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MO PAU

Ung thu 1 mot trong nhitng nguyén nhan hang dau gay tir vong trén toan thé gidi. C6 nhiéu phuong
phap dé diéu tri ung thu nhu phau thuat, xa tri, diéu tri bang thudc, liéu phap kich thich phan wng mién
dich,.. Tuy ting loai ung thu va giai doan phaét trién cua no, bénh nhan duoc chi dinh st dung don 1é hay
két hop ddng thoi nhiéu phuong phap diéu tri, trong d6 xa tri hau hét dugc chi dinh di véi cac bénh
nhan phat hién ung thu & giai doan muon. Xa tri 1a phuong phéap diéu tri ung thu hiéu qua, tuy vay, cac
tac dung phu cua tia xa l&n su chét va phat trién cua té bao khoe manh & xung quanh va xa khéi u 1a
nhitng van dé khé khan trong nhiéu thap ky.

Liéu phap chiéu xa st dung céc tia xa mot cach tryc tiép trén co thé bénh nhan va c6 thé gay ra tac
dung phu c4p tinh va mén tinh. Vi vay, lam thé nao dé giam thiéu céc tac dung phu va nang cao sirc khoe
cho céac bénh nhan diéu tri ung thu bang phuong phap xa tri 1a mot van dé dugc quan tm nghién ctu.
Tir co s6 sinh hoc cua liéu phap chiéu xa, dé ting cuong kha ning bao vé té bao lanh, co thé tac dong
boi cac hudng: 1) Giam thiéu tac dung truc tiép caa tia xa ddi vai cac té bao lanh; 2) Tiéu thu cac gbc tu
do duoc sinh ra trong qué trinh xa tri.

Melanin 1 sac t6 tu nhién c6 doc tinh thip, dugc tim thay rong rédi ¢ hau hét sinh vat séng, c6 kha
nang hap phu tia UV. Vai trd bao vé co thé trudc tia cuc tim, ngan ngira ung thu da cia melanin da duoc
biét dén tir trudc do, tuy nhién, chua c6 nhiéu céc nghién ciu dé tng dung tinh chat dac biét nay cua
melanin & linh vuc y sinh. Mot trong cac nguyén nhan chinh yéu 1am han ché kha nang Gng dung cua
melanin trong linh vuc y sinh ndi chung 1a tinh chat kho tan ciia melanin. Vi vay, ching tdi thuc hién
nghién citu — “Nghién cru ché tao hat melanin kich thwée nano va danh gia tac dung bao vé té bao
trong diéu kién chiéu xa” nham muc tiéu ché tao hat melanin c6 kich thuéc nhé hon 1pm (melanin c6
kich thuéc nano) va thir nghiém kha ning bao vé té bao sau qua trinh xa tri cia melanin c6 kich thuéc
nano trén hai mé hinh in vitro va in vivo.

1. Muc tiéu cia luan éan
1. 1. Muc tiéu téng quat

Nghién cizu ché tao duoc hat melanin kich thudc nano va danh gia tac dung bao vé té bao lanh trong
diéu kién chiéu xa
1.2. Muc tiéu cu thé

- Nghién citu ché tao duoc melanin kich thudc nano

- Panh gi4 kha nang bao vé té bao 1anh ciia melanin c¢6 kich thudc nano trong diéu kién chiéu xa o
mo hinh in vitro

- Panh gi4 kha niang bao vé té bao lanh va mo thuong cua nano melanin trong diéu kién chiéu xa o
mo hinh in vivo
2. N9i dung nghién céu

2.1. Nghién ctru ché tao melanin c6 kich thuéc nano pht hop cho nghién cau

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

2.2.1. Banh gia su tac dong cua hat melanin c6 kich thudc nano 1én mot sb chirc nang sinh ly cta
té bao trén md hinh in vitro



- Panh gia doc tinh caa hat melanin c6 kich thudc nano trén cac dong té bao can nghién ciu
Xac dinh ngudng nong do khong gy doc té bao dé st dung cho cac nghién ciu tiép theo
- Panh gia kha niang tc ché qué trinh sinh mach ctia melanin c¢6 kich thudc nano
- Panh gia su tac dong ctua melanin c6 kich thudc nano 1&n qua trinh lién vét thuong trén mo
hinh in vitro
- Banh gia kha nang gay 1o hoa cua hat melanin c6 kich thudc nano trén mo hinh in vitro
2.2.2. Panh gia kha ning bao vé té bao dudi tac dong cua tia X
- Panh gia kha niang sdng s6t cua cac té bao sau chiéu xa
- Panh gia kha ning song cua té bao khi duogc diéu tri bai melanin c6 kich thude nano dudi
tac dung cua tia xa
- Phan tich su thay d6i diu 4n phan tir lién quan dén qué trinh apoptosis va khang oxi hoa
cua té bao dudi tac dung ciia melanin c¢6 kich thudc nano trong diéu kién chiéu xa

2.3. Thir nghiém kha ning bao vé té bao thuong va mé lanh dudi tac dong cua tia X trén mé hinh
chudt mang khéi u duoc xa tri

2.3.1. Panh gia doc tinh cip cia melanin c6 kich thudc nano trén chudt thi nghiém. Xac dinh
ngudng ndng do an toan cia melanin c6 kich thudc nano dé sir dung trong cac nghién ctu 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 phuong phap chiéu xa tia X

2.3.4. Panh gia kha nang bao vé cia melanin c6 kich thudc nano d6i vai té bao thuong va md
lanh bang phuong phéap phan tich hoa sinh, sinh hoc phan tir, té bao va mé hoc
3. Nhirng déng gop mai caa luan an

Melanin duoc xem nhu 13 mot chat bao vé tranh tac hai ciia phong xa tiém ning va c6 kha nang hap
phu céc goc tu do phét sinh trong qua trinh xa tri. Tuy vay, hién nay chua c6 nhiéu cac nghién ctru danh
gia vai tro caa melanin trong Xa tri ung thu. Trén thé gidi chua c6 bat ki mot nghién ctru nao duoc thyc
hién mot cach day du nham danh gid vai tro clia melanin ciing nhu co ché sinh hoc phan tir trong méi
tuong tac gitta melanin véi cac phan tir khac trong cac con duong tin hiéu té bao nhiam tng dung vao
trong thuc té diéu tri ung thu.

Trong nghién ctru nay, ching toi da dong gop mot s6 diém méi nhu sau:

- Ché tao melanin kich thuéc nano tir melanin ¢ nguon goc tir ty nhién va khao sét sy anh husng
ctia mot s6 diéu kién tao hat bao gdm nhiét do, tbc do khudy tir, nong do kiém (NHsOH va NaOH).

- Nghién ctru da co ban danh gia dugc vai tro ctia melanin co6 kich thudce nano tac dong 1én cac qua
trinh sinh ly caa té bao bao gdom: doc tinh té bao, lién vét thwong, su sinh mach méu va 130 héa té bao
trén mo hinh in vitro. Gié tri 1Cso ciia melanin c6 kich thuéc nano trén dong té bao NIH 3T3 va HaCaT
lan ot 13 53 va 39 (ug/mL). Bdi véi dong hUVEC, két qua cho thiy khong xac dinh duoc gié tri 1Cso
ctia melanin ¢6 kich thudc nano trén dong té bao hUVEC & dai nong d6 <100 (ug/mL). Melanin c6 kich
thudc nano c6 khuynh hudng l1am cham kha nang di chuyén té bao trong qua trinh lanh thuong. O thoi
diém 72 h bo sung melanin c6 kich thudc nano ¢ cac nong do khac nhau, kha ning lam lanh vét thuong
& cac giéng ddi chiing, giéng bd sung melanin c¢6 kich thude nano 75 pg/mL va 50 pug/mL, 25 pg/mL lan



luot 95%, 60%, 84%, va 89%. O muc lidu d6 50 pg/mL, melanin co kich thudc nano lam wc ché qua
trinh tao mach, tuy nhién khéng gay 140 hda té bao noi mé so véi ddi ching.

