¢cDNA va nudc.
Trinh tu cua céc cap moi cua cac gen khao sat dugc trinh bay trong bang 2.2.

Bang 2.2 Trinh tu ciia c4c cap mdi cua cac gen cua chudt nghién cau

Tén céc cip mai Trinh tw (5’ - 3") Nguon géc

mouse TNF-a (F) | ATGAGCACAGAAAGCATGA  [[Liu T, 2016]

mouse TNF-a (R) AGTAGACAGAAGAGCGTGGT  ([[LiuT, 2016]

mouse IL-2 (F) TTGTGCTCCTTGTCAACAGC [Gemechu Y, 2018]

mouse IL-2 (R) CTGGGGAGTTTCAGGTTCCT [Gemechu Y, 2018]

[Mukhopadhyay R,

mouse Caspase-3 (F) | CCTCAGAGAGACATTCATGG 2018]

[Mukhopadhyay R,
mouse Caspase-3 (R) | GCAGTAGTCGCCTCTGAAGA

2018]

[Mukhopadhyay R,
mouse Bax (F) AGCAAACTGGTGCTCAAGGC 2018]

[Mukhopadhyay R,
mouse Bax (R) CCACAAAGATGGTCACTGTC

2018]

mouse GAPDH (F) | CCCATCACCATCTTCCAGGAGC |[Guha P, 2018]

mouse GAPDH (R) | CCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC |[Guha P, 2018]
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Tén céc cip moi Trinh tw (5’ - 3') Nguén géc

CGGTTCCGATGCCCTGAGGCTC |[Itou D, 2015]

mouse [-actin (F
p (F) T

CGTCACACTTCATGATGGAATT |[Itou D, 2015]

mouse f-actin (R
B (R) o

2.3.3.5. Phan tich té bao lach cia chugt bang ki thudt phan tich té bao theo dong
chay (flow cytometry)

Céc 14 lach duoc thu thap ngay 1ap tic sau khi giét chudt va rira bang PBS 1X ba
lan. Cac mau lach (50 mg) duoc cho vao 2 mL PBS va dung diia thuy tinh nghién
nhe dé tao ra dung dich ddng nhit, sau d6 mau duoc loc qua mang cé kich thudc 15
70 um. Dich loc sau d6 dugc ly tdm & 1500 vong/phut trong 5 phut ¢ 4 °C. Tua
duoc thu lai va hoa lan trong trong 1,5 mL dém ly giai Erythrocyte (ELB) (BD
Biosciences, USA) va giit ¢ nhiét dd phong trong 10 phit. Hon dich dugc ly tam
mot 1an nita trong cung diéu kién, va té bao thu duoc duoc ria bang PBS ba lan.
Sau d6, t& bao lach chudt duoc hoa lan trong 3 mL dém FACS va giit ¢ 4 °C. Sau
d6, 108té bao trong dung dich nay duoc thém vao 100 pL khang thé pha lodng trong
dung dich dém FACS va u trong 1 gio (anti-CD19-PE) cho té bao B, anti-CD11c-
FITC cho té bao tua, va anti-CD3-PE cho té bao T (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA). Tiép theo, hdn hop duoc rira nhe bang dém FACS ba lan truéc
khi do trén may do té bao theo dong chay FACS Lysis (BD). Dix liéu phan tich bang
phan mém flowjo.
2.3.2.6. Phurong phdp phén tich mo hoc

Phuong phap dwoc thuc hién theo huéng din cach nhuém miu mé bing
hematoxylin and eosin cua nha san xuat (Leica, Duc). Cac md lach, md hach va
khdi u dugc thu thap va gitr trong formalin (10%). Sau d6, phan md & vj tri trung
tam cia miu duoc str dung dé tién hanh phan tich. Cac mé duoc loai bo canxi bang
cach sir dung axit formic (5%) va c6 dinh trong parafin. Tiép theo, ca&c mé nhing

parafin duoc cat lat day 4 pm bang may cat Leica microtome va c6 dinh trén céc
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lam kinh. Tiéu ban sau d6 khir nu6c bang con truée khi nhuém bang hematoxylin
va eosin trong thoi gian 6-15 phat. Ngam lat cét trong nuéc chira amonia dén khi
tiéu ban c6 mau xanh nhe. Rira bang nude trong vong 10 phut, sau do rira qua con
700 trong 30 gidy. Tiéu ban tiép tuc dugc nhuém trong dung dich eosin 1% trong
1-2 phit va loai nude bang con 95° va xylen. Hinh anh mé hoc duoc chup va quan
sat bang kinh hién vi quang hoc.
2.3.2.7. Phan tich thanh phan té bao mau téng so va thanh phan sinh héa cia mau

Puoc thuc hién bang may do chi sé mau tong sé va thanh phan sinh héa cua
mau cua chudt (Sysmex, Japan) tai Trung tdm nghién ciru ddng vat, Hoc vién Quan
y.
2.4, PHAN TICH THONG KE VA GIAY PHEP THUC HIEN NGHIEN CUU
TREN BPONG VAT

S6 liéu dugc thu thap va xu 1y bang phan mém Excel, Grap Path, cac két qua
nghién ctru duoc 1ap lai 03 lan. Su khac biét gitra cac nhom nghién ctru dugc xem
xét ¢6 v nghia thong ké khi gia tri p<0,05 dugc xac dinh bang Student T-test va
Anova. Tt ca cac quy trinh lién quan dén dong vat duge tién hanh theo Nguyén tic
Cham s6c Dong vat trong Phong thi nghiém (NIH). Cac thi nghi¢m trén dong vat
trong nghién ctru nay da duoc hoi dong dao duc trong nghién ciru Y sinh cta Hoc
vién Quan y phé duyét cho Dy an c6 ma s6 108.02-2017.07 do Quy Phat trién Khoa
hoc va Cong nghé Qudc gia (NAFOSTED) tai trg. Ma s phé duyét: IACUC-
025/18.
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Chuong 3. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. TAO HAT NMPS
3.1.1. Panh gia cdu tric bé mit va thanh phan cac nhom chikc hoa hoc caa
melanin
Melanin 12 nhém séc t6 c6 cau tric phan ta dudi dang polymer sinh hoc. Cau
tric bé mat cua melanin duoc quan sat bang kinh hién vi dién tir quét NanoSEM
450.
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Hinh 3.1. Bét melanin dwéi do phéng dai 30.000 lan (A) va 50.000 lan (B) duwdi
kinh hién vi dién tix SEM va cac nhém chizc hda hoc trén bé mat ciia melanin dioc
xdc dinh béi phép do hong ngoai xa FTIR (C).
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Hinh anh phong dai 30.000 lan cho thiy, bé mit cua melanin dwgc tao thanh tur
tiéu cau tric nho hinh tron, kich thudc nano va gan nhu ddng nhat (hinh 3.1A). Cac
tiéu cau trdc hinh cau nay tao nén bé mat melanin xd xi véi cac khoang khéng gian
duoc tao thanh bai cac tiéu ciu tric nano trén bé mat nam xen k& nhau. C4c ciu tric
rdng bén trong bé mat vat liéu 1a mot trong cac dac tinh quan trong gilp ching c6
thé thuc hién mot s6 chirc ning dic biét vi du nhu chira dung céc hop chat khéc
kich thudc nano trong khong gian réng cua minh. Céc tiéu cau tric nano nay cua
melanin duoc quan sat & hon & d6 phong dai 50.000 lan (hinh 3.1B).

Cac nhom chtrc ning hoa hoc cua melanin duoc xac dinh bang phuong phap do
pho hong ngoai xa FTIR. Véi phuong phap nay, phd ciia cac nhom chirc duoc xac
dinh trong ving dao dong 400 - 4000 cm®. Hinh 3.1C, phé FTIR cua melanin xuat
hién cé4c tan sé dao dong vai dinh phd ré nét ¢ 3356 cm®, 1612 cm?, 1029 cm?,
twong ng véi sy dao dong cua cac lién két —OH, -C=0, -COO. Tir d6 co thé xac
dinh dugc cadc nhom chire nang hoéa hoc nhu  hydroxyl, cacbonyl, cacboxyl (-OH, -
C=0, -CO0) ¢ bé mat cua melanin.

Melanin 1a vat liéu hoan toan khong tan trong nudc va co cau tric kha bén ving.
Truéc khi thuc hién cac nghién ctu tiép theo, mot sé dung méi khac nhau duoc st
dung dé khao séat kha nang hoa tan caa melanin nham tim kiém méi truong phd hop
cho viéc tao hat NMPs.

3.1.2. Khao sat kha ning hoa tan ciia melanin trong mét s6 dung moi

Melanin dugc khao séat kha ning hoa tan trong mot s6 loai dung méi nhur nuéc,
methanol, n-hexan, H.SO. dic, HCL dic, DMSO, NaOH, NH4OH, H.0,. Két qua
bude dau duoc thé hién & bang 3.1. Melanin bot dugc bd sung vao cac dung mai va
duogc lic ¢ toc @6 200 rpm/phdt. Kha nang hoa tan cuia melanin dugc kiém tra bang
phuong phap do mat d6 quang ¢ budc song 475 nm. Gié tri OD cang lon thi ham

lugng melanin cang cao.
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Két qua nghién cau chi ra melanin rat it tan hoic hoan toan khéng tan trong
nhiéu dung mdi hitu co théng thudng nhu methanol, ethanol, n-hexan, ethyl acetate,
DMSO va ca acid dic (HCI, H2SOq, chi tan mot phan nho trong méi treong kiém va
H.0>).

Bang 3.1 Kha ning tan cia melanin trong mot sé dung moi.

STT | Tén moi truong Kha nang hoa tan
H20 -
Methanol 99,9% -
Ethanol 99,9% -
HCI 3M -
H>S04 3M -

n-hexan -

Ethyl acetate -

DMSO 50% -

©O©| 00| N O O &~ W N Bk

NaOH 1N ++++

JEnN
o

NH;OH 1IN ++

11 H>0,10% +

(+): ¢6 kha nang hoa tan; (-): hoan toan khong tan hogc tan rat it
Bang 3.1 chi ra kha ning hoa tan cua melanin trong NaOH va NH4OH 1 16n nhat so
vé6i cac dung mdi duoc khao sat. Nghién ctu lya chon méi trudng kiém dé téi wu
cac diéu kién tao hat NMPs. Céc yéu t6 dé khao sat kha ning tao hat NMPs bao
gom: nhiét do, thoi gian tao hat, téc do khudy tir, nong do kiém duogc sir dung cho

nghién cuu.
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3.1.3. Khao sat su anh hwéng ciia ndng d alkaline (NaOH va NH;OH) Ién
ham lwgng hat NMPs trong dung dich

Nghién ctu sir dung NaOH va NH4OH ¢ dai cac nong do khac nhau (0,1N - 1N)
dé tao hat NMPs. Ham luong NMPs trong cac mdi truong kiém dugc thé hién ¢
hinh 3.2 A,B,C.

s

mm Nanomelanin trong NaOH

g mm Nanomelanin trong NH,OH
3 4
E
0,1 0,2 0.5 B3
©
g : =
P 2 Z ~ §) 2] .
‘= 1+ .
T B 5
' \ I 0-
, : 01N 0,2N 05N TN
. Néng do
B
0,1 0,2 0.5 1(N) C

Hinh 3.2. Sy dnh hwéng cia nong do kiem téi kha néng tao ham heong NMPS trong
dung dich. NMPs trong dung dich NaOH ¢ cac nong d@ 0,1; 0,2; 0,5; 1(N) (A).
NMPs trong dung dich NH4OH ¢ cac nong ds 0,1; 0,2; 0,5; 1(N) (B). Ham lwrong
NMPs trong dung dich NH4OH va NaOH (C).
O hinh 3.2C, ham lugng NMPs duoc ting 1én khi st dung nong do kiém (NaOH,
NHsOH) ¢ c4c néng d6 cao. Trong dung dich NaOH, ham lwong NMPs nhiéu dang
ké so véi trong dung dich NH4OH & cling mot nong do. Ham luong NMPs ¢ trong
dung dich NaOH ¢ néng d6 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 gap 1,1; 2; 3; 5 lan twong (tng SO Voi
trong dung dich NHsOH.
3.1.4. Khao sat sw anh hwéng cia nhiét dd dén mire @ tao thanh hat NMPs
Nhiét do 1a mot trong nhitng yéu té anh huéng dén kha ning tao hat caa NMPs.

Hinh 3.3 chi ra sy phu thudc vao nhiét ¢ dén kha ning tao thanh hat NMPs khi sir
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dung NH4OH dé phan cit NMPs. Khao séat kha ning tao hat NMPs & nhiéu muc
nhiét do khac nhau bao gdm 4 °C, 37 °C, 60 °C, 100 °C.

‘S 1.5

c o 0
o 4°C
5 37°C
Il

< 1.0- -

)

= 0
§ -+ 60 °C
=)

g 0.5 ¥+ 100 °C
=9

n(ﬂ

=

5 0.0- T T T T T 1

0 15 30 60 120 180 300 360 pphit

Hinh 3.3. Sir dnh hwong cua nhiét dé dén mike do tao hat NMPs trong moi
trueong NH40H 0,5N.

/§3' -o- 0
0 4-C
S 0
)

= 0
g =+ 60°C
=2

. ] - 0
g 1 -+ 100 °C
=9
\(&

=

[{=]

@ 0- T T T T T T Phiit

T
0 15 30 60 120 180 300 360

Hinh 3.4. Sw dnh hwong cua nhiét do dén mirc dg tao hat NMPs trong moi
truong NaOH 0,5N.
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Trong ca hai moi truong NHsOH va NaOH (0,5 N), ham Iuwgng hat NMPs duoc
tao ra phu thugc vao nhiét do6 méi truong (hinh 3.3 va 3.4). Khi nhiét do tang 1én,
lugng hat NMPs duoc tao ra nhiéu hon va mic do tao hat cuc dai cuia NMPs phu
thudc vao nhiét 6. S6 luong hat NMPs duoc tao ra nhiéu nhat & 100 °C va dat muc
cao nhat sau hai gio. O cac nhiét do con lai, ty 16 NMPs dugc tao thanh dat cuc dai
sau nam gio (hinh 3.3, 3.4).

3.1.5. Khao sat sw anh hwéng ciaa téc do khuay tir ddi véi kha ning hinh thanh
hat NMPs

Téc d6 khudy tir trong qué trinh tao hat NMPs 1a mot trong cac diéu kién anh

huong dén ham lugng NMPs dugc tao ra.

I
E M (pm
- | 100
m ~
ﬁﬁ' Eﬁ
R R w200 rpm ¢ ;
u
N W pn 3
1 IE
El ig i
L i T
(il
£ AR TR
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0 M0 15 %0 60 10 0 %0 pui W P

Hinh 3.5. Su dnh huong cua téc dé khudy tir va kha ndng tao hat NMPs trong cac
méi truong NaOH (0,5N) (A) va NH4OH (0,5N)(B).

O hai moéi truong NH4OH va NaOH, toc do khay tir c6 anh huong r6 rét dén thoi
gian dat ham luong cuc dai va mac d6 tao hat melanin. Kha nang tao hat NMPs
duoc khao sat & 04 toc d6 khudy tir khac nhau bao gom 0, 100, 200, 400 (rpm/phut).
Hinh 3.5 cho thdy ham lwgng NMPs phu thudc vao tc toe d6 khudy tir trong qua
trinh tao hat. Sau 3 gio, ham luong NMPs duoc tao ra ¢ toc do 400 rpm/phut dat

62



cuc dai gap 7 1an so véi ddi chiang. Bong thoi, ham lwgng NMPs dugc tao ra ting
Ién theo thoi gian. Ham lugng NMPs duoc tao ra dat cyc dai sau thoi gian 5 gio.
3.1.6. Khao sat kich thwéc hat NMPs dwgc tao nén trong méi treong NaOH va
NH4OH

O tdc @6 khudy tir 400 rpm/phit va nhiét do 37°C, kich thudc trung binh cua hat
NMPs trong c4c mdi truong NH4sOH va NaOH véi cac nong do thar nghiém khéc
nhau duoc xac dinh bang may do kich thuéc hat nanosize. Kich thudc trung binh
cua hat NMPs trong NH4OH va NaOH ¢ dai nong d6 0,1 N; 0,5 N; 1 N va 3 N duogc
thé hién & bang 3.2 va hinh 3.6. Do phan tan cua hat va mac do dong déu cua hat
trong dung dich dugc mé ta bai hinh dang phé cua do thi (hinh 3.6).