- Nghién ctru di dénh gia kha ning bao vé té bao lanh trén md hinh in vitro bang xéac dinh ty Ié song
s6t cua té bao va ddu 4n phan tir lién quan dudi tc dung cua tia Xa cia melanin c¢6 kich thudc nano.
Melanin ¢6 kich thudc nano lam ting ty 1¢ song s6t cua té bao HaCaT (dén 10%), giam nhe ty 1& sdng
s6t cua té bao hUVEC sau xa tri va khdng c6 tac dung bao vé trén dong nguy@n bao soi chudt.

- Nghién ctru da thar nghiém vai tro cia melanin c6 kich thudc nano trong Xa tri ung thu trén mo hinh
chudt gy u xa duoc xa trj bang tia X. Melanin c6 kich thudc nano 1am giam tinh trang viém va xo hoa
nang & mo lach cua chudt giy ung thu dugc Xa tri. Melanin c6 kich thudc nano lam tang mirc do biéu
hién IL-2 va TNF-a & md lach sau xa tri twong &ng véi 1,72 va 2,14 1an so véi d6i chirng. Melanin c6
kich thudc nano thuc day su san sinh quan thé té bao tua va té bao T lan luot 1,9 va 1,64 1an, 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 cia 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,
c4c tac dung phu cta xa tri 1én bénh nhan ung thu 1a 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 dugc tac dung phu cua liéu phap xa tri
la myc tiéu caa nhiéu nghién ctiu. Sang loc, nghién ctru cac hop chat c6 nguon géc tir tu nhién hay tong
hop ¢6 kha ning bao vé tranh tac hai ciia phong xa la van dé c6 ¥ nghia khoa hoc va thyc tidn nham tim
kiém giai phap nang cao chat luong cudc séng va kéo dai tudi tho cho céc bénh nhan ung thw. Luan an
cung cap nhiing dir liéu khoa hoc mai vé cach ché tao hat melanin c6 kich thudc nano. Céc dit liéu thuc
nghiém vé kha ning bao vé té bao thuong va mé lanh trong Xa tri ciia melanin c6 kich thudc nano nham
cung cap co sé khoa hoc vé mot giai phap mai dé han ché tac dung phu cua liéu phap xa tri cho bénh
nhan ung thu.

Chuwong 1: TONG QUAN
1.1. GIOI THIEU CHUNG VE UNG THU

Ung thu 1a mot trong nhitng nguyén nhan hang dau gay tir vong trén toan thé gisi. Xa tri 1a phuong
phap diéu tri ung thu chinh duoc sir dung rong réi. Tuy nhién, day 1a phuong phéap diéu tri c6 kha ning
gay ra nhiéu tac dung phu cip tinh va méan tinh cho bénh nhan ung thu.

1.1.1 D4u hiéu dic trung cia bénh ung thw

Sy ting sinh bat thuong cua té bao véi kha nang xam 1an hoic lan sang cac bo phan khéc cua co thé
tao nén tap hop khdi u. Cac té bao ung thu mang mot sé dic diém chung bao gébm kha ning ting sinh
mat kiém soat, c6 kha ning phan chia v thoi han, ¢6 kha nang tranh qué trinh chét theo chwong trinh,
hinh thanh mach mau bao quanh khéi u, ¢6 kha nang xam 1an va di can.

1.1.2 Mét s6 phwong phap diéu tri bénh ung thw

Mot s6 phuong phéap diéu tri bénh ung thu duoc sir dung chinh hién nay bao gém: héa trj liéu, phau
thuat, liéu phap mién dich, xa tri.

1.2. XA TRI UNG THU VA LICH SU PHAT TRIEN PHUONG PHAP XA TRI UNG THU

Ngay sau khi nha vat 1y nguoi Dic Wilhelm Rontgen, nam 1895 phat minh ra tia X, né da duoc str
dung dé diéu tri bénh ung thu. Tuy nhién, su thiéu hut ngudn phat xa va nhing hiéu biét chua day dua vé
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nhitng nguy hai cua tia xa da khién cho bénh nhan va cac nha khoa hoc truc tiép st dung chiing bi anh
huong truc tiép bai tac dung phu caa tia xa. Cung véi thoi gian, phuong phap xa tri duoc nghién ciu va
t6i wu dan dé tan dung kha ning tiéu diét t& bao ung thu va han ché phan nao tac hai cua ning lwong bic
xa |én té bao thudng va co thé bénh nhan.

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

Xa tri 1a phuong phap diéu tri duoc str dung trong truong hop thu nho thudc khéi u, giam thiéu kha
nang di can cua khdi u hodc dugc sir dung dé dy phong & mot s mé va co quan c6 nguy co cao bi ung
thu [Gillette E. L, 1987].

CAéc loai tia xa thuong dugc dung trong diéu tri ung thu: birc Xa photon, brc xa hat, btrcc xa ion nang.
1.2.2. Nhirng wu diém ciia phwong phap xa tri

Xa tri triét can thuong duoc ding trong muc tiéu tiéu diét hoan toan khéi u dé diéu tri bénh va la mot
liéu phép c6 chi phi thip [Barton M.B, 2006].

Xa tri 1am giam nhe triéu chiing, nang cao chat luong séng cho bénh nhan ung thu. G muc tiéu nay,
xa tri duoc chi dinh dé giam dau dén cho bénh nhan (dic biét 13 dau xwong khép), kiém soat xuat huyét,
nam va loét da do hé mién dich bj suy giam, tic nghén néi tang do sy co lai hoic ting sinh cua khéi u
tao nén sy thay ddi vé khong gian trong cac mé thuong.

Xa tri b trg duoc sir dung dé md ta phuong phap diéu tri ung thu bo trg sau cac phac dd diéu tri
chinh. Sau phiu thuat cat bo khéi u, phuong phap xa tri b6 trg duoc chi dinh dé giam nguy co vé mat
X4&C Suat trong trudng hop co thé con s6t nhitng té bao ung thu chua dugc phat hién va loai bo.

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

Xa tri tac dong Ién té bao thuong va mé lanh theo cac hudng khac nhau. Nang luong tia xa phé hay
mang té bao va céc bao quan bén trong té bao. Xa tri ¢ thé tryc tiép lam dut gdy DNA dan dén chét té
bao hoidc gay dot bién. Sé luong té bao dot bién duoc tich lily qua cac 1an phan chia va c6 thé dan dén
c4c tac dung phu mén tinh nhu xo héa cic mo, co quan. Ngoai ra xa tri lam phat sinh dot ngot sb luong
I6n céc gdc tu do co kha niang tin cdng va pha hiy cac dai phan tir sinh hoc bén trong té bao bao gém
cac phan tir duong, lipit, va axit nucleic. Xa tri con tac dong I&n cac enzyme c6 vai tro gitr can bang noi
md dan dén réi loan su chuyén hoa bén trong té bao. Cac ton thuong gay ra boi xa tri ¢d thé xuat hién
sau vai thang hozc vai nam. Xa tri ¢6 thé anh hudng dén tinh trang tim, phdi, da, than, duong tiéu hoa,
tham chi 1a ca hé than kinh va hinh thanh ung thu th cap. O giai doan muon, mot sé hién tugng dugc
quan sat thay nhu sy hinh thanh xo héa khu tr & mang luéi fibrin sau mot thoi gian dai tiép xdc véi tia
xa. Su ton thuong mach mau, su co thit dong mach, bénh viém mach méu, teo co, thiéu mau do thiéu
oxi cuc bd thudng xuét hién sau thoi gian bénh nhan tiép xuc véi tia xa.

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

Anh huong cua buc xa 18n co thé duge M. 1. Koukourakis va cac cong sy c6 thé chia ra 05 cap do
[Koukourakis M.1, 2012] bao gém hiéu tng birc xa sém cap @6 1, 11, 111, IV, V. Su phan chia cip d6 nay
dwa trén su tac dong cua tia xa 1én co thé tir mirc 6 phan tir dén té bao, mé va co quan.



1.3. CAC PAC TINH CUA CAC HOP CHAT CO KHA NANG BAO VE TRANH TAC HAI CUA
PHONG XA
Hién nay dé tang hiéu qua cua xa tri va giam tac dung phu trong diéu tri ung thu 1a mét trong nhitng
van d& duoc quan tdm nghién ciru. Huéng khic phuc dau tién d6 1a phat trién cac phuong phap chiéu xa
dé t6i vu lidu chiéu xa, goc do tiép xdc vai tia xa, va phat trién hé thdng quan sat bang hinh anh theo thoi
gian thuc cua khéi u dich trong subt thoi gian tri liéu.
Mot hudng tiép can khéc 1a nghién cau phat trién cac hop chat c6 kha nang bao vé trude tac dong cua tia
xa dé phan bd thubc vao viing c6 céc té bao lanh va mé thuong nham han ché tc dung phu cua tia xa.
MGt sb nghién ciu theo hudng nay da phat trién, sang loc cac chat gay nhay cam birc xa di véi té bao
ung thu va cac chit bao vé buc xa ddi véi té bao lanh. Py 1a cac hoa chét co thé cai bién sy dap ung cua
té bao ddi vai tia xa. Nhiéu chat da duoc nghién ctru va dugc (ng dung trong 1am sang nhu 5-fluorouracil
va amifostine, [Fernandes J.M, 2020].
1.3.1. Co ché phan tir, té bao ciia cac hop chit co tac dung bao vé tranh tac hai cia phong xa
Tia xa tac dong Ién té bao theo nhiéu hudng khac nhau. Ciing véi né la cac phan tmg dé bao vé su
sbng sot cua té bao cling c6 thé duoc kich hoat theo nhiéu co ché. Cac chat bao vé tranh tac hai cua phong
xa c6 thé tac dong I1én té bao thuong bao gom hap thu ROS, khang viém, sira chita DNA, tai tao té bao
mau, va kich hoat cac con duong tin hiéu té bao dé tao ra cac phan tng co lgi cho co thé chbng lai tac
dung phu cua xa tri.
1.3.2. CA4c chi tiéu va dic tinh ciaa c4c chat bao vé tia xa
Céc hop chét c6 kha ning bao vé tranh tac hai caa phong xa thudng c6 mét sb tinh chat nhu:
e Kha ning loai bo gbc ty do cua hop chat
e Kha ning chon loc trong viéc bao vé cac md binh thuong khoi xa tri ma khdng bao vé khéi u
e C6 hiéu qua d6i voi nhiéu loai birc xa (tia X, tia gamma, tia neutron)
e CO kha ning diéu hoa mién dich, diéu chinh mirc d6 biéu hién cua cac gen nhay cam vai oxy hoa-
khur
1.3.3. Phan nhém céac hop chit c6 kha ning bio vé biic xa
Cac hop chat c6 kha ning bao vé birc xa ¢ thé phan thanh 03 nhém chinh: (1) nhém hop chat bao
vé tranh tac hai cia phong xa, (2) nhém hop chat thich wng va (3) nhém hop chat hap phu tia xa. G nhom
hop chat bao vé tranh tac hai caa phong xa thuong 12 hop chat c6 nhém chic nang sulfhydryl va cac
chit chdng oxi hoa khac. Ching c6 kha nang lam bén viing cau tric DNA va kha ning lam giam tac hai
cuia cac ROS bén trong té bao truéc su phéa hity cua tia xa. G nhoém nay c6 kha ning bao vé mot s6 co
quan quan trong nhu nio bo, tiy xuong, ruét. Nhém hop chét thich tng cé vai trd gidng nhu mét yéu tb
kich thich sy khang lai tia xa. O nhom nay thong thuong 1a cac thanh phan duogc tach tir té bao dong thuc
vat véi doc tinh thap. Ching c6 kha ning kich thich cac yéu té noi sinh, diéu hoa mién dich, ting cuong
stc dé khang khong dic hiéu cua sinh vat. Nhom chéat hop chat hip phu tia xa bao vé co thé tir céc tia
xa. Céc loai thudc & nhém nay c6 kha ning ngin ngira sy két hop cua radioiodine gitta tuyén gidp va su
hip phu cua cac hat nhan phéng xa [Cherupally K], [Livesey J, 1987].
1.4. GIOI THIEU CHUNG VE MELANIN



Melanin 12 mot nhém sic té ¢ ban chat 1a polymer tu nhién va dugc tim thay rong réi & hau hét sinh
vat song. Céc sic té melanin duoc phan loai dya vao cau tric héa hoc cia chung. Cho dén nay nhiéu
nhom melanin dugce dugc tach tir cAc ngudn ty nhién nhu eumelanin, pheomelanin, neuromelanin va
allomelanin. Cac nhém melanin nay c6 ngudn géc va thanh phan héa hoc khac nhau va cé nhiéu vai trd
trong hoat dong song cua sinh vat. Theo cac nghién ctu trude, melanin tham gia vao ciu tric trong hé
thdng sinh hoc, ¢6 cac chirc niang nhu cam bién sinh hoc, hap phu kim loai, bao vé co thé trudc céc tia
Xa va song dién tir, khang oxi hoa, khang khuan va diéu hoa than nhiét.

1.4.1. CAu tric, thanh phan cia melanin

C4u tric ciia melanin van chua dugc xac dinh cy thé boi vi né it kha ning hoa tan va sy bén viing
cua polymer. Mt khac, melanin khdng c6 kha ning tao thanh tinh thé nén kho xac dinh ciu tric. Nhing
thdng tin vé cau tric cia melanin thu duoc bat ngudn tir cac san pham phan giai va phan tich hién vi
[Manivasagan P, 2013], [Sajjan S, 2012]. C4c nghién ciru vé thanh phan, ciu tric cia melanin tap trung
vao eumelanin va pheomelanin. Day 14 hai nhém melanin pho bién nhat dugc tong hop bai enzyme
tyrosinase x(c tac qua trinh chuyén ddi tyrosin thanh dopaquinone. Céc loai melanin tir cac nguén khéac
nhau khéng déng nhat vé kich thudc va ciu tric hda hoc. Cong thirc phan tir thuc nghiém caa eumelanin
duoc thira nhan rong réi la C1gH1004No>.