Bang 3.2 Kich thudc trung binh cta cac hat melanin duoc tao ra trong dung dich.

Nong d6  NaOH NH:OH

01N 204 nm 625 nm

05N 160 nm 260 nm

1N 4006 va 340 nm 294 va 112 nm
3N 681, 9073, va 5580 nm 2685 va 354 nm

Trong cac mdi truong khac nhau da tao ra cdc hat NMPs & cac kich thuéc khac
nhau. Khi nong do kiém st dung c6 nong d6 16n (>1N), melanin duoc phan cit
thanh nhiéu manh c6 kich thudc & nhiéu phan doan khac nhau. Kich thuéc hat nano
la mét trong nhitng dic trung quan trong dé quyét dinh viéc hat nano ¢ kha ning
van chuyén an toan trong hé thong tuan hoan ma khéng gay tic mach va dé dang di
vao trong té bao dé thuc hién cac chirc nang duoc ly cia nd. Moi trudng NaOH (0,5

N) tao hat nanomelanin ¢6 kich thudc trung binh nho nhat (160 nm) (bang 3.2).
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Hinh 3.6. Si phan tan cua cac hat NMPS va kich thuéc cua hat NMPs trong dung

dich NHsOH va NaOH dwoc xac dinh boi may do tan xa anh sang Zetasizer.

Sir phan bé cua cac hat NMPs trong dung dich NaOH ¢ néng dé 0,1 N (A);
0,5N (B): I N (C) va 3 N (D), fong 1ing

S phan bé cia cac hat NMPs trong dung dich NH4OH ¢ néng dé 0,1 N (E);
0,5N (F); 1N (G) va 3 N (H), twong ung.

Do d6, mot sé dic trung cua hat NMPs trong moi truong NaOH tiép tuc dugc khao

sat.
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3.1.7. Khao sat nhirng diic diém cia hat NMPs trong méi trueong NaOH 0,5N

Tur cac khao sat truede do da chi ra, trong moi tredong NaOH, NMPs duoc tao ra
nhiéu hon vé mit ham lugng va thoi gian dé dat mirc d6 bdo hoda so vai trong moi
truong NH4OH ngin hon. Do d6 NaOH duoc lya chon 1am moéi truong phan cit
NMPs va tiép tuc khao sat cac dic trung cia NMPs dugc tao nén trong méi trudng
nay. Cac dic diém cua NMPs duoc xac dinh bao gém hinh thai cua hat dudi quan
sat ciia kinh hién vi dién tr quyét, pho cac nhoém chiic nang héa hoc FTIR, phé hap
thu &nh sang UV-vis.

Cdc ddc trung vé hinh thai va cac nhoém chizc hda hoc trén bé mat ciia NMPs.

Dung dich NMPs dugc phan tich va danh gia boi phuong phap do phd hong
ngoai FTIR va quan sét hinh thai caa hat bang kinh hién vi dién tirt SEM & d6 phong
dai 25.000 lan va 50.000 lan (hinh 3.7 A,B). Bong thoi, cac nhém chirc hoa hoc cia
dung dich NMPs dugc xac dinh boi phd hong ngoai xa FTIR (hinh 3.7C).

-COO stretching

42627+

|

b
I
-
s

-C=0 stretching

Hinh 3.7. NMPs dudi dé phong dai 25.000X (A); 50.000X (B) cua kinh hién vi dién
ti> quét SEM; phé FTIR ciia NMPs (C).
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O cac do phong dai cuc 16n 25.000 va 50.000 lan, hinh anh SEM di chi ra
NMPs trong dung dich ton tai & dang hat riéng biét. Trong khi d6, hinh anh & d6
phong dai twong ty (hinh 3.1 A,B) cua kinh hién vi dién tir SEM cho thay, melanin
tu nhién c6 bé mat phuc tap véi cac cau tric dang hinh cau tu thanh khéi, xép canh
nhau véi cac khoang rdng xen ké&. Hinh 3.7C mé ta pho FTIR cia NMPs. C6 thé
nhan thay, trén bé mat NMPs, cac dao dong phé nhém chirc ning duoc xac dinh
trong khoang 400 - 4000 cm™. Céac dinh phé rd nét caa cac nhdm chirc ning héa hoc
bao gém hydroxyl (3356 cm), cacboxyl (1612 cm™), cabonyl (1029 cm™). Céc
nhém chiic ning hoda hoc trén bé mat cuia NMPs duge xac dinh boi phd FTIR ¢6 su

tuong dong vai cac nhém chic trén bé mat caa melanin tir tdi muc (hinh 3.1C).

Hinh 3.8. So do tao hat melanin kich thwéc nano

T cac két qua nghién ctu ¢ trén, dung mdi kiém duoc st dung dé tao hat
NMPs. Hat melanin duoc tao ra trong méi truong NaOH 0,5 N, téc d6 khuat tir 400
rpm/phit, & 37 °C (gan vai nhiét do co thé) duoc sir dung cho cac nghién ciu tiép
theo. Hat nano dwoc tao ra theo so dd qui trinh (hinh 3.8) duoc sir dung cho thir

nghiém trén md hinh té bao va md hinh chudt thi nghiém.
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3.2 KHAO SAT KHA NANG BAO VE TE BAO DUGI TAC PONG CUA TIA X
3.2.1. Sur tac dong cia NMPs Ién chite ning sinh Iy cia té bao
3.2.1. Déc tinh ciia NMPs trén dong té bao NIH 3T3, HaCaT va hUVEC

Sau khi hoat hda thanh cong dong té bao NIH 3T3 va HaCaT, va hUVEC, céc té
bao duogc gieo vao dia 96 giéng véi mat do lan luot 3000, 4000, 3000 té bao/giéng
dé tién hanh nghién ctu tha nghiém doc tinh té bao boi NMPs. Tién hanh b sung
NMPs & cac nong do khac nhau 0, 3, 6, 12, 25, 50, 100 pg/mL vao cac giéng té bao.

Déi ching duong dugc sir dung la paclitaxel.

& HaCaT
150 —4— NIH3T3
. -4 hUVEC
Q
=2
~<o 100_
)
o)
©
o
2 50+
Q.
=
0 I I I I

I I I
0O 3 6 12 25 50 100
Nong d6 nano-melanin (pg/ml)

Hinh 3.9. Dgc tinh té bao ciia NMPs doi véi té bao HaCaT, NIH 3T3 va hUVEC

Két qua nghién ctu cho thay su phu thudc giira ty 18 séng st cua té bao voi
nong do thudc thir (hinh 3.9). O néng d6 thude thir 100 pg/mL, sé luong 16N té bao
NIH 3T3 va HaCaT bi mit kha ning bam dinh vao day dia va bi chét. Ty 18 té bao
séng sot cua té bao HaCaT va NIH 3T3 ¢ nong do thudc thir 100 pug/mL lan luot la
36% Vva 27% so véi dbi ching. O cac nong do6 thude thir thap tir 0 - 12 pg/mL, chi
c6 khoang 10-12% té bao bi chét so vai ddi chitng. Gia tri ICso cia NMPs trén dong
té bao NIH 3T3 va HaCaT lan luot 12 53 va 39 pg/mL.
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Dbi voi dong té bao hUVEC, & nong do thude 100 pg/mL va 50 pg/mL, ty 1é té bao
s6ng sot lan luot 1a 73% va 82% so vai d6i chung. Do d6, khong xac dinh duoc gia
tri 1Cso cuia NMPs trén dong té bao hUVEC & dai ndng @6 nhd hon 100 pg/mL (hinh
3.9).
3.2.1.3. Khdo sét su dnh huong ciia NMPs 18n kha nang hinh thanh mach ¢ té bao
noi mo

Té bao ndi mod duoc st dung lam moé hinh dé thir nghiém su anh huong cua

NMPs Ién kha nang tao mach mau.

Me (25pg/mi)+ EMS Me (50 ug/ml)+ EMS BC + (EMS)

....B

Hinh 3.10. S anh hwong cua NMPs 1én hinh thanh mach bgi té bao ngi md
(hUVEC) theo thot gian.
- Su hinh thanh mach sau 6h (A). S hinh thanh mach sau 10h (B).

Bar: 100 nm. Ddu miii tén - Vi tri ciia mach duwoc tao thanh.

Khi ting sinh t& bao dat dén mat do che phu 80% ddy dia, thu té bao dé tién
hanh céc thir nghiém tiép theo. Cac giéng thir nghiém dugc bd sung NMPs ¢ ndng
d6 25 va 50 (ug/mL) va ddi ching am suramin nong d6 10 uM (negative control),

dbi chung duong str dung Extracellular Matrix Solution dé tao thanh mach va dé
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quan sat kha ning hinh thanh mach theo thoi gian. Sau 6h, cac té bao noi md di
chuyén, két dinh va hinh thanh cc soi mach trong moéi trudng nudi cay & cac giéng
duoc bd sung NMPs va dbi ching duong duge quan sat dudi kinh hién vi (hinh 3.10
A, B,C,D).

* ok Kk
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Hinh 3.11. Si s#c ché qué trinh hinh thanh mach méau trén té bao hUVEC cua NMPs
(E) 6 nong d@é 25 va 50 (ug/mL) sau 10h.

Hinh anh mach dwoc nhugm huynh quang (A, B,C,D), bar = 100 nm, **, ****
khac biét ¢6 y nghia thong ké (Student T-test) giza cac nhém( p<0,01 va
p<0,0001) fiong 1ng giiza nhém dwoc bé sung NMPs 25 va 50 (ug/ml) va giira
nhém PC va nhém bé sung 50 (ug/mL) NMPs,

Sau 10h, cdc mach mau di dugc hinh thanh rd nét. Bé danh gia muc do hinh
thanh mach dudi sy duoc diéu tri va khong duoc diéu tri boi NMPs, ching ti bo
sung thuéc nhuéom huynh quang DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole,
Dihydrochloride) vao céc giéng té bao dé quan sat bang kinh hién vi dién tt (hinh
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3.11). Céc hinh anh duoc chup lai va do chiéu dai cAc mach dugc hinh thanh boi
phan mém xu ly hinh anh Image J.

Hinh 3.11A cho thay khong quan sat thay su hinh thanh mach theo thoi gian ¢
giéng ddi chirng &m mac du té bao van phat trién binh thuong. O cac giéng duoc bd
sung boi NMPs véi cac nong do khac nhau, va ddi chimg duong, cac mach duoc
hinh thanh va dé dang quan sat thiy dudi kinh hién vi dién tir quét phat huynh
quang (hinh 3.11 B,C,D). O giéng dugc bd sung NMPs nong d6 50 (ug/mL), téng
chiéu dai cua mach duoc tao bang 0,47 1an so véi dbi ching (p<0,001) va bang 0,52
lan so véi tong chiéu dai cua mach duoc bd sung NMPs véi nong d6 25 (ug/mL) (
p<0,01) ( hinh 3.11 E).

Dit liéu nghién ctu da chi ra kha nang uc ché qua trinh tao mach trén dong té
bao noi md ciia NMPs khi dugc sir dung & nong do 50 pg/mL.
3.2.1.4. Su tdc déng cua NMPs 18n meze dé biéu hién cia gen VEGF-A 6 té bao ndi
mo

Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) la mét protein dwgc ma hoa bai
gen VEGF-A va c6 nhiéu vai tro trong hoat dong séng cua té bao. Trong qué trinh
tao mach, VEGF-A 14 mot protein dong vai tro then chdt quyét dinh sy hinh thanh

mach.

1.5 —
* * mm IR
= IR + Mel

0 Gy 3 Gy 5 Gy

Biéu hién t wong ddi ciia gen VEGFAB-actin

Hinh 3.12. Mizc dé biéu hién gen VEGF-A sau 2 ngay chiéu xa ¢ cac mizc lieu 0 Gy,
3 Gy va 5 Gy. **, khac biét cé y nghia thong ké véi p<0,01 giza nhom IR va
IR+Mel khi khéng chiéu xa.
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Hinh 3.12 cho thay, khi khdng chiéu xa, mac d6 biéu hién cia gen ma hda
VEGF-A bi giam xudng gan 3 lan so véi ddi chitng (p<0,01) & giéng duoc bd sung
NMPs (25 pug/mL). Mat khac, khi chiéu xa & liéu cao (3 Gy, 5 Gy), mirc do biéu
hién cua gen mé héa VEGF-A & cac giéng duoc bo sung NMPs va khong duoc bd
sung NMPs déu rat thip va khdng c6 su khac biét co6 ¥ nghia thong ké giita hai
nhom nay.
3.2.1.5. Nghién cizu kha ndng tic déng ciia NMPs Ién sy di chuyén cua té bao
(wound healing)

Sy anh huong cia NMPs [én kha nang di chuyén cia té bao 1én sy di chuyén cua
té bao noi md duoc khao sat. Té bao hUVEC sau khi duogc ting sinh trong méi
truong EBM-2 va dat dén d6 che pha 90% cua dia nudi cdy, vét thuong duogc tao ra
& thoi diém 0 h va bo sung mitomixin 10 pg/ml dé ngirng qué trinh phan chia té
bao. Sy lién thuong dién ra |a do su di chuyén cua té bao theo thoi gian duoc quan
st thay dudi do phong dai 10X cua kinh hién vi (hinh 13 A,B,C,D).
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Thiigian
Hinh 3.13. Khd ndng 1am lanh vét thuwong trén dong té bao néi mod dudi tic dong
cia NMPs. Hinh dnh vét thiong dwoc tao nén ¢ thoi diém Oh (A). Hinh dnh vé su

lien vét thwong lan luwot ¢ céc giéng doi ching (E), cac giéng bé sung NMPs ¢ nong
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dé 75 (pug/mL) (D), 50 (ug/mL) (C) va 25 (ug/mL) (B) sau 72h. Biéu do su lien vét
thwong ¢ C&c giéng dwroc bé sung NMPs ((75, 50 va 25 (ug/mL)) theo thoi gian (F).
Phan duwoc khoanh ving-khodng khéng gian vét thirong chiea lanh. **, khac biét c6
¥ nghia thong ké (p<0,01) gista nhém doi chitng va cdc nhém dwoc bé sung NMPs.
Biéu d6 hinh hinh 3.13 F cho thay kha ning tc ché su di chuyén cua cac té bao
noi md khi duoc bo sung NMPs & ndng d6 cao trong qua trinh 1am lanh vét thuong.
Sau 72h, hiéu qua lam lanh vét thuong & cac giéng ddi ching, va giéng bd sung
NMPs 75 pg/mL va 50 pg/mL, 25 ug/mL chiém lan luot 95%, 60%, 84%, va 89%.
Su khéc biét gitra kha nang di chuyén cua té bao & giéng ddi chung va giéng duoc
bé sung NMPs c6 ¥ nghia théng ké (p<0,01).
3.2.1.6. Nghién cizu kha néing anh hiéng ciia NMPs [én sy 180 hoa cua té bao ngi
mo
Kha ning gay 140 hoa té bao noi md cua NMPs duogc khao sat. Cac giéng té bao
dugc 6 véi NMPs & nong do 25 va 50 (ug/mL).
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Hinh 3.14. C4c té bao c6 dau hiéu 130 hda trong quan thé hUVECs, Péi ching sinh
hoc (PCSH) (A), Péi chitng dung méi (BCDM)(B), 25 pg/mL (C) va 50 pg/mL (D).
Do thi biéu dién ti 1¢ trung binh cua té bao thoai héa trong quan thé hUVECS (E).
Khac biét khdng cé y nghia thong ké (p = 0,2418 >0,05). bar = 100 um.
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Dung dich nhuém DAPI duoc sir dung dé danh ddu DNA cua nhan té bao. Hinh
3.14 da chi ra nhitng té bao biéu hién boi p - galactosidase dugc xac dinh théng qua
nhuém huynh quang mau xanh 14 cay va duoc quan sat thiy dudi kinh hién vi dién
t (hinh 3.14 A,B,C,D). Ty 18 té bao bi l40 hoa dugc thé hién qua sb luong té bao bi
nhom mau xanh 14 cay va nhan duoc nhuém béi DAPI mau xanh nudc bién so séanh
vé6i 6 luong té bao ban dau. Ty 18 trung binh céc cua céc té bao thoai héa trong
quan thé t& bao hUVEC & cac giéng ddi chirng sinh hoc, d6i chirng dung mdi, b
sung NMPs & nong do 25 pg/mL va 50 pg/mL lan luot 12 0,510 + 0,051%, 0,522 +
0,094%, 0,541 + 0,068%, 0,512 + 0,038%. So sanh su khac biét gitta cac nhdm
(p=0,2418) da chi ra khong cd sy khac biét vé ty 18 té bao bi 140 hoa gita nhom
dugc b6 sung NMPs va déi chitng. Dir liéu nghién cau nay da cho thay khi bo sung
NMPs & muc lidu < 50 pg/mL, khong gay 140 hoa 1&n cac té bao noi mo.