1.4.2. Ngudn gdc va cac con dwong sinh téng hep melanin.

Theo c4c nghién ciru da cong bd trude day, melanin c6 thé duoc phan thanh cac nhoém nhur eumelanin
(hinh 1.3), pheumelanin, neuromelanin, catechol-melanin, DHN-melanin, pyomelanin va c6 cac ngudn
gdc khéc nhau. Su da dang vé ngudn gdc ciing nhu don vi ciu trdc ciia melanin dugc quyét dinh bai céc
con dudng sinh tong hop khac nhau ciia melanin & cac loai sinh vat. Trong cac con dudng sinh tong hop
melanin déu c6 diém chung xuat phat tir tyrosine, duoc xUc tc bai enzyme tyrosinase. Tuy nhién, trong
qué trinh tring hop c6 sy két hop véi mot sb thanh phan khac da tao nén su phong phi cia cac ching
loai melanin.

Hinh 1.3. M6 hinh don vi cdu tric cia eumelanin [Solano F, 2014].
1.4.3. Hoat tinh sinh hec cia melanin
Véi sy da dang vé mat cau tric va c6 nhiéu nhdm chtic ning, melanin trong cac ¢4 thé sng c6 nhiéu
hoat tinh sinh hoc da dang. Mét s6 hoat tinh sinh hoc ciia melanin di dwgc nghién ciru trude d6 nhu hoat
tinh khang oxi hoa, khang khuan, kha ning ting cudng va diéu hoa hé mién dich, kha nang hap phu cac
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kim loai ning, kha ning khang ung thu va dic biét 14 kha ning hap phu tia uv va tia xa & cac nhém
melanin ¢ ngudn gdc tir tu nhién hay tong hop.
1.4.3.1. Hogt tinh khang oxi hda cua melanin.

Melanin tir cac ngudn géc khac nhau c6 hoat tinh khang oxi hoa dang ké. Vai tro khang oxi hoa caa
melanin thudng duoc danh gia thong qua kha ning hip thu céc electron, oxi don phan tir hay gdoc
supeoxide. Hoat khang oxi hoa cua melanin dwgc béo cdo & hau hét & cac nhém melanin tach tir cac
ngudn tu nhién nhu tai muc, dong vat, thuc vat hay melanin duoc tong hop bang phuong phap hoa hoc
[Yao Z.Y, 2016].
1.4.3.3. Kha ndang diéu hda hé thang mién dich cia melanin

C6 nhiéu nghién ciru chimg minh melanin ¢6 vai tro diéu hda hé théng mién dich caa co thé trén ca
mo hinh in vitro va in vivo. Trong d6, melanin dugc bao cao la cd vai tro trong viéc tang cuong kha nang
mién dich cua co thé. C6 nhiéu nghién ctiu cho thay kha nang diéu hoa mién dich cua melanin théng qua
trc ché hay kich thich cac cytokine tién viém (IL-1, IL-6, IL-11) hay cac cytokine (yéu té hoai tir khdi u
alpha (TNF-a), interleukin 6 (IL-6), yéu t6 tang trudng ndi mé mach méu (VEGF-A), bach ciu don nhan,
t6ng sb té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC) va trén dong té bao THP-1.
1.4.3.4. Tinh chdt bdo vé tranh tac hgi cia phong xa va khang si tang sinh khéi u cia melanin

Melanin c6 kha nang bao vé tranh tac hai caia phong xa, khang su ting sinh khéi u. C6 nhiéu nghién
ctru chitng minh kha nang hap phu tia UV ctiia melanin, va bao vé tiy xuwong trong qua trinh xa tri trén
mo hinh chu6t thi nghiém.

Kha ndng hap phu birc xa va bao vé té bao sau xa tri ung thuw

Ca hai loai eumelanin va pheomelanin déu ¢ kha niang hap phu photon tir tia cuc tim va céc tia sang
nhin thay trong quang pho mat troi. Melanin c6 kha ning bao vé da khoi su tin cong cua tia cuc tim.
Ngoai ra, melanin con c6 kha nang bao vé té bao tuy xwong sau xa tri bang tia gamma trén md hinh chuot
thi nghiém.

Hoat tinh khang su ting sinh té bao ung thuw

Mot s6 melanin tach chiét tir cac ngudn tu nhién hay tong hop c6 kha ning khang lai sy phat trién cua
c4c té bao ung thu budng trimg (Hela), ung thu da (Skmel-28), ung thu bach cau cap (Th1l).

1.4.4. Céac wng dung chinh ctia melanin co6 kich thwéc nano

Trong thoi gian gan day, melanin duoc biét dén 13 mot polymer sinh hoc ¢6 nhiéu hoat tinh sinh hoc
da dang. Dic tinh da chic ning va kha ning twong thich sinh hoc cia melanin da khién cho nhiéu nha
khoa hoc phat trién vat liéu & kich thudc nano bang cach mé phong cau tric hda hoc va dic tinh vat liéu
cua nd. Cac nghién ciru ndy phat trién vat liéu tir Dopamine (DA)- tién chét chinh trong qué trinh tong
hop melanin in vitro & kich thuéc nano. Bén canh cac dac tinh gidng melanin, cac dic tinh két dinh linh
loat cua melanin c¢6 ngudn gdc 13 polydopamine di mé rong thém kha nang wng dung trén linh vuc y
sinh va moi truong [Lee H, 2007], [Jihyo Park, 2019].
1.4.4.1 Mét vai ddc diém cua ki thudt ché tao hat nano trong nghién cizu va phat trién diroc pham

Cdng ngh¢ nano da dugc ung dung rong réi trong vai thap ky qua dac biét trong linh vuc y sinh, dugc
hoc va dong gop chinh cho doanh thu cua cac hé théng phan phéi thudc. Cac hat nano duoc tao ra bang
nhiéu phuong phap khac nhau. Cac hé nano di duoc sir dung trong van chuyén, phan phéi thude, diéu tri
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ung thu ciing nhu trong diéu tri cac loai bénh khac. Hé thdng phan phéi thudc c6 thé duoc st dung dé
van chuyén nhiéu loai thudc biét duoc nhu khang sinh, vacxin, van chuyén protein trong hé théng tuan
hoan va giai phong & vi tri dich. Cac phuong phap dé nano hoa cua hat vat liéu rat da dang va phong phd.
Céc dic tinh cua vat liéu va hoat chit duoc pham 1a khac nhau, do dé, cac phuong phap nano hoa duoc
str dung phu thudc rat 16n vao dic tinh va tinh chat cia chung. D6 c6 thé 1a nhimg tac dong vat ly hay
tac dong hda hoc hoic két hop ddng thoi nhiéu phuong phap dé kiém soat kich thudc cua hat trong gigi
han cho phép. Cac phuong phap vat 1y thuong duoc sir dung dé dwa hat vé kich thuéc nano bao gém
mai, nghién, ma sat, ting 4p suét, va dap hoic cit. Ngoai ra, cd thé ting do hoa tan cua hat bang tao hat
nano dudi dang huyén phu. Nhimg thay déi dwoc sir dung trong cdng nghé ché tao hat nano bao gom su
thay d6i pH cua dung dich, huéng hydrat (hydotropic), ddng két tinh (co-crystallization), ddng dung moi
(co-solvency), tao mudi (salt formation). Cac phuong phap nay nham gop phan giai quyét van dé thach
thirc trong nghién ctiru va phat trién thude 1a dic tinh kho hoa tan va tinh sinh kha dung kém caa nhiéu
hoat chat dugc pham.
1.4.3.2. Melanin ¢é kich thiréc nano téng hop nhan tao