3.2.2. Khao sat hiéu qua bao vé té bao trwéc sw anh hwéng béi tia X cia NMPs
trén mo hinh in vitro

Té bao keratinocytes (HaCaT), nguyén bao soi da chudt (NIH 3T3) va noi md
(hUVEC) duoc hoat héa va sir dung lam md hinh in vitro cho thi nghiém khao sat
kha nang bao v¢ tia xa (X-ray) caia NMPs.
3.2.2.1. Anh hwong cua liéu chiéu xa 18n kha ndng song sot cua cac té bao

Té bao NIH 3T3, HaCaT va va hUVEC duoc gieo vao dia 6 giéng & mat do lan
luot 12 30.000, 40.000, 30.000 (té bao/1 giéng). Khi dia nudi cay dat mat do che phi
boi té bao ¢ muc 50 - 70% dién tich day dia, tién hanh chiéu xa & céc liéu chiéu xa
khac nhau 2, 3, 5, 7, 10 Gy. Quan sét su thay doi hinh thai va sy phét trién cua té
bao dudi tac dong cua tia xa. O thoi diém 3 ngay sau khi chiéu xa, té bao dugc thu
va xac dinh s luong ty 18 t& bao con sbng.

O muc liéu chiéu xa nho hon 3 Gy, hinh théi té bao khdng c6 nhiéu khéc biét voi
d6i chirng. Mt khac, khdng nhan thay su khéc biét rd rét vé sy phat trién va sinh
truong cua NIH 3T3 ¢ muc liéu chiéu nay so véi dbi ching bang quan sat dudi kinh
hién vi thong thudng. D4 thi hinh 3.15 cho thiy, & mic liéu chiéu xa < 2Gy, ty 16 té

bao con sdng s6t chiém khoang 90%, va khong c6 nhiéu sy khac biét so véi ddi
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ching. Tuy nhién, khi ting muc lidu chiéu xa, ty 1& t& bao séng giam di nhanh
chéng va gan nhu chét hoan toan & muc chiéu xa 10 Gy. O muc liéu chiéu xa 3, 5, 7
(Gy), ty Ié t& bao sdng s6t so voi ddi ching ¢ té bao HaCaT lan luot 1a 80, 20, 8
(%). Dbi vai té bao NIH 3T3, ty l¢ té bao song s6t so véi dbi chung tuong Gng 62,
21, 10 (%) (hinh 3.15).
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Hinh 3.15. Ty 1 s6 té bao song s6t sau chiéu xa ¢ cac mazc lieu chiéu xa tir 0-10 Gy.
O té bao hUVEC, ty 18 nay lan luot 1a 88, 57, 46 (%). Khi tang liéu chiéu xa Ién 10
Gy, ty l¢é té bao song sot & ca 3 dong té bao 1a khong dang ké. Do vay, ching toi tiép
tuc khao sat kha nang bao vé té bao cia NMPs ¢ dai liéu chiéu xa 0-7 Gy sau 02
ngay chiéu xa.
3.2.2.2. TAc dung bdo vé té bao ciia NMPSs duréi diéu kién chiéu xa

Khao sat ty 1é sdng s6t cua té bao sau chiéu xa dudi s ¢ bo sung va khong co
bd sung NMPs trude khi chiéu xa. Hinh 3.16 cho thay, dbi véi té bao NIH 3T3, khi
bd sung NMPs (10 pg/mL), ty 1é té bao séng sot sau chiéu xa khong cé su khac biét
c6 y nghia thong ké dudi tac dung cua NMPs ¢ tat ca liéu chiéu xa thir nghiém.
Nguoc lai, & dong té bao HaCaT, cd su khac biét gitr ty Ié té bao sbng s6t sau chiéu
xa khi duoc bo sung melanin & mic liéu chiéu xa khong 16n hon 5 Gy. NMPs (10
ng/mL) gitp ting nhe ty 1& séng s6t cua té bao sau chiéu xa so véi ddi chung
(p<0,05) & muc lidu 3 Gy va 5 Gy lan luot 1a 10% va 7%. Khi & muc lidu chiéu xa

cao hon 5 Gy, khong thay su khac biét vé ty Ié song s6t ¢ nhom dugc bd sung
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NMPs so véi d6i chitng. O dong té bao hUVEC, c6 thé thiy su giam nhe ty 18 té

bao séng s6t & nhom duge bo sung NMPs so véi dbi chang.
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Hinh 3.16. Ty I¢ té bao té bao HaCaT va NIH 3T3 va hUVEC séng st dudi tac
dung ciia NMPs trong diéu kién chiéu xa.

Tir hinh 3.16 cho thidy, NMPs c6 kha ning ting kha ning séng sot cua té bao
HaCaT va giam nhe ty Ié té bao hUVEC sdng sot sau chiéu xa. Chang t6i phan tich
cac dau 4n phan tir cua xac dinh duoc cac du 4n phan tir lién quan dén tac dung nay
ctia cac hat NMPs trén dong té bao HaCaT & dai liéu chiéu xa 0-5 Gy.
3.2.2.3. Phan tich su thay déi ddu an phan ti lién quan dén qua trinh apoptosis va khang
oxy héa cua té bao dirdi tac dung ciia NMPs trong diéu kién chiéu xa

Ning luong cua tia Xa tic dong 1én té bao va giét té bao theo cac co ché khac
nhau. Khi chiéu xa ¢ liéu cao, qua trinh chét té bao dién ra nhanh chdong. Trong
truong hop do, tia xa mang nang lugng 16n, tac dong truc tiép 18n té bao gay dat
gdy DNA va khong thé phuc hoi. Khi d6, cac té bao chét theo co ché chét hoai tix
(necrosis). Ngoai ra, ning lwong tia xa c6 kha niang kich hoat chudi tin hiéu té bao,

khoi dau tir thu thé TNF-o trén bé mat té bao, kich hoat céc caspase va cac yéu tb
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khac bén trong noi bao nhu BAX, TNF-a, Caspase-3. Ngoai ra, SOD1 la enzyme

dong vai tro quan trong gilp té bao chdng lai stress oxi hoa khi xa tri tao ra s6

lugng 16n cac dang oxi phan ing (ROS).

a. Phan tich su thay doi mire dé biéu hién cua gen BAX dudi tac dung cua tia Xg
Tia xa gay chét té bao bai nhiéu yéu té. Trong nghién ciru nay, mic do biéu hién

ciia gen ma hda BAX & cac nhom té bao dugc chiéu xa c6 bd sung va khdng cé bd

sung NMPs (10 pg/mL) duoc khao sat.
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Hinh 3.17. Mdze dg biéu hién gen BAX sau 2 ngay chiéu xa ¢ cac mac liéu 0 Gy, 3
Gy va 5 Gy. *** khac biét ¢é y nghia thong ké (Student T-test ) véi p<0,001 twong
ung gizra nhém IR va IR+Mel.

Hinh 3.17 chi ra xu huéng ting mirc d6 biéu hién cua gen BAX khi tang mirc do
chiéu xa & nhém khong duge diéu tri (IR) va ca & nhom duoc diéu tri boi NMPs
(IR+Mel). O té bao HaCaT, két qua nghién ciu cho thay ¢ sy giam muc do biéu
hién gen BAX ¢ nhém IR+Mel bai NMPs so véi nhém IR ¢ muc lidu chiéu xa 3 Gy

va 5 Gy lan luot 12 1,1 va 1,2 1an (p<0,001).
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b. Phan tich su thay doi mire d¢ biéu hién cua gen TNF-a dudi sur tdc dong cua
chiéu xa va NMPs

Hinh 3.18 cho thiy khuynh huéng ting 1én mirc d6 biéu hién cua gen ma hoa
TNF-a duéi tac dong cia nang luong Xa tri & muc lidu chiéu xa khac nhau (3 Gy va
5 Gy). O nhém IR, khi xa trj mic liéu chiéu xa 3 Gy va 5 Gy, mtrc d6 biéu hién gen
TNF-a lan luot ting 1én 2,4 va 2.5 1an so v6i nhom dbi ching (p<0,01).

Nhém dugc diéu tri boi NMPs, mirc do biéu hién cua gen ma hda TNF-a bi
giam rd rét & muc liéu chiéu xa 3 Gy, 5 Gy lan luot 12 1,9 (p<0,01) va 1,1 (p<0,05)

so v&i nhom IR.
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Hinh 3.18. Mizc dé biéu hién gen TNF-a sau 2 ngdy chiéu xa ¢ cac muc liéu 0 Gy, 3
Gy va 5 Gy. *, **, khac biét c6 y nghia thong ké (Student T-test) véi p<0,05 va
p<0,01, twong ung, giiza nhom IR va IR+Mel.

c. Phan tich sy thay doi mite do biéu hién cua gen Caspase-3 dudi su tdc dong cua
chiéu xa va NMPs

Chiéu xa gay ra hoat hda gen ma hoa Caspase-3 va ting mirc d6 biéu hién khi ting
lidu chiéu xa. Muac @6 biéu hién Caspase-3 ¢ nhom khong bd sung NMPs (IR) &
muc lidu chiéu xa 3 Gy 14 1.9 1an va 5 Gy 1a 3,1 1an so véi nhém chirng ko chiéu xa
(hinh 3.19). Khi duoc bd sung NMPs (IR+Mel), mic @6 biéu hién tang 1,05 ¢ 3 Gy
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va 2,07 1an & 5 Gy so véi nhoém ching khéng chiéu xa. Bong thoi, & nhém khong
duoc bd sung melanin va c6 chiéu xa, mac d6 biéu hién gen Caspase-3 c6 xu huéng
tang véi sy khéc biét c6 ¥ nghia théng ké (p<0,05 va p<0,01) so véi nhém dugc bd
sung NMPs.

47 = IR + Mel
m R
3_
-
2_

(IR
1

i1l | ,

* %
|
0 Gy 3Gy 5 Gy

>

Biéu hién t wong doi ciia gen Caspage-3/ S-actin

Hinh 3.19. Mize dé biéu hién gen Caspase-3 sau 2 ngay chiéu xa ¢ cac mizc lieu 0
Gy, 3 Gy va 5 Gy. **, khac biét cé y nghia thong ké (Student T-test) véi p<0,01
ciia nhom IR+Mel va IR ¢ muc liéu chiéu xa 3 Gy.

d. Phan tich su thay déi mire dg biéu hién cia gen SOD1 duéi su tac dong cua
chiéu xa va NMPs

Qua trinh chiéu xa lam phat sinh sé luong dang ké géc tu do. Céc gbc tu do nay
cd muc nang luong cao, kém bén, d& dang lién két véi cac phan tir bén trong té bao
nhu DNA, cic protein, chat béo, mang té bao va cac bao quan lam thay doi cau trdc,
dut gay va tham chi 1am rdi loan qua trinh chuyén héa binh thuong bén trong té bao.
Hinh 3.20 chi ra ning luong cua tia Xa 1am ting mtc do biéu hién gen ma hoa
enzyme SOD1 ¢ muc lidu chiéu xa 3 Gy. SOD1 la enzyme c6 vai trd quan trong

trong qué trinh khang lai qua trinh stress oxy héa xay ra bén trong té bao. O nhom
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duogc diéu tri bai NMPs, muc d6 tang biéu hién caa gen ma héa enzyme SOD1 cd y

nghia thong ké (p<0,05) so v&i nhom khong duoc diéu tri.
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Hinh 3.20. Mutc dg biéu hién gen SOD1 sau 2 ngay chiéu Xa ¢ cac mic liéu 0 Gy, 3
Gy va 5 Gy. *, khac biét ¢é y nghia thong ké (Student T-test) véi p<0,05 cia nhom
IR +Mel so vgi nhom IR.
Két qua nay co thé goi y dén viéc NMPs ¢6 vai tro thac day mac do biéu hién gen
ma hda enzyme ¢ chic ning 1am hang rao bao vé té bao trudc su phét sinh sb
luong 16n goc tu do trong qué trinh xa tri.
e. Sy tde dong ciia NMPS véi qué trinh chét theo chirong trinh (apoptosis) cua té
bao HaCaT sau Xa tri

Sau khi xa tri, t& bao HaCaT dugc phan tich ty Ié té bao chét apoptosis (hinh
3.21). Két qua phan tich té bao dong chay (flow cytometry) cua té bao HaCaT sau 2
ngay chiéu xa duoc thé hién ¢ hinh 3.21 trong do, ty Ié té bao chét hoai tir ting dang
ké theo cudng do cua liéu chiéu xa. Ty 1 té bao chét hoai tir & lidu chiéu xa 3 Gy va
5 Gy (hinh 3.21.1) lan luot 14 6,42% va 11,03% va gap 4.06 va 6.98 lan so véi doi
chang (p<0,05, p<0,001). O nhém duoc diéu tri bai NMPs, ty 16 té bao chét giam di
dang ké so véi nhom khong duge diéu tri. Pac biét o liéu chiéu xa 3 Gy, ty 18 té bao

chét hoat tir da giam xubng 0,53% (p<0,0001) so vé&i nhém IR. Tuong ty, ty 16 té
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bao chét theo chuong trinh (hinh 3.21H) cta nhom duoc chiéu xa ¢ 3 Gy it hon so
v6i nhom khong dugc chiéu xa véi sy khac biét co ¥ nghia théng ké p<0,01. Tuy
nhién, & khi té bao duoc chiéu xa & mac liéu chiéu 5 Gy, ty 1& nay khong cé sy khac

biét nao dang ké.
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Hinh 3.21. Phan tich té bao theo dong chdy cua té bao HaCaT dudi tdc déng cua X-
ray va NMPs, *, ** *x* *kxx o khac biét (p<0,05 va p<0,01, p<0,001, p<0,001
twong 1ng) giza cac nhom IR va IR +Mel durgc xdc dinh boi Student T-test.

- Hinh dnh phan tich té bao theo dong chdy ¢ nhém khéng bé sung NMPs (10
ug/mL) twong g véi cac liéu chiéu xa 0 Gy (A), 3 Gy (C), 5 Gy (E) fwong ing.
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- Hinh dnh phan tich té bao theo dong chdy ¢ nhém khéng diroc bé sung NMPs &
cac lieu chiéu xa tirong g véi cac liéu chiéu xa 0 Gy (B), 3 Gy (D), 5 Gy (F).

- Ty Ié té bao chét apoptosis (%) (H), ty 1¢ té bao chét sém (%) (K), Ty Ié té bao
chét hoai tir (%) (1) sau hai ngay Xa tri.
O hinh 3.21K, ty 1¢ té bao apoptosis som gitta hai nhém dugc bo sung NMPs va
khong bd sung NMPs chi c6 y nghia théng k& ¢ mirc lidu chiéu xa 3 Gy (p<0,001)
Vi ty 16 té bao apoptosis som khoang 2% & nhom IR va 0,34% ¢ nhém IR+Mel.
3.3. KHAO SAT KHA NANG BAO VE CUA NMPS POl VOI CHUOT MANG
KHOI UNG THU TRUOC TAC PONG CUA TIA X
3.3.1. Thir nghiém déc tinh cap cia hat NMPs va khao sat liéu chiéu xa gay
chét trén chudt khée manh.

Doc tinh cap duoc thir nghiém & dai lidu tir 5-80 mg/kg cua NMPs. Két qua
nghién ctu cho thdy & mic lidu <60 mg/kg khong gay chét & cac nhom chuot
nghién ciu. O muc liéu 40 mg/kg, chudt van dong nhanh nhen, tinh trang stc khoe
binh thuong trong suét qua trinh thir nghiém. G muc liéu cao hon 80 mg/kg, nhom
chudt duoc tiém cd su suy giam vé mac do van dong. Chudt an udng kém. Vi vay,
ching t6i lya chon muc lidu 40 mg/kg dé tién hanh cac nghién ctu tiép theo. Ching
t6i ciing ddng thoi khao sat muc lieu chiéu xa gay chét trén chudt nhat tring. Céc
nhom chuét duoc chiéu xa tia X & muac lidu 4, 5, 6, 7 Gy véi toc do phat xa & muc
cao 1 Gy/phit. Cac nhém chuot dugc theo ddi 20 ngay sau khi chiéu liéu duy nhat
v6i dai liéu trén. O mac 4, 5, 6 Gy khdng gay chét & cac nhdm chudt sau 20 ngay
chiéu xa. 7 ngay sau chiéu xa & muc liéu cao nhat 7 Gy c6 khoang 30% s chudt
trong nhom bi chét. Do d6, chung toi Iya chon lidu chiéu 6 Gy cho céc nghién ctu
tiép theo.

3.3.2. Tao khdi u & chudt nhat triang bang té bao ung thw phéi chudt (3LL)

Chuét duoc gay u & vi tri lung khi tiém truc tiép dung dich té bao ung thu phoi
chuot voi ndng do 10° té bao/1 mL. Sau 3 ngay xuat hién khi u va kiém tra két qua

s6 luong chudt gay u thanh cong. Khéi u dan phét trién theo thoi gian va dwoc xac
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dinh kich thuéc bai thude kep (hinh 3.22). Sau chu ky tir 3 dén 5 ngay, kich thudc
khdi u dugc kiém tra lai. Sau 3 ngay, ¢ 16/40 (chiém ty 1¢ 40%) con chudt c6 xuat

hién khéi u.

Hinh 3.22. Khoi u ¢ lung chudt sau khi ghép té bao ung thwe phoi (3LL).

Ngay th:# 3 sau khi tiém té bao 3LL (A); ngay thi# 5 sau khi tiém té bao 3LL (B);
ngay thi# 7 sau khi tiém té bao 3LL (C); ngay th:# 10 sau khi tiém té bao 3LL (D).
Sau 7 ngay, c6 36/40 (chiém 90%) con chudt xuat hién khéi u (hinh 3.22). O vi tri
tiém khong xuat hién vét loét hay hoai tir, sac khoe va phan xa caa cac nhém chuot
t6t. Ching t6i lya chon 20 con chudt co kich thude khéi u dat khoang 500 cm? dé
tién hanh thtr nghiém tiép theo. Khi khéi u dat dén kich thudc xac dinh, khéi u dugc
ldy ra dé phan tich md hoc dé kiém tra kha ning tao khdi u thanh céng & cac nhém
chuot. Khdi u bao gdm cac té bao ung thu phdi biéu md véi cac nhan khong déu,

ting sic tb va nhiéu nhan. Co6 céc hach hoai tir nam trong cac khéi u (hinh 3.23).
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Diéu nay ching toé da thanh cong trong viéc gay u bang té bao ung thu phdi (3LL)

trén mo hinh chudt nhat trang.

Hinh 3.23. Gidi phau bénh mé khoi bdi té bao ung thir phéi 3LL sau 10 ngay gay u
duéi kinh hién vi 4X (A) va 10X (B).
3.3.3. Tinh trang strc khée toan than caa chugt trong qué trinh nghién céu

Chudt duoc theo ddi tinh trang sic khoe toan than trong qua trinh tién hanh thi
nghiém. Cac tiéu chi dugc theo ddi bao gém tinh trang stc khoe tong thé, chudt co
thé an udng, tiéu hoa thire an, hau mon khd, trong lugng, phan xa cua cac nhém
chudt lam thi nghiém.

Két qua theo ddi cac nhdm chudt nhu sau:

- Tiéu chi van dong: 100% chuot dugc chon lya lam nghién cau van dong
nhanh nhen, binh thuong, khdng c6 biéu hién ué oai, liét chi.

- Tiéu chi dap tng véi kich thich: 100% chudt c6 phan xa tot khi dap ung lai
Vé6i céc yéu t6 kich thich nhu anh sang, 4m thanh, phan xa véi tac nhan gay nguy
hiém.

- Tiéu chi phan chuét: 100% chudt khong di long, phan chudt khé cé kich
thudc va mau sic niu den dic trung.

- Tiéu chi da va 16ng chudt: 100% chudt c6 da khéng c6 mau bét thuong, 16ng

chudt muot, khdng xu.
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Chung t6i lya chon 20 cé thé chudt trong d6 c¢6 15 con c6 kich thudc khdi u 500
cm® ¢ ngay tht 10 va c6 tinh trang sic khoe toan than tét va 05 con chudt khong
duoc gay u dé lam dbi chung sinh hoc cho céc thi nghiém tiép theo.

3.3.4. Trong lwong co thé ciia cac nhom chudt dwoc nghién ciru

Nhitng c4 thé chuét tir vién vé sinh dich té trung wong c6 khéi lwgng trung binh
20 g/con. Sau khi duoc chia thanh cac nhém (NIL, NC, IR, IR+Mel), chudt tiép tuc
duoc nudi & ciing mot diéu kién thire an, nudc udng, nhiét do va dién bién trong
lwgng trung binh cua céc cé thé chudt duoc theo ddi véi chu ky 2-3 ngay mot lan
trong 25 ngay.

Ban dau, khéi lwong chuét gitta cic nhom twong duong nhau. Sy phat trién khoi
lugng trung binh caa chudt theo thoi gian trong qua trinh trién khai nghién cau c6
su khac biét (p<0,05) & cac nhom chudt duoc chiéu xa va khong duoc chiéu Xa.
Hinh 3.24 cho thay, khéi lugng chudt & nhém dbi chung sinh hoc (NIL) ting nhanh
nhat va dat gia trj trung binh 53 + 0,7 (g). O nhém chudt duoc gay u (NC), khoi
lugng trung binh cua chudt dat 44 + 0,5 (g) thap hon so véi nhom NIL (p<0,05) c6
¥ nghia théng ké sau 25 ngay nudi.
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Hinh 3.24. Khéi lwong cac nhoém chugt nghién cizu theo thoi gian. *, khac biét c6 y
nghia thong ké véi p<0,05 (Student T-test) gizza nhém NC va NIL; NC va cac nhom
diroc chiéu xa (IR, IR+Mel) .
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O hai nhém chuét con lai, nhém duoc gay u va chiéu xa (IR), nhom duoc gay u,
chiéu xa va duoc tiém NMPs (IR+Mel) khéi luong trung binh cua cac nhém chuot
lan luot 1a 37 g va 33 g thip hon hai nhém NIL va NC c6 y nghia théng ké. S¢ di
nhu vy vi & hai nhom nay duoc chiéu xa tia X ¢ liéu cao (6 Gy). Pay 1a muc lidu
chiéu xa khong gay chét, tuy nhién anh huéng 16n dén qua trinh sinh treéng va phét
trién cua chuét. Trong d6, nhom duge diéu tri bai NMPs (IR+Mel) ¢6 su phuc hdi
vé mit khéi luong c6 ¥ nghia thong ké (p<0,05) so véi nhom khong duge diéu tri
béi NMPs (IR).

3.3.5. Thé tich trung binh khéi u é cac nhém chudt dwec nghién ciru

Chudt duoc tao khoi u ran & vi tri lung chudt bai té bao ung thu phoi (3LL). Cac
nhém chudt nghién ctiru dugc theo dbi kich thude khdi u trong qua trinh nghién cau.
Kich thudc khdi u & nhém NC ting 1én theo thoi gian va ¢ sy giam kich thudc khoi
u & cac nhom dugc diéu tri bai tia xa va NMPs (hinh 3.25). Sau 25 ngay thi nghiém,
kich thuéc khdi u & nhém NC dat 1337 cm?®,

mm NC

= R

= IR+MEL

* %k
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1500 = ‘
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Hinh 3.25. Kich thuéc khoi u cia cadc nhém chugt trong qué trinh nghién cizu. **,
khac biét ¢é y nghia thong ké p<0,01 (Student T-test) gizza nhdm NC va cac nhém
diroc chiéu xa (IR, IR+Mel).
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O hai nhém chuét IR va IR+Mel, thé tich caa khdi u giam so véi nhém NC sau
khi chiéu xa 5 ngay. Thé tich khdi u dat cuc dai & ngay 15, sau d6 kich thuéc khéi u
& cac nhom chudt IR va IR+Mel duoc thu nho dan. Sau 25 ngay 1am thi nghiém voi
kich thudc khéi u trung binh dat khoang 200 cm?® & nhom IR va IR+Mel giam 6,7
lan so véi nhom NC khéng duge diéu tri. Bidu ndy cho thay, dudi tic dung tac dong
cong gop gitra chiéu xa liéu cao va bd sung NMPs 1am giam su phat trién kich
thuéc khdi u mot cach rd rét cé v nghia thong ké (p<0,01). Mic du, khdi luong
trung binh caa nhém chuét IR va IR+Mel trong qué trinh nghién cuu (hinh 3.24) c6
su khac biét c6 ¥ nghia thong ké p<0,05, tuy nhién khong c6 nhiéu sy khéc biét vé
kich thudc khéi u giita hai nhém chudt nay sau 25 ngay diéu tri (hinh 3.25).

3.3.6. Phan tich céc chi s6 huyét hoc & cac nhdm chudt nghién ciu

Sau chiéu xa 15 ngay, cac nhdm chudt dugc thu mau dé phan tich mot sé chi

tiéu nghién ciu. Chi tiéu huyét hoc ciia cac nhém chudt dugc néu o bang 3.3.
C6 thé thay, 15 ngay sau chiéu xa, cac chi sé huyét hoc nhu bach cau, hong cau,
tiéu cau, déu co su thay ddi dang ké giira cac nhom (bang 3.3). Qua trinh xa tri da
c6 su tac dong dang ké 1én cac chi s6 huyét hoc giira cac nhém chudt duoc chiéu xa
va khéng chiéu xa. Trong d6, & nhom duoc chiéu xa, cac chi sé bach cau (WBC),
hong cau (RBC), tiéu cau (PLT), hemoglobin, hemocratit, lym (%) déu c6 sy giam
dang ké so véi nhom chung dac biét 1a ty 16 té bao bach cau sau xa tri bi giam
khoang 10 lan. Pay 1a mot trong cac thanh phan té bao mau nhay cam vai tia xa
trong qua trinh xa tri khdi u.

Bang 3.3: C4c chi tiéu huyét hoc caa cac nhom chudt & thoi diém 15 ngay sau chiéu

Xa
STT | Thong s6 Unit NIL NC IR IR+Mel
1 Bachcau | [10"9/L] | 4,15+0,98 | 3,8+0,94 | 0,45+0,10 | 0,7 +0,22
(WBC)
2 | Hongcau | [10M2/L] | 7,7+0,52 | 6,68+0,19 | 548+1,09 | 521+ 0,68
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(RBC)
3 [ Hemoglobin | [g/dL] 11+0,61 |10,63+0,93 | 8,34+0,65 | 7,77 + 0,69
4 | Hemocratit | [g/dL] | 34,4+269 | 33,1+2,30 |24,94+2,05 | 23,1+1,21
5 Tiéu cau [pg] 763,5+27,4 | 801,6 52,8 | 178,14+65 |218,7 +23,0
(PLT)
6 Lym (%) [%] 72,22+1,52 | 37,83 +2,80 | 55,96+3,82 | 60,9 + 3,15

3.3.7. Phan tich mét sé chi tiéu chire ning than cia cac nhom chudt nghién ciu

Két qua ¢ bang 3.4 chi ra, hai chi sb nay & cac nhém chudt nghién ciu, déu c6
xu huéng giam & cac nhom bi chiéu xa (IR va IR+Mel) so véi ddi chang voi
p<0,05.

Bang 3.4 Chi s6 chirc ning than caa cac nhém chudt nghién ciu

Chi s6 chuc nang than | Unit NIL NC IR IR+Mel
Ure mmol/L [9,5+1,3 79+26 55+05 |55+1,5
Creatinin mmol/L [50,3+16 |435+18 |36 45 |50 +3,5

O nhém duoc diéu tri boi NMPs, khdng c6 sy thay doi vé chi so ure, tuy nhién
¢ sy phuc hdi manh mé& chi sé creatinin so voi nhom ddi ching (NIL) (p<0,05).
Ure va creatinine déu duoc bai tiét qua than. Chinh vi vy, day ciing 1a cac chi sd
thé hién chtrc nang hoat dong cua than.

3.3.8. Phan tich sw thay di khéi lweng cia 14 lach va hach bach huyét & céac
nhom chugt nghién caru

Trong qua trinh chiéu xa toan than & cac nhém chudt duoc nghién cau, 14 lach 13
mét trong cac co quan chiu tac dong manh nhat cua tia xa. Trong nghién ciu nay,
su thay doi khdi lugng va hinh théi cua 14 lach sau chiéu xa dugc ghi nhan rd nét.
L& lach ¢ cac nhom chudt bi chiéu xa bi thu nho dang ké sau khi bi chiéu xa (hinh
3.26). Khdi luong 14 lach & nhém bi chiéu xa bi giam tir 4-6 1an so véi nhém khong

chiéu xa (p<0,01). Piéu nay duoc giai thich boi niang lugng tia xa da tiéu diét sb
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lwong 16n bach cau bach cau trong méu va tuy xuong. Diéu nay dugc thé hién ¢ ty
18 % té bao lympho déu bi giam manh gan 10 lan nhu két qua da phan tich ¢ bang
3.3. Hinh 3.26 cho thay khéi lwong 14 lach & nhom IR+Mel gan gap 2 lan khéi
lwong 14 lach cua nhom chudt chi duoc chiéu xa (IR) (p<0,05). Diéu nay chi ra
NMPs di c6 vai tro trong viéc gitp 14 lach duwoc phuc hdi phan nao, dudi su tac

dong nghiém trong cua viéc chiéu xa tia X liéu cao.

800 mm NIL
_ * % = NC
(o2}
£ 600 = R
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B T = IR+ Mel
g 1L
o 400 *
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®
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>
0— T - T
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Hinh 3.26. Khéi liwong lach cia cac nhém chugt nghién cizu (NIL, NC, IR, IR+Mel)
sau 15 ngay chiéu xa. *, **, khac biér ¢é y nghia thong ké (Student T-test) va
(p<0,05 va p< 0,01) frwong ung gizza nhom IR va IR+Mel hay giiza nhém NC va IR.

Hach lympho 14 mot co quan nam trong hé théng bach huyét va mién dich thich
ing. C4c té bao lympho nhu té bao T va té bao B ¢ hach bach huyét c6 vai trd gilp
co thé chéng lai sy xam nhap cua cac tdc nhan gay bénh bao gém céac tac nhan noi
sinh hay ngoai sinh. Tuong tu nhu 14 lach, hach lympho la mét trong nhitng co quan
bi tac dong truc tiép do chiéu xa lidu cao. Khéi luong hach bach huyét & nhém
chudt dugc chiéu xa co su giam rd nét so voi nhéom NC cé ¥ nghia thong ké voi
p<0,01 (hinh 3.27). O nhém duoc diéu tri bd sung bai NMPs c6 khéi luong hach

bach huyét nhiéu cao hon so véi nhém IR (p<0,05). Két qua nay ciing phu hop véi
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ty 18 % té bao Lym bi giam dang ké sau khi chiéu xa & bang 3.3. O nhdm NC, céc
c4 thé chuot déu bi gay u ma khong duoc diéu tri, quan sat thay tinh trang viém ting
nang theo thoi gian & nhém nay. Pong thoi, cac hach lympho xuat hién nhiéu va co

khéi lwong 16n hon so véi cac nhém con lai.

* %
400 r * = IR+ Mel
= NC
300+ T = R
H NIL

-

o

o
1

o
|

T T
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Khéi lwong hach lympho (mg)
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Hinh 3.27. Khéi lwong cua hach bach huyét ¢ cac nhém chugt nghién cizu sau Xa
tri. NIL - nhém doi chitng sinh hoc, NC - Péi chiing gay u, IR- chiéu xa, khéng diéu
tri béi NMPs, IR+Mel: Chiéu xg, ¢6 diéu tri NMPs ¢ mizc liéu 40 mg/kg. *, **, khac
biét c6 ¥ nghia thong ké (Student T-test) va (p<0,05 va p<0,01) twong i#ng cua
nhém IR va IR+Mel hay cua cac nhom NC va IR.
3.3.9. Phan tich cau triic mé cia mét s6 mo & cac nhom chudt nghién ciru co
kha ning chiu dnh hwéng manh trong qua trinh chiéu xa

Két qua giai bénh md cho thay su tic dong manh mé cua tia X 1én ciu trdc md
lach cua cac nhém chudt. Hinh anh phén tich mé 1a lach ¢ cac nhom chuot khac
nhau c6 tinh trang viém va xo hoéa mé lach & mic do khac nhau (hinh 3.28). O
nhom chudt IR, 100% miu mé lach phan tich déu cho thay tinh trang xo héa ning
(5/5 mau). O nhoém chudt bi chiéu xa va duoc diéu tri bai NMPs (IR+Mel), tinh

trang xo hoa & md lach duoc giam nhe & mot sé ca thé. G nhom IR+Mel, c6 40%
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(2/5) ca thé chuot bi xo hoa nang va 60% ca thé chudt ¢ tinh trang xo héa mo
lach & mirc d6 vira va nhe.