Melanin ¢6 kich thudc nano thuong dugc tong hop nhan tao bang phuong phap hoa hoc va sir dung
tyrosinase 1am xuc tac. Cac enzyme nay chuyén hda cac tién chat tyrosine, dopamin (DA) thanh céc chat
trung gian DHI va axit 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic c¢é thé dugc polymer héa va tao thanh melanin
va cac hop chit ¢6 cau tric tuong ty voi melanin.
1.4.3.3. Tinh chdt khang viém va hap phu birc Xa ciia melanin ¢6 kich thiréc nano trong Xa tri ung thu

C6 mot vai nghién ciu vé kha nang khang viém va hap phu buc xa cia melanin ¢6 kich thuéc nano
trén mé hinh chudt. Trong cac nghién ciru nay, cac hat nano melanin dugc tao ra kich thude 15 nm dugc
tiém vao tinh mach va kiém tra sy phan b ctia melanin c6 kich thuéc nano trong tuy xwong. Két qua
nghién ciu cho thy viéc tiém melanin ¢ kich thudc nano vao tiy xwong lam giam doc tinh huyét hoc
va khéng ghi nhan hién tugng melanin c6 kha ning bao vé khdi u trong qua trinh xa tri trén mo hinh in
vivo [Schweitzer A. D, 2010].
1.4.3.4. Melanin cé kich thwéc nano 1a hé thang vén chuyén thude hudng dich

Trong thoi gian gan day, melanin d3 duoc dwa vé dang kich thudc nano dé ting cudng hoat tinh sinh
hoc ctia nd va ma ra cac tng dung & mang y sinh trong viéc 1am phuc hop van chuyén thudc biét duoc,
khang ung thu va bao vé té bao lanh sau xa tri.

Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQONG NGHIEN CUU
2.1.1. Té bao

Té bao ung thu phdi Murine Lewis 3LL (ATCC CRL-1642). Nguyén bao soi da chudt (NIH 3T3),
dong té bao c6 ngudn géc tir da ngudi keratynocyte (HaCaT) tir B mdn Sinh hoc té bao, Khoa Sinh hoc,
Truong Pai hoc Khoa hoc ty nhién, Pai hoc Qudc Gia Ha Noi va té bao noi mé (hUVEC) duoc nhan tir
Vién nghién ciru Té bao goc va Cong nghé Gen Vinmec, Tap doan Vingroup.
2.2.2 bong vat nghién ciu

Chuot thi nghiém (Swiss tring, 5 tuan tudi), duoc cung cap bai Vién Vé sinh Dich t& Trung wong
(NIHE; Ha Nai, Viét Nam). Chudt dugc nubi trong 1dng dat trong hé thong nuéi dong vat (Vién nghién
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ctru y duoc hoc quan sy, Hoc vién Quan Y) & nhiét d6 24 + 3 °C, 6 4m 55% va duoc cho an hai 1an mdi
ngay va kiém tra can ning 3-5 ngay/lan.

2.2. NGUYEN LIEU, HOA CHAT VA THIET BI

2.2.1. Hoa chat

Melanin (S6 CAS: 8049-97-6; Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) st dung cho nghién ctu in vivo,
melanin tach tur ti muc (oligo chinensis Gray) theo phuong phap duoc nghién ctu trude d6 [Cuong
A.M, 2018] va str dung cho nghién ctru in vitro, NaOH, NaCl, HCL, n-hexan, methanol, ethanol, diethyl
ether, H2S04, NH4OH (Trung Qudc), DMSO (Gibco, USA). Bém phosphate (PBS), huyét thanh thai bo
(FBS, Gibco, USA), cac loai méi trudng nudi cay bao gdm méi trusng DMEM 4,5 g/L glucose (Pan,
buc), méi truong DMEM 1,0 g/L glucose (Pan, Buc), RPMI (Pan, Btc) va EBM-2 (Endothelial Basal
Medium, Lonza, Switzerland). Thudc nhom trypan blue, penicillin/streptomycin (Gibco, USA), dém ly
giai hdng cau (ELB) (BD Biosciences, US), trichloroacetic acid (Sigma-Aldrich, USA), sunforhodamine
B (Sigma-Aldrich, USA), DAPI Staining solution (Abcam, Cambridge, UK).

Cac 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 tach ARN (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

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

Kit danh gia su gia hoa té bao (Senescence Cells Histochemical Staining Kit) (Sigma-Aldrich, Missouri,
USA).

EGM-2 SingleQuot Kit (Endothelial cell growth medium-2), Sigma, USA.

Kit danh gia kha nang tao mach (Angiogenesis Assay Kit) Abcam, USA.

2.2.2. Thiét bi nghién ciu

- Hé théng phong nudi cay té bao dong vat (Khoa sinh hoc, Pai hoc Khoa hoc ty nhién, PHQG Ha
Noi). Hé thong phong nudi dong vat cho nghién ctu (Vién nghién ciru Y dugc hoc, Hoc vién Quan Y).

- Hé thong may chiéu xa Precise Digital Accelerator 152377 (ELEKTA, Stockholm, Sweden) cua
bénh vién trung wong quan doi 103.

- Kinh hién vi dién tir quét (Scanning Electron Microscope) NANOSEM 450 (SEM) (FEI, Hillsboro,
OR, USA), May do phd hdng ngoai FTIR (IRAffinity-1S, SHIMADZU, Kyoto, Nhat Ban).

- Hé thong may phan tich té bao theo dong chay Fact Canto Il va hé théng may phan tich té bao theo
dong chay Fact lysic (BD Biosciences, USA).

- Hé thong may Realtime PCR LightCycler® 96 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Dirc), Hé
thdng méy Realtime PCR 7500 (Applied Biosystems, USA).

- Mot s6 thiét bi khac: may khudy tir, may siéu am, may do pH (Hanna, Y), méy ly tim lanh (Sigma,
USA), hé thong dién di ngang, dién di dimg (Thermo, USA), May PCR (Thermo, USA), may phan tich
thanh phan cia mau (Synmex, Nhat Ban), 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 tur phat huynh quang, kinh
hién vi quang hoc (Olimpus, Trung Qudc), pipet man, pipet da kénh (Eppendoft, Dirc), may soi gel
(Trung Quée).