3.5.9.1. Phéan tich mé lach cua cac nhém chugt nghién cuu

Hinh 3.28. Hinh anh m6 la lach ¢ cac nhém chugt nghién cuu ¢ dé phong dai 4X

(A,C,E,G) va 10X (B,D,F,H).
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- Mdu 14 lach chugt nhém NIL (A,B); mau la lach chugt nhém NC (C,D).

- Mdu 14 lach chugt nhém IR (E,F);mau 14 lach chugt nhém IR+Mel (G,H).

- Pdanh dau bdng 6 vudng va miii tén mau dé - phan md lach chugét bi xo héa.
3.5.9.2. Phan tich md hach bach huyét ciia cac nhém chugt

M3i hach bach huyét duoc bao quanh bai bao soi. Trong d6 bén trong mdi hach
bach huyét, cac nhom té bao duoc chia thanh 03 I6p vo ngoai va tay trong. Cac
hach bach huyét bao gdm nhiéu tiéu thuy bach huyét. Cac tiéu thay c6 cau tric 3
chiéu phuc tap. Trén bé mit hach bach huyét c6 hé théng mao mach hudng tam,
chay vao céc xoang bach huyét va hé théng cau tric mao mach bach huyét dé van
chuyén céc té bao lympho tir cac hach bach huyét di vao hé théng tuan hoan.

Duéi sy quan sat cua kinh hiéu vi ¢ cac do phong dai 4X va 10X, cho thay, cau
trdc cac té bao lympho c6 kich thuéc nhé va phan bé déu. Cac xoang nang lympho
gidn rong va chira nhiéu té bao dai thuc bao (hinh 3.29). Do vay, c6 thé thiy, cac
nhom chudt gay u dugc diéu tri chiéu xa tia X & mac lidu chiéu 6 Gy va két hop
cuing NMPs khong quan sat thay tac dong dang ké Ién hinh thai cia céc té bao cua
hach bach huyét.

Mic du khéi luong cua cac hach bach huyét & cac nhdm chudt cé su khac biét
c6 ¥ nghia thong ké gitra cac nhdm chudt dugc nghién ctu (hinh 3.27), tuy nhién
hinh anh giai phau bénh mé & cac nhdm chuot khdng co su khac biét. Hinh anh mo
gitta cac nhom chudt duoc chiéu xa va khdng chiéu xa khdng xuat hién tinh trang

viém hay c6 sy khéc biét rd rét vé hinh thai té bao.

91



Hinh 3.29. Hinh anh gidi phdu bénh ciia mé hach lympho cuia cac nhém chugt ¢ dg
phéng dai 10X (A,B,E,F) va 4X (C,D,G,H).

- Mdu hach lympho nhém NIL (A,C); Mdu hach lympho nhém NC (B,D).

- Mau hach lympho nhém IR (E,G); mdu hach lympho nhém IR+Mel (F,H).
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3.5.10. Phan tich ddu 4n phan tir cia dwéi tac dung cia NMPs trong qué trinh
xa tri trén mo lach

3.5.10.1. Sir dnh hurong cia NMPs |1én mize dé biéu hién cua IL-2 va TNF-a trong
md lach sau xa tri.

Céc cytokine IL-2 va TNF-a c6 lién quan dén mot sb qué trinh sinh Iy bén trong
té bao nhu apoptosis, qua trinh viém hay cac phan tng mién dich. Tur cac két qua
phan tich giai phau bénh cua md 14 lach (hinh 3.28), ¢6 thé nhan thay, & cac nhom
chudt dugc chiéu xa va dugc diéu tri béi NMPs, mic d6 xo héa cua 14 lach duoc
giam nhe. G nhém chudt chi duoc chiéu xa, 100% cac ca thé chudt trong nhom déu
bi tinh trang xo hoa & mic do vira va nang. Mac d6 xo héa mo lach dugc giam rd

rét & nhdm IR+Mel so v4i nhom IR nhu da néu trén.
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Hinh 3.30. Mize dé biéu hién cua IL-2 (A) va TNF-a (B) trong mé lach sau xg tr;
ciia cac nhdm chugt. *, khac biét ¢é ¥ nghia théng ké (Student T-test) véi p<0,05
gizza nhom IR va IR+Mel hay nhom gizza cac nhom IR va NC.

Pé kiém tra sy thay ddi ctia cAc muc tiéu phan tir, mic do biéu hién cua IL-2 va
TNF-a & mo lach dugc tinh toan boi phuong phap real-time PCR. Hinh 3.30 chi ra
rang, & cac nhom chudt duoc chiéu xa, mac d6 biéu hién cua IL-2 va TNF- a bi tc
ché so véi cac nhdm khong chiéu xa. Tuy nhién, & nhdm chudt dugce diéu tri bai
NMPs c6 su phuc hdi mac d6 biéu hién cac gen 1L-2 va TNF- a tuong &ng véi 1,72
va 2,14 1an so vai nhom IR (p<0,05).
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3.5.10.2. NMPs lam ting ty 1é cac té bao mién dich ¢ mé lach chugt sau khi chiéu
Xa tia X ¢ mac liéu cao.
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Hinh 3.31. Quan thé té bao B trong l4 lach ¢ cac nhém chugt, NIL (A), NC (B), IR
(C) va IR+Mel (D) dwoc xdc dinh bang phwong phdp do té bao dong dong chay. Ty
Ié¢ % té bao B trong mai nhdm chudr duwrgc thé hién & biéu do (E), *, **, Khac biét
¢6 vy nghia thong ké (Student T-test) véi p<0,01; p<0,05, fwong ing giia cac nhém
NIL va NC hay gizza cac nhdm NC va IR hogc IR+Mel.

C6 thé nhan thdy & hinh 3.31, chiéu xa lam giam manh sé luong té bao B duéi
10%, trong khi d6, sé luong té bao B & nhém NIL va NC lan wot 35% va 53%.

Hinh 3.31 cho thay, té bao B rat nhay cam vai xa tri liéu cao, tuy nhién, giira hai
nhoém IR va IR+Mel s6 luong té bao B khong cé nhiéu su khéc biét co ¥ nghia
théng ké. Mat khéc, sb luong té bao B ¢ nhdm chudt bi gdy u nhung khong duoc
diéu tri (NC) thap hon c6 ¥ nghia thong ké so véi nhém NIL (p<0,05). Té bao T
trong 14 lach 12 mét trong nhitng quan thé té bao mién dich c6 vai trd qua trong
trong 14 lach. Tur hinh 3.32, nhém chudt NC c6 s lugng cac té bao T thap nhat va
thip hon khoang 7% so véi nhém chieng (p<0,05).

94



J 35
30 -
25
2
15 -
: I il

NIL NC IR IR+
MEL

Count

Percent (%)

Coumnt
wn

(=]

Hinh 3.32. Quan thé té bao T trong la lach ¢ cac nhom chugt NIL (F), NC (G), IR
(H) va IR + Mel (I) dwoc xdc dinh bang phirong phdp do té bao dong dong chdy. Ty
Ié % té bao T trong mai nhém chugr diroc thé hién ¢ biéu do (E), *, khac biét c6 y
nghia thong ké (Student T-test) (p<0,05) giira cac nhém NIL va NC hay giira cac
nhom IR va IR+Mel.
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Hinh 3.33. Quan thé té bao tua trong I lach & cac nhom chugt, NIL (K), NC (L), IR
(M) va IR + Mel (N) dwoc xdc dinh bang phiong phdp do té bao dong chay. Ty 1¢
% té bao tua trong méi nhoém chugr diroc thé hién ¢ biéu do (E),*, khac biét co y
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nghia thong ké (Student T-test) (p<0,05) giira nhom IR+Mel va cac nhém con lai
(NIL, NC, IR).

Diy 1a nhom chudt bi ung thu nhung khong duoc diéu tri. O hai nhém chuot
dugc chiéu xa, s6 cac té bao T trong lach duoc phuc hoi.

Dic biét ¢ nhém duoc diéu tri bai NMPs (IR+Mel) ¢6 su ting sb luong té bao T
I6n nhét, gap khoang 1,91 1an so v&i s6 lugng té bao T ¢ nhom IR. Su khéc nhau &
hai nhém nay cé ¥ nghia thong ké véi p<0,05. Tuong tu, sé luong té bao tua (DC)
trong 14 lach duoc xac dinh bang phuong phap dém té bao dong chay. Trong la lach,
quan thé t& bao T & nhém NIL va nhém NC c6 sb luong twong duong nhau va
chiém khoang 5%.

Chiéu xa tia X c6 lam ting s6 lwong té bao T & nhém IR, tuy nhién su khac biét
khong c6 y nghia thong ké so voi nhom doi chieng. Bén canh d6, & nhoém vira duoc
diéu tri dong thoi bang tia xa va NMPs, s6 lugng té bao tua co sy tang vuot troi gap
1,86 1an so vai nhom IR. Su khac nhau gitra hai nhém c6 ¥ nghia théng ké (p<0,05).
3.5.10.3. NMPs gian tiép kich hogt tin hiéu apoptosis trong mé khéi u ciia chugt
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Hinh 3.34. Mz dé biéu hién cia céc gen Bax (A), TNF-a (B), Caspase-3 (C) trong
mo khdi u cia cac nhom chugt nghién cizu. *, khac biét ¢é ¥ nghia thong ké (Student
T-test) (p<0,05) gizza nhdm IR va IR+Mel.

Mic du tac dung giam kich thude khdi u caa NMPs (hinh 3.25) khong thuc sy 4n
tuong so véi nhdm chang. Tuy nhién, ching t6i tiép tuc khao sat muc do biéu hién
mot sb gen dong vai tro quan trong trong Viéc truyén tin hiéu trong con duong

apoptosis trong md khéi u nhu TNF-¢, Bax, Caspase-3. Mic d6 biéu hién gen
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TNF- o trong md khéi u duoc chiéu xa bi tc ché dang ké so véi nhoém ching khéng
chiéu xa.Viéc giam mutc do biéu hién caa n6 co thé lién quan dén su ton thuong 1a
lach sau xa tri va day ciing noi TNF- a duoc san xuat. Mat khac, biéu hién TNF-a &
nhoém IR+Mel cao hon déng ké (1,84 1an) so véi & nhém IR (p<0,05). Tuong tu,
muc do biéu hién cua Bax va Caspage-3 & nhdm chuot IR+Mel déu cao hon ¢6 ¥
nghia théng ké so véi nhém IR & trong mé khdi u lan luot 12 1,62 va 1,41 lan
(p<0,05) ¢ hinh 3.34.
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Chuwong 4. BAN LUAN
4.1. TAO HAT NMPS

Melanin 12 nhdm sic té phé bién trong gi¢i dong thuc vat, qui dinh mau séc cua
da, toc, 16ng vil, va ca mau mat ¢ ngudi véi nhiéu dac tinh sinh hoc dic biét. Ngay
nay, melanin duoc biét dén 1a mot nhom sic té véi ciu tric da dang va vo dinh
hinh. Melanin 14 polymer khong ddng nhat duoc tao ra boi qué trinh oxy hoa céc
phenol va sy tring hop lién tiép cua cac phenol trung gian va cac quinon tao nén
[Solano F, 2014]. Melanin la mot vat liéu da tac dung da duoc ung dung rong réi &
nhiéu linh vuc nhu y hoc, duoc pham, 1am dep..Tuy nhién, dic tinh kho tan van Ia
mét thach thirc déang ké dé ing dung cac hoat tinh sinh hoc cua nd. Két qua khao sat
& bang 3.1 da chi ra melanin khdng tan trong rat nhiéu dung méi thong thuong
(nuéc, methanol, ethanol, diethyl ether, n-hexan), acid dac (HCI, H2SOa). Két qua
nay ciing phu hop voi khao sat vé kha ning tan cia melanin duoc Xin Guo va céc
cong su duogc thuc hién nam 2014 [Guo X, 2014].

Theo cac nghién ctu trude d6, kha nang tan ciia mot hop chat 1a kha nang phan
tan cua chat d6 trong dung méi dé tao thanh mot dung dich déng nhat. Tinh tan Ia
mot trong nhimg dic tinh quan trong caa mot hop chat cé hoat tinh sinh duoc dé
tng dung 1am thudc diéu tri. Bai vi chi khi & trang thai dugc hoa tan, thuéc méi
dugc van chuyén an toan trong hé thong tuan hoan va dat duoc nong d6 cho phép.
Hon nita, chi khi ¢ trang théi tan ¢ vi tri dich, thubc méi dugc hap thu va thé hién
c4c hoat tinh sinh duoc caa né [Savjani K.T, 2012]. Hon 40% céc hop chat hoa hoc
trong duoc pham déu khong tan trong nudc. Chinh vi vay, tang cuong kha nang hoa
tan cua hop chat 1a mot muc tiéu nhiéu thach thic cho cac nha nghién cau dé diéu
ché san pham. Céc qui trinh cong nghé duoc nghién ctu va phat trién nham ting
muc do hoa tan cua hop chat. Déi véi melanin, cac nghién ctu trude d6 thudng sir
dung lyzosome hozc polymer dé bao boc, dong géi melanin dé tang kha ning phan
tan va tinh tan trong dung dich dém [Rageh M.M, 2015], [Schweitzer A.D, 2010].
Cach boc vat liéu trong 16p vo dé van chuyén an toan trong hé théng tuan hoan cé

nhiéu wu diém, tuy nhién, n6 c6 nhiéu thach thirc & tinh bén vimg va do an toan cua
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l6p vo boc, ddng thoi ty 16 vat liéu duoc bao boc va khéng dugc bao boc khé kiém
soat dan dén c6 nhiéu han ché.

Cung véi su phat trién cua céng nghé sinh hoc, xu hudng tao vat liéu kich thudc
nano 1a muc tiéu wvu tién cua c4c nha nghién cau. Melanin ¢ kich thudc rat nho
(nanomet) di cho thay wu thé vuot troi trong viée ting kha ning tan caa san pham.
Cho dén nay, hau hét NMPs duogc ang dung ¢ cac linh vic khac nhau déu duoc tao
nén bing cac con dudng tong hop hoa hoc. Qua trinh tong hop NMPs tir thanh phan
chinh 12 pDA véi enzyme tong hop tyrosinase tao ra cac hat c6 kich thudc nano va
c4c tinh chat va dic tinh twong ty nhu melanin ty nhién. TUy thudc vao muc dich
tng dung ctia NMPs, cac hat nano duoc ché tao véi su kiém soét chat ché vé mit
kich thudc va hinh dang bao gdm céc cau trdc nang rong, cau trdc 16i [Park J,
2019]. Bén canh su tong hop cac hat NMPs don 1é, cac nghién cau con két hop
melanin va c&c phan tar muc tiéu dé van chuyén dé dang trong hé thong tuan hoan
hoac cai bién cau trac, ting cuong chirc ning cua chdng. Vi du nhu trong nghién
cau trude do cua Abdelhalim M.A.K va cong su, dugc thuc hién nam 2018,
melanin duoc két hop véi hat nano vang dé giam thiéu qué trinh viém va bj tén
thuong oxy hoa ¢ gan trén mé hinh chuot thi nghiém [Abdelhalim M.A.K, 2018].
Trong qua trinh Xa tri ung thu, hat nano vang hap thu tia xa cing véi melain dé
chuyén hoa thanh ngudn nhiét niang 16n dé tiéu diét té bao ung thu trong khdi u.