2.3. CAC PHUONG PHAP, KI THUAT BPUGC SU DUNG TRONG NGHIEN CUU
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2.3.1. Nhém phwong phép ché tao hat nano melanin va xac dinh dic tinh caa hat
2.3.1.1. Phirong phdp ché tao hat nano melanin

Str dung alkaline dé phan cit melanin vé kich thuéc nano va xac dinh ham luong melanin c6 kich
thuéc nano bang phuong phap do quang phd ¢ budc séng 475 nm theo nghién ctru da cong bd trude do
[Hu D.N, 2008].
2.3.1.2. Cac phwong phap xdc dinh dac tinh cua vt liéu

Phuong phép chup anh bang kinh hién vi dién tir (Nano-SEM) dé xac dinh hinh théi va kich thuéc
cua vat liéu

Phuong phap do phd hong ngoai FTIR xac dinh cac nhom chirc nang hoa hoc cua vt lidu

Phuong phép tan xa laser duoc ap dung dé do kich thude va do phan tan cua vat liéu
2.3.2. Nhém phuwong phap nghién ciru sir dung trén mé hinh in vitro
2.3.2.1. Nudi cdy té bao

Dong té bao nguyén bao soi cua da chudt NIH 3T3, té bao da thuong HaCaT duogc hoat hoa trong
mai truong DMEM high va low glucose. Té bao ndi mé hUVEC dugc nudi trong méi trudng EBM-2.
Té bao ung thu phdi chudt 3LL (ATCC) duoc nudi trong mdi truong RPMI. Céc dong té bao phat trién
trong cac moi trudng c6 bo sung thém 10% FBS (Fetal Bovine Serum), 1% penicillin/streptomycin, va
1 & nhiét do 37 °C trong ta 6n nhiét c6 cung cap 5% COx.
2.3.2.2. Phuong phdp danh gia déc tinh cia thugc trén té bao

Pac tinh té bao cua melanin ¢6 kich thudc nano trén té bao duge xac dinh bang phuong phap nhudém
Sulforhodamine B (SRB) (Sigma-Aldrich) va da dugc mo ta trude day [Orellana E.A, 2016].
2.3.2.3. Phirong phdp chiéu xa trén té bao

Phuong phap chiéu xa trén té bao duogc thuc hién theo phuong phap da duoc mé ta trong bai bao
trude day [Nikzad S, 2013].
2.3.2.4. Phuong phdp danh gid té bao song s6t sau chiéu xa

Xac dinh ty 18 té bao séng bang phuong phap nhudm tim tinh thé duwoc mé ta theo nghién ciru trudc
day [Feoktistova M., 2016].
2.3.2.5. Phuwong phap danh gia qua trinh lanh thuong (wound healing)

Phuong phép dénh gia qua trinh di chuyén cta té bao ndi mé duogc thuc hién theo cong b trude d6
[Martinotti S, 2019].
2.3.2.6. Phuong phdp danh gid kha ndng gia héa té bao (senescence cells)

Ti 18 té bao 140 hoa trong quan thé t& baio hUVECs & dugc danh gia theo chi dan ciia hing san xuét
kit danh gi4 ty 1¢ gia hoa té bao Senescence Cells Histochemical Staining Kit (Sigma-Aldrich, Missouri,
USA).
2.3.2.7. Phuong phap danh gia su tac dong 1€n qua trinh hinh thanh mgch méu cua melanin co kich
thudc nano

Phuong phép danh gia qua trinh hinh thanh mach dugc thyc hién theo cong b trudc d6 [Arnaoutova
1, 2010].
2.3.2.8. Phan tich apoptosis trén hé thong FACS Canto |1

10



Khéng thé khang Annexin V gin véi tac nhan phat huynh quang FITC va chat nhuém nhan té bao PI
duoc str dung dé kiém tra ti 18 té bao chét theo chuong trinh trong quan thé té bao. Phuong phéap xac dinh
ty 1¢ té bao chét theo chuong trinh dwoc thuc hién theo phuwong phap di dugc md ta trong nghién ciru
trudc day [Schutte B, 1998].
2.3.2.9. Phwong phdp dinh lrong mire d3 biéu hién cia cdc gen lién quan dén con dwong appotosis va
khang oxi hda cua té bao va danh gid mire dé biéu hién gen VEGF-A lién quan dén kha ndng itc ché tao
mach.

Té bao sau khi chiéu xa duoc thu mau va st dung kit tach RNA téng sb do hang Thermor Scientific,
Waltham, MA, USA cung cdp. Sau d6, cDNA duoc téng hop tir ARN tong s6 nho phan @ng phién ma
nguoc theo phuong phép duoc cung cap bai kit tong hop cDNA cuia hdng Thermo Scientific, Singapore.
Tiép theo, sé luong ban sao cua cac gen lién quan dén cac con duong apoptosis hay khang oxi hda cua
té bao (TNF-a, Bax, caspase -3/1SOD1/VEGFA) duoc dinh lugng bai ki thuat Realtime-PCR véi gen noi
chung la g-actin.

Bang 2.1: Trinh ty cua cac cap mdi cia cac gen cia nguoi duoc sir dung

Tén cac cap moi Trinh ty (5°-3) Ngudn géc
Human--Actin (F) GAGTACAGAGCCTCGCCTAT Ty thiét ké
Human--Actin (R) TTAAGCCGGCCTTGCACATG Tu 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 ké

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- R

AGGAGGAGGGCAGAATCATCAC

[Schlegel C, 2012]

Human- VEGF-A-R

ATGTCCACCAGGGTCTCGATTG

[Schlegel C, 2012]

2.3.3. Nhom phwong phap nghién ciru st dung trén mé hinh in vivo

2.3.3.1. Phuong phdp danh gia déc tinh cap cua hat melanin ¢é kich thwéc nano trén chugt thi nghiém
Do tinh cép cua melanin ¢ kich thudc nano trén chudt thi nghiém dugc thyc hién theo hudng dan

thir nghiém tién 1am sang va 1am sang thubc dong y, thude tir dugc liéu (ban hanh kém theo Quyét dinh

s6 141/QD-K2PT ngay 27/10/2015), BO Y té.

2.3.3.2. Phuong phdp tao khéi U rdn trén chugt thi nghiém
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Té bao ung thu phdi Murine lewis 3LL, & ndng d6 5 x 106 té bao/150 pL trong dém photphat (PBS),
duoc tiém dudi da lung cua chudt dé tao khdi u. Khi cac khdi u da hinh thanh, quan sat va do kich thudc
3 ngay 1 lan. 10 ngay sau khi tiém cac té bao ung thu dudi da, cac khdi u duoc hinh thanh dat kich thudc
thich hop khoang 500 mm?® (10 x 10 x 5 mm?3), chuét duoc diéu tri biang melanin c¢6 kich thudc nano va
chiéu xa bang tia X.
2.3.3.3. Phirong phdp xa tri toan than diéu trj chugt mang khai u

Chuét dugc phan bd thanh bén nhém (n = 5, mdi nhom) nhu sau: nhém 1 (NIL), 1a nhém d6i chitng
sinh hoc, khdng gay khéi u va khong diéu tri bang melanin c6 kich thudc nano hoic buc xa tia X; nhém
2 (NC), nhém chudt mang khéi u khong duogc diéu tri bﬁng melanin c6 kich thudc nano va bic xa tia X;
nhom 3 (IR), nhém chudt mang khéi u chi duoc diéu tri bang buc xa tia X; va nhém 4 (IR + Mel), nhém
chuot mang khéi u duoc diéu tri két hop gitra melanin cé kich thudc nano va tia X. Cac nhom chuot
mang khéi u duoc diéu tri véi mot lidu duy nhat 6,0 Gy vai toc d6 phat xa lidu cao (HDR) 1,0 Gy/phut
str dung may phat xa gia toc 152377 (ELEKTA, Stockholm, Thuy Dién) tai Bénh vién Quan y 103. Chuot
dugc tiém theo duong phlic mac véi nong d6 melanin co kich thuéc nano (40 mg/kg) 4 gio trude thoi
diém chiéu xa tia X. 48 giod sau chiéu xa, chudt dugc tiém bo sung 01 liéu melanin ¢6 kich thuéc nano.
Chuét dugc thu mau sau 15 ngay chiéu xa.
2.3.3.4. Phan tich mizc dg biéu hién gen trong mé khai u va md lach bang realtime per