Trong nghién ctu ndy, cac hat NMPs duogc ché tao ¢ kich thudc 80-200 nm.
Melanin duoc tach tir dich muc cua tdi muc bi pha v& ciu trdc polymer bén viing
cua né bang cac dung moi kiém dé chuyén vé kich thuéc 80-200 nm, ma khéng can
sy hd trg caa vo boc polymer va hoic liposome (hinh 3.6). Pay 1a kich thudc hat
phu hop cho muc tiéu wng dung tinh chat hap thy quang nhiét cia NMPs, twong tu
véi cac nghién ctu béao cao trude do [Park J, 2019]. Hon nira, theo nghién ctru trudc
day, kich thudc hat NMPs nho hon 200 nm 1a phu hop véi cac thi nghiém trén mo
hinh t& bao va mé hinh chudt thi nghiém [Kiran G.S, 2017]. Vi vay, su hinh thanh
cac hat NMPs c6 thé lam ting cac dic tinh cd lgi bao gom kha ning hoa tan, su

phan bd hiéu qua bén trong hé théng té bao va co thé dé tang hiéu qua trong viéc
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hip thu tia bic xa. Mac du melanin c6 mat hau hét trong céc sinh vat séng, tdi muc
la mot trong nhitng ngudn melanin t nhién co ban nhat dugc tim thay cho cac muc
tiéu nghién ctru va ang dung. TGi muc 1a réc thai sinh hoc tir cac nha may ché bién
thay hai san. Trong dich muc chtta khoang 17-20% sic té melanin tly thudc vao
phuong phap tach chiét hién nay. Melanin duogc tach ra tir tdi muc c6 thanh phan
cha yéu eumelanin chiém 98% & spea officinalis [Guo X, 2014], [Magarelli M,
2010].

Phan tich hinh thai bé mit & mac do vi md cua melanin bang kinh hién vi dién
tir SEM & do phong dai 25.000 lan va 50.000 lan (hinh 3.1A, B) cho thdy, cau tric
bé mat phiic tap cua melanin. Bé mat melanin dugc cau tao tir nhitng hinh khéi cau,
¢ kich thude kha twong déng xép gan nhau. Ching tao nén bé mat c6 nhiing
khoang tréng vé mat khong gian. Nhitng khoang khong nay cé thé ¢ vai tro trong
viéc tao nén tinh chat hap thy cia melanin dugc nghién ctu trude d6 [Cuong A.M,
2018]. bay la mdt trong nhitng dac trung quan trong cua vat liéu. Melanin duoc
tach tir c&c nguon tu nhién thudng cé cau tric hoan chinh va hoat tinh sinh hoc cao.
Tuy nhién, melanin thuong dwgc hinh thanh trong cac té bao melanosome, bao
quanh béi cac cau trdc mang bén viing, cac protein, chat béo va nhiéu thanh phan
khac. Viéc tach chiét, tinh sach twong dbi kho khin va qua nhiéu giai doan trung
gian, dé din dén anh hudéng dén hoat tinh sinh hoc cua san pham cudi cing.
Melanin dugc tong hop bang phuong phap hoa hoc dugc sir dung rong rai trong
nhitng nam gan ddy. So sanh vdi viéc tach chiét tir cac ngudn tu nhién c6 san, tong
hop melanin tir cac hop chéat hda hoc dién ra dé dang, nhanh chéng hon va c6 thé
dap tmg duoc sé lwong Ién. Trong tong hop hoa hoc, thanh phan chinh cua né 1a
polydopamine va dugc tong hop théng qua qua trinh tring hop oxy héa dopamine.
Dopamine c¢d chung mét s6 dic tinh twong ty melanin ty nhién do ching c6 céc
nhoém chiic ning tuong dong [Solano F, 2017]. Ba phuong phap thuong dung dé
tong hop polydopamine: st dung dung dich oxy hoa, enzyme oxy héa va tring hop
dién. Qué trinh st dung dung dich oxy héa thuong duoc sir dung trong diéu kién pH

kiém va tu tring hop cac monomer thanh polymer. Enzym xUc tac qué trinh triing
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hop tao polydopamine la L-tyrosinase. Qua trinh trung hop dién st dung dong dién
electron dé tao nén sy tring hop polymer tir cAc monomer trén dién cuc. Mac du c6
s nd luc dé mod phong cac cau trdc tu nhién cia melanin, tuy nhién, phwong phap
t6ng hop hoa hoc thuong tao nén sy thay doi cau tric va chirc ning sinh hoc cua
melanin tong hop. Su nghién ctru cac dic tinh sinh hoc cia melanin c6 ngudn gdc tir
vi sinh vat da duoc cong bd boi nhiéu nha khoa hoc. Tuy nhién, viéc sir dung céc Vi
sinh vat dé san xuit melanin chi dugc chd y trong thoi gian gan day. Pay 13 mot
trong nhitng huéng nghién ciru htra hen nhiéu tiém nang voi gia thanh ré, than thién
v6i moi trudng va cd thé tao ra melanin sé luong 16n va giir dugc nhitng dic tinh
sinh hoc ctia n6 nhu 1a melanin ty nhién [Tran-Ly A.N, 2020].

Hinh 3.2, 3.3, 3.4 chi ra rang, c6 nhiéu yéu té anh hudong dén kha ning tao hat
NMPs tir melanin, trong d6, cac diéu kién nhu nong do alkaline, pH, nhiét d9, toc
d6 khuady tir anh huong truc tiép dén ham lugng cia NMPs dugc hoa tan. Kich
thudc cua hat, 6 phan tan trong dung dich va ham luong NMPs tao ra con phu
thudc rat I16n vao nong do va ban chat cia dung moi alkaline sir dung (hinh 3.2
A,B). O trong méi truong kiém c6 nong do thap (<IN), cac hat NMPs duoc tao ra
c6 kich thudc nho va do phan tan tét hon so véi trong méi truong kiém ¢ néng do
cao (>1N). Két qua khao sat da chi ra trong dung dich NaOH & ndng d6 0,5N, luong
NMPs duoc tao ra 16n nhat. Hon nita, kich thudce va do phan tdn cua NMPs trong
moi truong NaOH & cac nong do 0,AN; 0,5N; IN, 3N tét hon trong méi trudong
NHOH c6 cuing cac néng do twong tng (hinh 3.2.B).

Phuong phap do hong ngoai xa FTIR 1a phuong phap dé xac dinh dic trung lién
két vo co-hitu co cta vat liéu. Hinh anh phé cua cac nhém chic ning trén bé mit
ctiia melanin duoc phan tich boi phd héng ngoai xa FTIR, duoc mé ta ¢ hinh 3.1C.
Trong d6, phd giao dong cua cac viing chtra cdc nhém chire ning cacboxyl (COO-),
hydroxyl (OH), cacbonyl (C=0) dugc thé hién rd nét. Cac két qua nay tuong tu Vi
nghién ctru trude d6 vé dic trung cia vat lieu eumelanin ¢d nguon géc tir tli myc
[Liu H, 2020], [Solano F, 2014]. Phd FTIR cua NMPs (hinh 3.7C) di khang dinh su

c6 mat cia cac nhdm chirc nang twong tu nhu d6i vai melanin ¢ hinh 3.1C. Su ¢6
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mat cua cadc nhdm chac hda hoc bao gom cacboxyl (-COO-), hydroxyl (-OH),
cachonyl (-C=0), c6 kha ning cho electron la mot trong cac yéu té quyét dinh hoat
tinh khang oxy héa caa melanin va NMPs nhu nhiéu cdng bb di khao sat trude do.
C6 thé nhan thay, trén bé mat cia melanin va NMPs c6 nhiéu lién két n-n. Pay 1a
nhom lién két goi ¥ dén kha ning cua melanin c6 thé twong tac vai nhiéu loai thudc
va hop chat héa hoc co dic tinh kho tan dé tao thanh phirc hop van chuyén trong hé
théng tuan hoan. Do vay, NMPs con dugc nghién ctru dé phat trién phicc hé van
chuyén mot sé thude diéu tri ung thu huéng dich nhu camptothecin, doxorubicin,
hydroxycamptothecin dé ting cuong hiéu qua diéu tri [Liu H, 2020].

Xa tri dugc st dung rong rai cho cac bénh nhan ung thu, tuy nhién cac tic dung
phu nghiém trong c4p tinh va méan tinh 1a vin dé kho giai quyét triét dé trong nhiéu
thap ky. Phat trién, nghién ciru cac hop chat cd kha nang bao vé tranh tac hai cua
phong xa la mot trong nhitng muc tiéu nghién ctu, nham bao vé cac té bao lanh
truéc tac hai cua Xa tri. Cac loai thuc bao vé bic xa dugc phan thanh 03 nhom:
nhom chat bao vé btc xa, nhdm chat giam nhe bic xa va nhdm chat diéu tri. Chat
bao vé buc xa bao vé té bao khoi bi hu hai trong qua trinh chiéu xa bang cach ting
cudng hoat dong chdng oxy héa dé loai bo cac dang oxy phan tng dugc sinh ra sau
Xa tri [Singh V.K, 2016]. C4c chat giam thiéu bic xa thuong duoc sir dung sau khi
chiéu xa, nhung trudc khi xuat hién céc triéu chiing tac dung phu, dé thuc day qua
trinh stra chira DNA va kich hoat cac hé thong oxy héa khtr. Thude diéu tri birc xa
dugc st dung trong truong hop sau khi xuat hién cac triéu chiing tac dung phu
[Citrin. D, 2010]. Cho dén nay, mot s6 hop chat duoc duoc FDA chap thuan dé sir
dung trong 1&m sang, nhu amifostine, filgrauality, pegfilgrastim va sargramostim
[Mishra K.N, 2017] cho muc tiéu bao vé tranh tac hai ciia phong xa .

Trong nghién ctru duoc cong b trude d6 cuia Rageh M.M va cac cong su, dic
tinh bao vé cac té bao méu sau chiéu xa tia gamma cua NMPs duoc thir nghiém trén
md hinh chudt. Ngoai ra, Schweitzer D.A cung cdc cong su da thu nghiém kha
nang bao vé tuy xuong cua NMPSs sau Xa tri ung thu trén mo hinh in vivo. NMPs

dugc xem 14 mot hop chat 6 tiém nang bao vé tranh tac hai cua phong xa dugc ghi
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nhan boi nhiéu nghién ciru. Hoat tinh chéng oxy héa caa melanin va NMPs cling
dugc bdo c4o ¢ nhiéu nghién ctu trude d6. Hoat tinh khang oxy héa cua melanin
dugc xac dinh bing phuong phap st dung DPPH (1.1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl)
duoc ghi nhan trong nhiéu nghién ctu. Theo bao cdo Kumar C. G niam 2011, 1Csp
cia melanin dugc tach tir Aspergillus bridgeri ICTF-201 khoang 54,12 pg/mL.
Ngoai ra, mot nghién ctru khac da tinh toan gia tri 1Csg cia melanin tach tur tii muc
trong khoang 60-80 pg/mL [Kumar C.G, 2011], [Rageh M.M, 2015], [Kunwar A,
2012], [Schweitzer D.A, 2010].

Nhu d3 phan tich ¢ trén, melanin duoc nghién cau trén thyc nghiém vé kha ning
bao vé tranh tac hai cua phong xa cing véi hoat tinh chéng oxy hoa cua nd. Tuy
nhién, vai tro sinh hoc caa melanin trong xa tri ung thu chua duoc cdng bé nhiéu
trong cac nghién ctru co ban va nghién ctru dinh hudng tng dung. Pac biét 1a chua
¢ nghién cau nao vé kha nang bao vé ciia melanin kich thuéc nano déi véi té bao
thuong va md lanh & cac ving 1an can khéi u ciing nhu cac ving khac xa hon trong
toan bo co thé trong qua trinh xa tri tia X. Khi chiéu xa, khéi u s& duoc nhan phan
I6n nang lwong cua tia xa mot cach tryuc tiép, tuy nhién nhitng viing md 1an can mo
khoi u va nhitng ving khac xa hon ciing s& bi anh huong vi cac té bao ung thu
thuong phat trién xam lan vao vao mo thuong va di can. Bong thoi, cac hiéu tng tac
dong gian tiép caa bac xa (bystander effect) khién cho céc té bao, co quan nam & vi
tri xa muyc tiéu chiéu xa déu bi anh hudéng. Do d6 viéc ting cudng va phan b céc
hat NMPs & cac vang lan can mo khdi u ciing nhu & nhimg ving khac xa hon trong
co thé s& gilip bao vé té bao thuong va md lanh cia co thé mot cach hiéu qua thong
qua kha ning hap thuy tia xa ciia n6 va s& gop phan lam giam tac dung phu cua tia xa
trong qua trinh xa tri ung thu.

Trong nghién ctu nay, kha ning tac dong 1én chirc ning sinh 1y cua té bao cua
NMPs duoc xem xét. Cac nghién ctu vé kha nang bao vé trudc tia X dbi vai cac té
bao thuong va mo lanh trén mé hinh in vitro va in vivo khi dugc bo sung NMPs

duoc khao sét.
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4.2. KHAO SAT KHA NANG BAO VE TE BAO DUGI TAC DPONG CUA TIA X
4.2.1 Khao sat mdt sé tac dong cia NMPs 18n chite niing sinh Iy cia té bao trén
mo hinh in vitro

4.2.1.1. Béc tinh ciia NMPs trén mé hinh in vitro va khd ndng gdy ldo hoa té bao
noi mo cua NMPs.

Hat NMPs duoc thir nghiém kha ning bao vé té bao thuong trén mé hinh in
vitro. Trong nghién ctu nay, ching tdi tht nghiém doc tinh trén 03 dong té bao
thuong HaCaT, NIH 3T3, hUVEC. Két qua thar nghiém cho thdy & dai nong do
NMPs <100 pg/mL, gia tri ICso cia NMPs té bao HaCaT va NIH 3T3 lan luot 1a 53
va 39 pg/mL (hinh 3.9) va khong xac dinh duoc gia tri I1Cso trén dong ndi md véi
dai liéu <100 pg/mL. Theo cac bao céo trude do, mot hop chat ¢ gia tri 1Cso nam
trong khoang 10 - 100 pg/mL dugc danh gia c6 mirec do doc tinh & mc trung binh
[Phongpaichit S, 2007].

Sy |40 hoa la mot qua trinh sinh 1y binh thuong xay ra bén trong té bao dong vat.
C6 nhiéu yéu to tac dong co thé thuc day nhanh qua trinh nay bao gom nong do cac
dang oxy phan tng (ROS), cac tac nhan hoa hoc, vat ly. Kha nang gay 1do hda cua
té bao 14 mot trong cac chi sé dé xac dinh su twong tac va tc dung phu cua mot sd
loai duwoc pham. Trong nghién ctu nay, NMPs duoc st dung ¢ mirc lidu 25 va 50
ng/mL dé danh gia kha ning gy ldo hoa Ién té bao noi mo. Két qua nghién ciu cho
thay, NMPs khong gay |40 hoa té bao & cac nong do thudc thir nghiém.
4.2.1.2. Kha nang irc ché s 1am lanh vét thirong ciia té bao ngi mé va hinh thanh
mach ¢ nhém té bao duwoc diéu tri boi NMPs

Sy 1am lanh vét thwong 1a mot qué trinh sinh hoc phuc tap bao gom nhiéu nhan
t6 tham gia vao qua trinh nay nhu cAm méu, khang viém, ting sinh va tai tao [Guo.
S, 2010]. Té bao noi md cd ngudn gbce tir trung bi. Té bao noi md tham gia vao cu
trdc thanh mach mau va hinh thanh mot I6p mang 16t bén trong thanh mach. Té bao
noi md c6 nhiéu vai trd trong hé thong tuan hoan cua co thé. Bén canh chirc ning
nhu 13 mot mang ban thim chon loc, t& bao noi md con tham gia vao cac qué trinh

phan tng mién dich, dong méu, diéu hoa ting trudng, san xuat cac thanh phan chat
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nén ngoai bao, va diéu chinh luu luong mau va truong lyc mach mau [Sumpio B.E].
Hon nira, té bao néi md con 1a thanh phan chinh trong qué trinh hinh thanh mach
méu. Ngoai ra, yéu té tang truang noi md (VEGF-A) dugc xem 14 yéu té quan trong
then chét 6 vai tro diéu hda qué trinh hinh thanh mach méau.

Trong nghién ciru ndy, ¢ hinh 3.10 cho thdy, NMPs khong c6 kha ning gay wc
ché su di chuyén cua té bao noi mé sau 72 h trong qué trinh lanh vét thuong ¢ cac
muc liéu 25 va 50 pg/mL. Tuy nhién NMPs c6 kha niang ¢c ché nhe qua trinh lién
thuong & t& bao noi md & muc liéu cao 1a 75 pg/mL. Bén cach d6, NMPs con c6
vai tro 1am giam sé lwgng mach méau duoc hinh thanh so véi ddi chung (hinh 3.11
E). Mat khéc, mirc d6 biéu hién gen VEGF-A - mot trong nhitng nhan té cam ung
chinh c6 vai tro diéu hoa qua trinh hinh thanh mach mau - & nhitng giéng dugc bd
sung bai NMPs duoc cho 14 ¢d thé lién quan dén qua trinh &c ché hinh thanh mach
mau (hinh hinh 3.13). Khéi ung thu duoc hinh thanh va phét trién xam lan vao cac
mé 1an can can c6 hé théng mach mau cung cap chét dinh dudng nudi khéi u. Mac
di, hoat tinh khang ung thu ctia melanin dugc ghi nhan bai mot sé nghién ctru trudc
d6, tuy nhién, muc d6 doc tinh cia melanin tong hop va ca melanin tach tir thuc vat
d6i vai cac té bao ung thu 13 khong déng ké voi gia tri 1Cso thuong 16n hon 50
ug/mL [Gabriele V.R, 2021], [El-Obeid A, 2020]. Trong nghién ciu ndy, su &c ché
su di chuyén cua té bao va hinh thanh mach méu & té bao ndi méd goi ¥ dén kha
nang cia NMPs ¢6 thé e ché sy phét trien khdi u thong qua ngin can hinh thanh
mang luéi mach méau nudi khdi u.

Ngoai ra, cac tac dong cong gop cua cua melanin va cac bac xa ¢ vung anh
sang kha kién (visible light) 1am ting kha ning tiéu diét té bao ung thu duoc khao
st trén cac dong té bao nhu Hela cells, A375 di dugc bdo céo bai Gabriele V.R va
cac cong su [Gabriele V.R, 2021].

4.2.2 Panh gia kha ning bao vé té bao cia NMPs dwéi tac dong caa tia X
4.2.2.1. Khd ndng bao vé té bao lanh ciia NMPs sau chiéu xa tia X

Chdng t6i thir nghiém kha ning bao vé té bao cia NMPs dudi tac dung cua tia

xa. O hinh 3.15, cac té bao hUVEC, NIH 3T3, HaCaT déu nhay cam véi tia X &
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cudng d6 chiéu xa liéu cao. O hinh 3.16 cho thidy NMPs c¢6 kha ning bao vé té bao
chon loc ddi voi cac té bao khac nhau sau xa tri. Khi chiéu xa & muc liéu 5-10 Gy,
ty 16 céc té bao bi chét sau 72h giao dong trong khoang 75-92%. Do d6 chung t6i
lya chon dai nong do liéu chiéu xa tir 0-5 Gy dé phan tich cac dau an phan tu cua té
bao xay ra sau qua trinh xa tri. Mt khac, t& bao keratinocyte dwgc phan lap tir da
ngudi, 1a dong té bao thudng dugc s dung dé 1am md hinh in vitro dé thir nghiém
mét s6 loai duoc liéu co tiém ning bao vé tranh tac hai cia phong xa nhu fucoidan
[Fernando 1.P.S, 2020]. Boi vi, da 1a co quan dau tién tiép x(c voéi tia xa va bi anh
huong truc tiép boi qué trinh chiéu xa. Chang tdi tiép tuc phan tich cac dau 4n sinh
hoc phan tir, té bao trén dong té bao HaCaT. Hon nita, NMPs ¢ muc liéu 0-12
ng/mL khong gay chét té bao trén dong HaCaT, do d6, chung t6i lya chon liéu diéu
tri & nong do 10 pg/mL dé phan tich nhimng thay doi cua mirc d6 biéu hién gen ma
héa mot s6 protein quan trong lién quan dén qué trinh apoptosis va gen ma hoa
enzyme c6 hoat tinh chéng oxy héa.
4.2.2.2. Nhitng ddu dn phan tir thay doi cua té bao dudi tac dong cua tia xa trén mod
hinh in vitro

Mic du nhiéu tinh chat khac nhau ctia melanin da dugc biét dén, tuy nhién, tiém
ning bao vé tranh tac hai cua phong xa cua melanin 13 mot trong nhing dic diém
chinh dang dugc nhiéu nha nghién ctu quan tdm. Cho dén nay, hau hét céc tng
dung cta hat NMPs & cac mang diéu tri, mé phong sinh hoc, than kinh hoc va cam
bién sinh hoc déu dugc tong hop nhan tao bang enzyme tyrosinase. Trong nghién
ctru ndy, NMPs duogc tao nén tir nguon nguyén liéu c6 ngudn goc tir tdi muc va
dugc dua vé kich thudc hat nano tir khoang 80-200 nm (hinh 3.7C). Melanin kich
thudc nano di lam ting muc do tan va phan tan cua hat trong hé dém. Té bao
keratinocytes (HaCaT) duoc biét hoa tir cac té bao da nguoi thuong duoc sir dung
lam m6 hinh nghién ciu hiéu qua cua cac hop chat c6 kha nang bao vé tranh tac hai
cua phong xa . Bai vi, da 1 co quan dau tién tiép nhan va chiu anh hudng truc tiép
trong qua trinh xa tri ma ngudn phat xa duoc dé & bén ngoai co thé. Nghién ctru nay

sir dung té bao HaCaT dé khao sat su thay ddi cua cac dau an phan tir dudi su bd
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sung hoic khdng bé sung NMPs sau qué trinh xa tri bing tia X. Nang luong tia Xa
pha haty té bao. Tuy nhién trong trudng hop lidu lugng dugc kiém soat & mic do
nhét dinh, xa tri c6 kha ning thac day qué trinh chét theo chuong trinh (apoptosis)
cua té bao [Li M.Y, 2017]. Apoptosis la mot qué trinh thiét yéu cua té bao trong co
thé song. Trong qua trinh nay, cac té bao gia, réi loan chirc ning hay bi tén thuong
s& dugc phan manh va tiéu hoa bai qué trinh thuc bao dé giam thiéu tinh trang gay
viém cho cac té bao lan can trude khi cac thanh phan bén trong té bao bi v tran ra
moi trudng xung quanh. Do d6, qua trinh chét rung giup co thé thay thé mot té bao
hu hong béi mot té bao khac khoe manh ma khéng gay tén thuong cho cac cau tric
lan can. Qua trinh chét rung nay dugc kiém soat bai cac con dudng tin hiéu té bao
khac nhau va dugc diéu hoa boi cac ho protein nhu Bel-protein, Bax protein va céc
caspase. Theo cac nghién ciru trude ddy da bao cao, xa tri thuc day qua trinh chét
rung cua té bao tly thudc vao liéu luong va sy nhay cam cua buc xa ddi voi céc loai
té bao. TNF-a khai dau kich hoat con dudng apoptosis & thu thé TNF-a, sau d6 hoat
hoa chudi cac Caspase trung gian nhu Caspase-7, Caspase-3 dé kich hoat qué trinh
apoptosis. Trong truong hop nay, cdc gen ma hda cac protein quan trong dong vai
tro then chét kich hoat qué trinh apoptosis cia té bao nhu Bax, Caspase-3 sé ting
cuong sao ma va dich ma [Verheij, 2000].

Két qua nghién ciu ¢ hinh 3.17, 3.19, 3.20 cho thay, sau khi chiéu xa, c6 su ting
cudng mirc do biéu hién cua cac gen ma hoa protein Bax, Caspase-3, TNF-a khi té
bao tiép xUc vai tia X & muc lidu chiéu xa 3 Gy va 5 Gy so véi cac dbi chiung khong
chiéu xa. O nhém duoc diéu tri bai NMPs, mirc d6 phién ma cuia cac gen nay thap
hon so voi nhdm khéng bo sung thuée (IR). Su phién ma thap cua cac gen quan
trong c6 thé lién quan dén ty 18 t& bao chét apoptosis cia nhom duoc diéu tri
(IR+mel) so véi ddi ching (IR). Su khac biét vé mirc d6 biéu hién cua cac gen nay
déu co ¥ nghia thong ké p<0,01. Két qua nay phu hop véi két qua phan tich ty Ié té
bao apoptosis bang phuong phép phan tich té bao theo dong chay. Trong do, co thé
nhan thay ty Ié té bao apoptosis & nhdm IR+Mel it hon so v6i nhém IR (hinh
3.21H). Két qua ¢ hinh 3.211 cho thiy, mét s6 luong té bao 16n da bi chét hoai tir
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(necrosis). O nhém té bao IR+Mel, ty 1¢ té bao chét hoai tir c6 giam dang ké so véi
nhom IR. Diéu nay cho thdy, NMPs da c6 hiéu qua trong viéc bao vé té bao HaCaT
sbéng sot dudi tac dung chiéu xa lidu cao bai tia X.

Ngoai ra, qua trinh chiéu xa san sinh mét sé lugng Ién cac dang oxy phan wng
bén trong té bao. ROS 14 nhirng phan tir c6 trang thai khdng on dinh gay ra stress
oxy hoa va c6 kha ning tin cong cac thanh phan khac té bao. Cac ROS tan cong
DNA, protein va Iam réi loan trong qua trinh trao d6i chat cua té bao [Su L.J, 2019].
SOD1 Ia mot enzyme c6 kha nang xuc tac chuyén hoa superoxide thanh hydro
peroxide va oxy phan tr. Pay 1a enzyme chdng oxy hoa thiét yéu bén trong té bao
dé gir can bang noi mo [Bunton-Stasyshyn R.K, 2015] . Két qua nghién ciru ¢ hinh
3.20 cho thay, chiéu xa & muc liéu 3 Gy c6 thé kich hoat gen ma hoa cho cac enzym
SOD1, c6 vai trd quan trong trong viéc bao vé chéng lai stress oxy héa. Muc do
phién ma caa SOD1 & nhém IR thap hon dang ké so véi nhom IR+Mel, véi sy khac
biét co6 ¥ nghia (p <0,05). Mtic d6 biéu hién cao hon cua cic gen ma hoa enzym
chéng oxy hoa & nhém IR+Mel cé thé lién quan dén hoat tinh khang oxy hoéa cua
NMPs. Hon nira, kha ning hap thu btc xa va cac dac tinh chdng oxy hoa cia NMPs
gilip tang cuong kha nang séng s6t cua té bao khi phoi nhiém bic xa ¢ licu 3 Gy va
giam ty ¢ té bao hoai tir, chét apoptosis dang ké nhu két qua ¢ hinh 3.21 I,H,K.

4.3. KHA NANG BAO VE CHUOT MANG KHOI UNG THU TRUGC TAC
DONG CUA TIA X CUA NMPS
4.3.1. Sw anh hwéng ciia mot s6 md co quan dwéi tac dong cia tia xa.

La lach 1a co quan cua hé thdng mién dich déng vai trd quan trong trong phan
ttng mién dich bam sinh va thich (ng cta co thé. Lé lach duoc bao boc trong nang
mo lién két day. Phia trong 14 lach gém hai loai mé ¢6 mau tring va mau do, khong
phan tach thanh tirng ving va nam xen k& 1an nhau va c6 chirc ning riéng biét. Phan
mo trang c6 lién quan dén qua trinh truéng thanh cua bach cau, dac biét 1a cac té
bao lympho (B va T) va san xuat khang thé. Tay do chira cAc mach mau rong va cac
soi md lién két. Cac mod & tay dé thuc hién cac chirc ning loai bé hong cau gia hoic

manh v& té bao. Bén trong tay do c6 chira cac dai thuce bao dé tiéu dét vi khuan hay
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vi rit xam nhap vao co thé [Chaudhry S.R, 2021]. Trong xa trj toan than trén chuot,
tat ca cic mo co quan cua co thé chiu anh huong truc tiép va gian tiép cua ning
luong tia xa. L& lach 1a mot trong cac co quan chiu tac dong nang né nhat boi tia xa,
dan dén sy giam kich thudc, khéi luong, ciing nhu sé lugng céc té bao mién dich
dugc tao ra boi moé 14 1ach [Zhao L, 2015], [Rageh M.M, 2015], [Kunwar A, 2012].
Trong thoi gian gan day, liéu phap mién dich 12 mot trong nhitng phuong phéap diéu
tri ung thu tiém nang duoc nhiéu nha nghién cru quan tdm. Trong do, viéc ting
cudng cac quan thé té bao mién dich nhu té bao lympho T va té bao tua (DC) dong
vai trd quan trong trong viéc @c ché sy phat trién cua té bao ung thu [Shang N,
2017].

Bén canh 14 lach, hach bach huyét ciing 14 co quan chiu anh huéng tryc tiép cua
chiéu xa. Trong nghién ctu nay, tuy sé lwong hach bach huyét giam & cac nhom
chudt sau xa tri, tuy nhién ciu tric md caa hach bach huyét khéng cé su thay doi
gitta cac nhém chudt dugc chiéu xa va khong chiéu xa.

Ure va creatinin 1a hai chi s6 thuong duoc st dung dé kiém tra kha ning hoat
dong binh thuong cua than. Trong qué trinh trao doi chat & co thé, ure va creatinin
la cac san pham cudi clng cua qua trinh trao doi chat co nito. Ure I chat chuyén
hoa chinh xuat phat tir cac protein c6 trong ché do an va su luan chuyén protein
trong md. Creatinin 1a san pham di hoa creatinine & co. Hai phén tir ure va cretianin
déu 1a nhitng phan tir c6 kich thuéc nho khoang 60 va 113 dalton va phan b trong
toan bo luong nudc ¢ trong co thé [Cabaniss C.D, 1990]. Xu hudng giam céc chi s6
chie nang than khi bi chiéu xa (bang 3.4) cho thay su anh huong manh mé cua tia X
t6i hoat dong séng chung cua todn bo co thé cua cac nhdm chudt duoc Xa tri.

4.3.2. Dau 4n phan tir va mién dich & mé lach caa chuét thi nghiém dwec diéu
tri béi NMPs sau xa tri.

Trong nghién ctitu nay, NMPs duoc sir dung trudce khi chiéu xa bai tia X. Chuot
dugc tiem NMPs (40 mg/kg) vao trude thoi diém chiéu xa va liéu bd sung céach

nhau 2 ngay sau chiéu xa dé ting cuong kha ning bao vé té bao binh thudng va mo
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lanh. Pay 1a muc lidu NMPs dugc sir dung tuong tu véi cac nghién ciu cua Rageh
M.M va cac cong su; Kunwar va cac cong su, dd cong bd trude do ddi véi thu
nghiém bao vé tranh tac hai cua phong xa trén moé hinh chudt nghién ciru [Rageh
M.M, 2015], [Kunwar, 2012]. Cac nghién ciru trudc diy da cho thay, melanin &
dang hat nano chu khéng phai & dang hoa tan cé hiéu qua cao trong viéc bao vé
DNA khoi su tan cong cua buac xa UV [Brenner. M, 2008]. Theo nghién ctu cua
nhém tac gia Rageh M. M va cac cong su va Kunwar. A da ghi nhan tac dung bao
vé tiy xuong va md 14 lach chong tai tia gamma trong qua trinh xa tri trén mé hinh
chudt thi nghiém cita cac hat NMPs duoc boc bai liposome [Rageh M.M, 2015],
[Kunwar A, 2012]. Trong nghién cttu cta chung téi, cac hat NMPs dugc tao nén
bang phwong phap méi vai viéc sir dung alkaline dé phan cét cau tric polymer cua
melanin dé tao thanh dang hat c6 kich thudc tir 80-200 nm ma khong dugc bao boc
trong lop vo polymer hay lyzosome (hinh 3.6). Melanin kich thudc nano da lam
tang cuong kha ning tan ctia melanin va dé dang phan b hiéu qua hon trong céc
mo va co quan, dua dén hiéu qua tét hon khi hap thu cac bic xa trong qua trinh xa
tri  vi tri md lanh. ROS 1a mot trong céc tac nhan chinh gy anh huong Ién té bao
duoc tao ra véi s6 luong 16n trong qué trinh xa tri. Kha niang loai bo ROS cua
NMPs dugc ghi nhan véi su c6 mat caa cac nhdm chirc nang hydroxyl, cacbonyl va
cacboxyl ¢ hinh 3.7C. Cac dic diém trén di gép phan han ché tac dung phu cua tia
Xa trén mo lach va bao vé 14 lach sau xa tri.