RNA tong sé dugc tach tir cac mo co quan cua chudt bang céch st dung kit tich ARN GeneJET RNA
Purification (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) theo huéng dan cua nha san xuat. Sau d6, cDNA
duogc téng hop tir RNA tong s6 bang enzyme phién ma nguoc, theo quy trinh duoc cung cap véi Bo tong
hop cDNA RevertAid First Strand (Thermo Scientific, Singapore). Phan tng Realtime (RT-PCR) duoc
thyc hién trén may Realtime PCR LightCycler® 96 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Buc). Muc
d6 biéu hién cua ban sao TNF-¢, IL-2, Bax va Caspase-3 ¢ cac md duoc xac dinh théng qua mdi tuong
quan véi murc d6 biéu hién ban sao cua cac gen noi chang S-actin (d6i véi cac mau khéi u) hozdc
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) cho mau lach.

Bang 2.2 Trinh tu cua cac cap moi ciia cac gen caa chudt nghién cau

Tén cac cap moi Trinh tw (5’ - 3") Nguén géc

mouse TNF-o (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]
mouse Caspase-3 (F) | CCTCAGAGAGACATTCATGG [Mukhopadhyay R, 2018]
mouse Caspase-3 (R) | GCAGTAGTCGCCTCTGAAGA [Mukhopadhyay R, 2018]
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Tén cac cap moi Trinh ty (5’ - 3') Nguén gbc

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

mouse Bax (R) CCACAAAGATGGTCACTGTC [Mukhopadhyay R, 2018]

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

mouse GAPDH (R) CCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC [Guha P, 2018]
mouse f-actin (F) CGGTTCCGATGCCCTGAGGCTCTT |[ltou D, 2015]
mouse f-actin (R) CGTCACACTTCATGATGGAATTGA |[ltou D, 2015]

2.3.3.5. Phan tich té bao lach cuia chugt bang ki thugt phan tich té bao theo dong chay (flow cytometry)
trén hé thong FASC Lysis

Céc 14 lach duoc thu thap ngay sau khi giét chudt va rira bang PBS ba lan. Cac mau lach (50 mg)
dugc cho vao 2 mL PBS va dung diia thiy tinh nghién nhe dé tao ra dung dich dong nhét, sau d6 mau
duoc loc qua mang c6 kich thuéc 16 70 um. Dich loc sau d6 dugc ly tdm & 1500 vong/phuit trong 5 phut
& 4 °C. Sir dung cac maker anti-CD19-PE, anti-CD11c-FITC va anti-CD3-PE dé xac dinh cac quan thé
té bao B, T, té bao tua trong 14 lach theo chi dan caa nha san xuét (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA) va duoc do bang hé théng FACS lysis.
2.3.3.6. Phan tich mé hoc

Phuong phép duoc thyc hién theo hudng dan cach nhuém mau mé biang hematoxylin and eosin cua
nha san xuat (Leica, D).
2.3.3.7. Phan tich thanh phdn té bao mau tong sé va thanh phan héa sinh ciza mau

Puoc thyc hién bang may do chi s6 mau tong sé va thanh phan hda sinh ciia méau cta chudt (Sysmex,
Nhat Ban) tai Trung tdm nghién ctru dong vat, Hoc vién Quan y.

2.4. PHAN TiCH THONG KE VA GIAY PHEP THUC HIEN NGHIEN CUU TREN BDONG VAT

S6 liéu duoc thu thap va xu ly bang phan mém Excel, Grap Path, cac két qua nghién ciu duoc lap
lai 03 1an. Sy khéc biét gitra cac nhém nghién ciru duoc xem xét ¢ ¥ nghia thdng ké khi gia tri p<0,05
duogc xac dinh bang Student T-test va Anova.

Tat ca cac quy trinh lién quan dén dong vat duoc tién hanh theo Nguyén tic cham séc dong vat trong
Phong thi nghiém (NIH). Céc thi nghiém trén dong vat trong nghién ciru nay da dugc hoi dong dao duc
trong nghién ctu Y sinh caa Hoc vién Quan y phé duyét cho Dy an c6 ma sé 108.02-2017.07 do Qu§y
Phat trién Khoa hoc va Cong nghé Quéc gia (NAFOSTED) tai trg. Ma s6 phé duyét: IACUC-025/18.

Chuwong 3. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. TAO HAT MELANIN CO KiCH THUGC NANO
3.1.1. Panh gia ciu tric bé mat va thanh phan cac nhém chitc hda hoc ciia melanin

Melanin 12 nhém sic t6 mau den c6 ciu tao phan tir dudi dang polymer sinh hoc. Véi su hd trg caa
kinh hién vi dién tir quét NanoSEM 450 dd quan sat thay cau tric bé mat cua melanin véi céc tiéu cau
trdc nano trén bé mat nam xen k& nhau. Phd hong ngoai xa FTIR cua melanin d3 xac dinh thanh phan
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cac nhém chic hoa hoc trén bé mat cua vat liéu bao gom nhém hydroxyl (-OH), cacbonyl (-CO-),
cacboxyl (-COO-).
3.1.2. Khao sat kha ning hoa tan cia melanin trong mét sé dung moi

Melanin duoc khao sat kha nang hoa tan trong mot sb loai dung moi nhu nudc, methanol, n-hexan,
H.SO04 dic, HCL dic, DMSO, NaOH, NH4OH, H20,. Két qua nghién ctiu cho thiy melanin hau nhu
khdng tan & phan 16n cac dung madi trén va chi tan duoc mot phan nho trong méi trudng kiém 12 NaOH,
NH4OH.
3.1.3. Khao sat sw anh hwéng cia nong dd alkaline 1én ham lwong hat melanin cé kich thwéc nano
trong dung dich

Ham lugng melanin c6 kich thudc nano dugc tao ra phu thugc vao né)ng do kiém (NaOH, NH40OH)
st dung. Khi ting nong d6 kiém, ham lugng melanin ¢6 kich thudc nano duoc tao ra ciing ting 1én. Trong
dung dich NaOH, ham luong melanin c6 kich thuéc nano nhiéu dang ké so véi trong dung dich NH4OH
& cing mot nong d6. Ham lwong melanin ¢6 kich thuéc nano & trong dung dich NaOH & ndng d6 0,1;
0,2; 0,3; 0,4 gap 1,1; 2; 3; 5 lan twong (g so vai trong dung dich NH4OH.
3.1.4. Khao sat sy anh hwéng cia nhiét dé dén mirc @ tao thanh hat melanin c6 kich thwéc nano

Nhiét 6 1a mot trong nhitng yéu t6 anh huong dén kha ning tao hat cia melanin c6 kich thuéc nano.
Khao sat kha ning tao hat melanin c6 kich thuéc nano & nhiéu mic nhiét dé khac nhau bao gom 4 °C,
37 9C, 60 °C, 100 °C. Két qua nghién ciru chi ra sy phu thugc vao nhiét do dén kha ning tao thanh hat
melanin c6 kich thudc nano trong méi trudng NH4OH. D4i véi méi trudng NaOH, két qua khao st ciing
tuong tu nhu & moi trudng NH4OH.
3.1.5. Khao sét su anh hwéng caa tée dd khuay tir ddi véi kha ning hinh thanh hat melanin cé kich
thwéc nano