Mt khac, cac két qua nghién ciru & mic do té bao va phan tir da chi ra, NMPs
d3 bao vé 14 lach, mot co quan quan trong trong ca hé théng mién dich bam sinh va
mién dich thich ¢ng tranh khoi su tin cdng cua tia xa. Hinh 3.26 cho thy, nhém
duogc tiem NMPs, ¢6 su phuc hoi dang ké khdi luong 14 lach va giam thiéu ty 1& céc
con chudt bi xo hoéa cia mo lach ¢ tinh trang nang trong nhom IR+Mel (hinh 3.28).
O nhém chuot khong duoc tiém NMPs va xa tri liéu cao, 100% ty ¢ cé thé chuot bi
x0 hoéa mé lach & tinh trang nang, trong khi d6, & nhdm, ty 1& nay chiém 40%, con
lai & mtrc 6 vira va nhe. O mtc d6 phan tir, nhdm chudt IR+Mel c6 sy thay doi

muac do biéu hién cua cac gen ma hoéa IL -2 va TNF-« (hinh 3.30) trong té bao 14
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lach sau xa tri. Tinh trang xo hoa, giam kich thudc mo lach, va giam can ciing duoc
ghi nhan & cac trudng hop chiéu xa toan than trén md hinh chudt [Kunwar A.,
2012].

L& lach 12 mot co quan c6 mit & cac dong vat c6 xuong séng dong vai tro quan
trong trong hé théng mién dich & ca hai qua trinh mién dich thich wng va mién dich
bam sinh caa co thé [Zhao L, 2015]. Mét sé chirc ning cua 14 lach duogc biét dén
nhu san xuat té bao lympho; tham gia loai bo céc té bao hong cau gia, manh vun té
bao cling c4c tac nhan gay bénh; giir lai st cho sy tai tao lai té bao hong cau méi;
du trir va diéu hoa khdi lugng mau cho co thé [Mebius R.E, 2005]. Sau khi chiéu xa
tia X liéu cao, da c6 nhitng su thay doi dang ké & cé&c chi tiéu cua 1a lach nhu khoi
lwgng, cau tric md hoc va diu an phan tir trong 14 lach & cac nhom chudt IR va
IR+Mel so véi @i ching (NIL, NC). Trong thi nghiém nay, ching t6i sir dung mot
s6 maker dé xac dinh s6 luong té bao trong cac quan thé té bao B, té bao T, té bao
tua & 14 lach cua chudt. Cac quan thé té bao mién dich bao gom té bao B (CD19
maker); té bao T (CD3 maker), té bao tua (CD 11c maker), duoc khao séat bang phan
tich t& bao theo dong chay FACS Lysis. Theo cac nghién ctru trude do, cac maker
CD19, CD3 dic hiéu cho cac té bao B va T. Thu thé CD11 chu yéu xuat hién trén
bé mat té bao tua, duoc xem xét 1a mot maker twong ddi dic hiéu dbi vai loai té bao
nay [Hey Y.Y, 2012]. O l4 lach, ngoai céc té bao B, T, té bao tua, con c6 mot sb loai
té bao khac nhu bach cau don nhan, dai thuc bao va bach cau trung tinh - 1a cac loai
té bao c6 phan ung &m tinh voi CD11c [Hey Y.Y, 2012], [Griffiths K.L, 2014] &
trong diéu kién chuot khoe manh. Tuy nhién, mot lugng nho té bao don nhan, dai
thuc bao, va té bao lympho s& duong tinh véi CD11c [Mildner A, 2014], [Griffiths
K.L, 2014], [Arnold 1.C, 2016] khi 14 lach nhiém vi khuan. Trong thi nghiém nay,
chuét duoc str dung khdng bi nhidm khuan, do dé céc té bao duong tinh voi CD11c
déu la té bao tua trong 14 lach.

Cac té bao mién dich duoc tao ra & mo lach nhu té bao T, té bao tua thuong rat
nhay cam véi phéng xa, va gan nhu bi triét tiéu hoan toan khi xa tri liéu cao (bang

3.3). Dit liéu nghién ctru cua Pozniak M. A va cac cong su chi ra sy phuc hdi mic
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d6 biéu hién cua IL-2 c6 thé c6 vai trd trong viéc gia ting khéi luong 14 lach
[Pozniak M. A, 1995]. Hon nita, ¢6 nhiéu qué trinh dién ra trong té bao nhu ting
sinh va biét hoa té bao, khai dong tin hiéu chét theo chuwong trinh hay hoai tir va cac
phan ang mién dich cua té bao co lién quan dén cytokine tién viém TNF-a [Van
Horssen R, 2017]. Két qua nghién ctu cho thay, xa tri dd c6 tac dong tc ché dang
ké 1&n mtrc d6 biéu hien cua I1L-2 va TNF-a lan luot 14 4 va 3 1an so véi nhém NC
khong duoc chiéu xa. Ngoai ra, ¢ sy gia ting mic do phién ma TNF-a ¢ nhom
IR+Mel so v&i nhdm IR ¢d thé c6 méi lién hé vai ty 1¢ té bao lach dugc phuc hoi
nhanh hon vé mat khéi luong & nhdm nay (hinh 3.26). Té bao B, T, va té bao tua la
mot trong cac yéu t quan trong caa qua trinh mién dich thich ang cua co thé. Thém
vao do, két qua nghién ctru da chi ra rang, khi chiéu xa gay ra giam dang ké sé
lugng té bao B (hinh 3.31) va gia ting nhe s luong té bao T (hinh 3.32) va té bao
tua trong 14 lach cua chuét thi nghiém (hinh 3.33). G nhdm chudt duogc diéu tri boi
NMPs (IR+Mel) di cho thay su thuc ddy san sinh lam gia ting quan thé té bao T va
té bao tua trong 14 lach cua chuot duoc chiéu xa. Két qua nay phi hop vai dit liéu vé
nong d6 té bao lympho trong méu (bang 3.3). Theo nghién ctu caa Park B cling cong sy
cong bd nam 2014, trong diéu kién nhat dinh, chiéu xa c6 thé 1am ting cuong phan ung
mién dich & sinh vat [Park B, 2014]. Céc nghién ctu khéc bao céo trong qua trinh xa tri
ung thu, sy tiép XUc véi buc xa co thé cung cip mot ngudn khang nguyén thich hop dé té
bao tua va té bao T trinh dién chéo va kich hoat sy ting sinh cua té bao T boi té bao tua
[Chang L, 2017]. Ngoai ra, vai trd IL-2 trong viéc thiic day su san sinh quan thé té bao T
va té bao NK (natural killer cell) da duoc béo céo bai Jiang T va céc cong sy nam 2016
[Jiang T, 2016]. O nghién ctu nay, da chi ra vai tro twong tic cua cua NMPs va tia X
trong viéc thiic day su gia ting quan thé té bao tua va té bao T & I4 lach ciia chudt nghién
cau.

Theo nghién ctu trude d6, melanin thuong duoc sir dung nhu mét phan tir dich dé
diéu tri ung thu da bang quang nhiét hoac liéu phap dong vi phdng xa hon 1a sir dung cho

muc dich diéu trj cho cac loai ung thu khéc [Jiang Q, 2019]. O nghién ctiu ndy, cac té
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bao ung thu phdi da duoc sir dung dé gay u trén mo hinh chuét thi nghiém, do d6 chua
thay rd tac dung an tuong cia NMPs nhw 14 mot chat chéng ung thu hiéu qua.

Ngoai ra, nghién ctru ciing chi ra ¢6 sy gia ting mtrc d biéu hién cua mot s gen
dong vai trd quan trong (TNF-a, Bax, Caspase-3) trong qua trinh chét theo chuwong trinh
cua té bao ung thu & c4c nhom chudt IR+Mel so véi nhém IR (hinh 3.34) & md khdi u.
Két qua nghién ctu phi hop véi bao cdo trude do vé viée thic day cac té bao mién dich
tiéu diét t& bao ung thu luu thong trong mau théng qua qua trinh chét theo chuong
trinh hoac hoai tir [Ewald J.A, 2010].

T6m lai, cac dir liéu nghién ctiu thir nghiém kha ning bao vé té bao lach trén mo
hinh chudt thi nghiém cia NMPs & mirc d6 té bao va phan tir da chi ra rang NMPs
¢ kha ning bao vé té bao lach dudi tic dong cua tia xa. Hon nita, viéc diéu trj boi
NMPs di thuc ddy manh mé san sinh quan thé té bao T va té bao tua trong mo lach

cua chudt thi nghiém sau xa tri.
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Chuwong 5: KET LUAN VA KIEN NGHI
5.1. KET LUAN
Theo dir liéu nghién ciru, mot sé két luan duge dua ra nhu sau:
1. Pi ché tao duoc NMPs tir melanin & kich thuéc 80-200 nm phu hop cho nghién
ctru va khao sat sy anh hudng dén kha ning tao hat NMPs boi cac yéu té nhiét do
(37°C), thoi gian, toc do khay tir (400 rpm/phut) va nong do alkaline (0,5N).
2. NMPs c6 doc tinh & mac trung binh trén dong HaCaT va NIH 3T3 véi gia tri ICso
lan Iwot 1a 53 va 39 pug/mL va khong xac dinh duoc gia tri ICso trén dong hUVEC &
dai ndi do <100 pug/mL. NMPs & muc liéu 75 pg/mL c6 kha ning @c ché su di
chuyén cua té bao (p<0,01). NMPs ¢ muc liéu 50 pg/mL ¢ ché su hinh thanh mach
(p<0,01), dong thoi tc ché mic do biéu hién cia gen mi héa VEGF-A. NMPs
khéng gay 140 hda té bao noi méd (p>0,05) & muc lidu tir 25-50 pg/mL. NMPs ¢6
kha ning bao vé té bao chon loc trong diéu kién chiéu xa tia X trén mé hinh in vitro.
Sau xa tri, NMPs c6 kha ning bao vé té bao HaCaT 1én dén 10% va giam nhe ty 1¢
séng sot cua té bao hUVEC sau xa tri, dong thoi khong thay ré hiéu qua bao vé trén
dong té bao NIH 3T3.
3. O muc liéu 40 mg/kg, NMPs khong gay doc 1én chut thi nghiém. Trén md hinh
in vivo, cho thdy NMPs g6p phan phuc hoi khéi lugng chudt nghién ctu (p<0,05),
khdi Twong mé lach, khdi lugng md hach va giam tinh trang viém va xo hoa ning
ctiia mo lach & chudt mang khéi ung thu sau xa tri tuy nhién khdng c6 su thay doi vé
mat md hoc gitta nhém chudt dugc diéu tri va ddi ching & mé hach. NMPs cé kha
nang bao vé té bao lach chuot thi nghiém ¢ mac do phan tir, té bao dudi tac dong
cua tia X, va ting mirc do biéu hién cua IL-2 vd TNF-a trong md lach sau xa tri.
Hon nita, viéc diéu tri boi NMPs da thuc day manh mé& san sinh quan thé té bao T
va té bao tua lan luot 12 1,91 va 1,64 lan trong md lach so véi d6i chitng va phuc hoi
mot phan chi s6 huyét hoc, hda sinh cua chuot mang khéi u sau khi bi xa tri tia X

lidu cao.
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5.2. KIEN NGHI

- Tiép tuc nghién ctu kha ning bao vé té bao thuong va mod lanh cia NMPs & cac
loai t€ bao va mo khac nhau trudc tac hai cua tia xa.

- Nghién ctu kha ning két hop gitta NMPs va mét sé hoat chat dugc pham diéu tri
ung thu nhu paclitaxel, doxorubicin,.. dé kiém tra kha ning twong tac giira hat
NMPs va nhitng hoat chat nay.

- Kiém tra kha niang dao thai caa NMPs khoi co thé.

- Thir nghiém ddc tinh ban truong dién cia NMPs.
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PHU LUC

Bang 1: Gia tri chu ky ngudng trung binh cua cac gen khao sat trén mo hinh in vitro

Genes B- H.Caspase | H.TNF- | H.BAX | H.SOD1 | HVEGFA
actin | 3 (Ct) o (CYH) (CY)
(Ct) (C1)
NIL TB | 20.7 | 30.6 31.7 26.7 26.8 30.3
Nhom SD | 0.1 0.1 0.1 0.1 0.5 0.4
khﬁrng Mel TB | 206 | 30.1 31.4 26.7 26.7 32.1
Cac chieu SD (04 0.03 0.03 0.1 0.4 0.6
Nhém Xa
thir 3Gy TB | 204 | 294 30.3 25.9 25.2 30.0
nghiém SD | 0.6 0.6 0.6 0.6 0.5 0.5
3GyM | TB | 204 | 29.7 31.2 26.1 23.9 30.2
Nhom s [02 |04 0.36 027 0.1 0.5
chicu [sGgy | TB [22.1 [30.3 31.7 27.4 25.9 28.5
Xa SD | 0.1 0.04 0.1 0.2 0.6 0.1
5GyM | TB | 20.5 | 28.9 30.4 26.3 26.9 28.0
SD | 0.2 0.03 0.3 0.2 0.1 0.6
Melt Curve
Temperature (°C)
’—-_E?: B ic D IE EHF EEc B4

Hinh 1: Biéu db dinh chay cua gene f-actin cua cdc mau nghién ctu.
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Hinh 2: Biéu d6 dinh chay cua gene BAX cua cac mau nghién cuu.
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Biéu dd dinh chay cua gene Caspase 3 cuia cAc mau nghién cuu.
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Hinh 4: Biéu db dinh chay cua gene TNF-« cua cac mau nghién cuu.
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Hinh 5: Biéu dd dinh chay cta gene SOD 1 cua cac mau nghién ctu.
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Hinh 6: Bicu d6 dinh chay cua gene VEGFA cua cac mau nghién cau.
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Bang 2: Gia tri chu ky ngudng trung binh cua cac gen & mé lach va mé khéi u

Genes GAPDH | TNF-a | IL-2 | Caspase3 | B-actin | TNF-o. | B-actin | BAX | B-actin
Nhém | IR1 19.2 30.8 28.8 | 35.3 257 | 254 |205 |26.2 | 212
chiéu |SD 0.06 0.5 0.03 | 0.3 0.2 0.1 0.2 2.7 3.0
Xa IR2 18.5 31.2 27.5 | 30.8 204 1246 |204 |246 |19.6
SD 0.07 0.6 0.2 |0.08 0.1 0.08 | 0.1 0.05 | 0.5
IR3 19.83 | 31.2 28.8 | 30.5 226 | 247 |20.2 |247 | 20.2
SD 0.02 0.5 0.03 | 04 0.3 0.03 |0.06 |0.03 |0.03
IR+Mel 1 | 19.6 30.3 28.3 | 31.8 214 1246 |202 |28.7 |24.2
SD 0.2 0.2 0.2 |0.05 0.2 0.1 0.04 |0.1 0.04
IR+Mel 2 | 1891 | 29.8 275 | 30.7 209 | 242 |205 |26.8 |21.7
SD 0.01 0.3 0.06 | 0.3 0.03 | 0.1 0.08 |15 2.1
IR+Mel 3 | 18.1 28.5 26.2 | 30.8 233 | 25 21.3 | 27.3 | 22.05
SD 0.2 0.4 01 |01 0.4 0.3 0.2 2.4 2.5
Nhém | NC1 18.6 29.2 26.4 | 36.1 229 | 291 |248 |30.2 |254
khﬁ,ng SD 0.1 0.1 0.2 |0.2 0.03 0.1 0.03 |0.1 0.1
chieu | NC2 20.3 30.9 28.1 | 334 228 | 275 |23.1 |29.1 |249
Xa SD 0.1 0.04 0.1 |0.08 0.03 [ 0.2 0.08 0.1 0.03
NC3 20.0 30.0 279 | 32.6 224 | 275 |233 |27.8 |23.7
SD 0.2 0.3 0.2 |0.2 0.06 |0.2 0.03 1.1 0.9
Nil 1 20.6 30.7 27.8 - - - - - -
SD 0.04 0.2 0.3 - - - - - -
Nil 2 20.3 30.1 27.5 - - - - - -
SD 0.1 0.2 0.3 - - - - - -
Nil 3 20.6 29.1 28.0 - - - - - -
SD 0.2 0.4 0.2 - - - - - -

Ghi chu: “-“: Khong thtr nghiém
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Hinh 7: Biéu do dinh chay cua gen TNF-a & md khéi u.
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Hinh 8: Biéu db dinh chay cua gen Caspase 3 & mo khdi u.
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Hinh 9: Biéu db dinh chay cia gene Mouse.Bax & md khéi u.
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Hinh 10: Biéu d6 dinh chay cua gene Mouse.f-actin & md khdi u.
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Hinh 11: Biéu d6 dinh chay cia gene GAPDH & md khdi lach.
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Hinh 12: Biéu d6 dinh chay cua gene TNF-a & mo lach.
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Hinh 13: Biéu d6 dinh chay cua cac gen IL-2 & m6 lach.
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