Téc do khuay tir trong qué trinh tao hat melanin c6 kich thuéc nano 1a mot trong cac diéu kién anh
hudng dén ham lwong melanin ¢6 kich thudc nano duoc tao ra. O hai méi trudong NH4OH va NaOH, téc
d6 khay tir c6 anh huong rd rét dén thoi gian dat ham lwong cuc dai va mie do tao hat melanin c6 kich
thudc nano. Kha ning tao hat melanin c¢6 kich thuéc nano duoc khao sét ¢ 4 toc do khudy tir khac nhau
bao gom 0, 100, 200, 400 (rpm/phdt).
3.1.6. Khao sat kich thwéc hat melanin co kich thwéc nano dwoc tao nén trong méi treong NaOH

O toc do khudy tir 200 rpm/phdt va nhiét d6 37°C, kich thudc trung binh caa hat melanin cé kich
thudc nano duoc khao sat trong cac moi truong NH2sOH va NaOH & cac nong do thir nghiém khéc nhau
duoc bang may do nanosize. Kich thugc trung binh ciia hat melanin c¢6 kich thuéc nano trong NH4OH
va NaOH véi nong d6 0,1 N; 0,5 N; 1 N va 3 N nhu bang 3.2.

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

Nong do NaOH NH:OH

0.1N 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

3.1.7. Khao sat nhirng dic diém cia hat melanin c6 kich thwéc nano trong méi trwong NaOH
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Tir cac nghién ctru trude d6 cho thay, NaOH 1a méi truong ¢6 kha ning tao hat melanin c¢6 kich thuéc
nano nhiéu hon vé mit ham lwong trong ciing mot thoi gian thir nghiém va cing ndng do so véi moi
truong NH4OH. Do d6, NaOH dugc sir dung 1am méi trudmg dé phan cat melanin va tiép tuc khao sat
nhitng dic trung ciia melanin c6 kich thudc nano trong méi trudng ndy bao gdm hinh thai, phd FTIR cua
vat liéu.

Cdc dic tring vé hinh thai va cac nhom chizc hoa hoc trén bé mat ciia melanin ¢6 kich thiréc nano
dwpe xdc dinh béi kinh hién vi dién tir SEM va do phé hong ngogi FTIR.

O hinh 3.7 véi d6 phong dai 25.000 1an va 50.000 lan cho thay hinh anh vi md caa melanin c6 kich
thudc nano bao gdbm céc cau tric hat, roi rac. Phd hong ngoai ctiia melanin c6 kich thudc nano ¢ cac
nhém chirc bé mat bao gdm nhom OH, COOH, CO, tuong ddng véi cau tric phd FTIR melanin.

t 1 1 38440

)

]
D4 0
0041

Hinh 3.7 Melanin cé kich thuée nano dwdi d¢ phong dai 25.000X (A); 50.000X (B) cua kinh hién vi dién
tir quét SEM; Phé FTIR ciia melanin ¢ kich thuéc nano (C).
3.2. KHAO SAT KHA NANG BAO VE TE BAO DUOI TAC PONG CUA TIA X
3.2.1. Su tac dong ciia melanin cé kich thwéc nano Ién chire ning sinh ly cia té bao
3.2.1.1. Hogt hda cac dong té bao nghién cizu

Nghién ctru sir dung dong té bao nguyén bao soi (NIH 3T3), dong té bao keratinocyte (HaCaT), dong
té bao noi md (hUVEC), va dong té bao ung thu phdi (3LL). Cac dong té bao duoc bao quan trong nito
long & nhiét d6 -196 °C. Sau d6, té bao duoc hoat hoa va ting sinh trong cac méi trudng nudi cay phu
hop truéc khi tién hanh cac thir nghigm.
3.2.1.2. Béc tinh ciia melanin ¢é kich thidéc nano trén dong té bao NIH 3T3 va HaCaT va hUVEC

Sau khi hoat hda thanh cong dong té bao NIH 3T3 va HaCaT, va hUVEC, cac té bao duoc gieo vao
dia 96 giéng véi mat do 1an luot 3000, 4000 té bao/giéng, va 3000 té bao/giéng dé tién hanh nghién ciru
thir nghiém doc tinh té bao bai melanin ¢6 kich thuéc nano. Tién hanh bé sung melanin c6 kich thudc
nano & cac nong do khac nhau 0, 3, 6, 12, 25, 50, 100 (ng/mL) vao céac giéng. Pi ching duong duogc st
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dung la palitacel. Gia tri ICso ciia melanin c6 kich thuéc nano trén dong té bao NIH 3T3 va HaCaT lan
lwot 14 53 va 39 (ug/mL). O té bao hUVEC, két qua cho thiy khong xac dinh duoc gié tri 1C 50 cua
melanin c6 kich thudc nano & dai nong do <100 (ug/mL).

3.2.1.3. Khdo sét sir dnh huong ciia melanin c¢é kich thuwéc nano |én khd ndng hinh thanh mach mau ¢ té
bao ngi mo

Té bao noi moé duoc nudi cdy cd bd sung hoat chat tao mach (Extracellular Matrix Solution) duoc
st dung 1am mé hinh dé thir nghiém sy anh huéng cua melanin c6 kich thuéc nano 1&n kha ning tao
mach. B sung melanin c6 kich thuéc nano & cac ndng do 25, 50 (ug/mL) vao cac giéng va quan sét su
anh huéng cia melanin c¢6 kich thuéc nano 18n qué trinh tao mach. O giéng duoc bd sung melanin c6
kich thudc nano ¢ ndng d6 50 (ug/mL), tong chiéu dai cua mach dwoc tao bang 0,47 1an so véi ddi ching
(p<0,001) va bang 0,52 1an so véi tong chiéu dai cia mach dugc bo sung melanin c6 kich thudc nano
Vi ndng d6 25 (ug/mL) (p<0,01).
3.2.1.4. Sir tdc ddng Ciia melanin cé kich thiréc nano 18n mize dg biéu hién cua gen VEGF-A ¢ té bao
ngi mo

Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) la mét protein dugc ma hda bai gen VEGF-A va cé
nhiéu vai trd trong hoat dong séng caa té bao. Trong qué trinh tao mach, VEGF-A 1a mot protein dong
vai trd then chét quyét dinh sy hinh thanh mach. Két qua nghién cau cho thay, khi khdng chiéu xa, &
giéng dugc bd sung melanin o kich thude nano (25 pg/mL), mirc d6 biéu hién cia gen ma héa VEGF-
A bi giam xudng gan 3 1an so véi dbi chiang (p<0,01). Mat khéc, khi chiéu xa & liéu cao (3 Gy, 5 Gy), &
té bao hUVEC, mtrc do biéu hién cua gen ma hda VEGF-A rat thap. Khi d6, mirc d6 biéu hién gen VEGF-
A & céc giéng duoc bd sung melanin c6 kich thudc nano va khong dugc bd sung melanin 6 kich thudc
nano, déu khong co su khac biét c6 y nghia théng ké.
3.2.1.5. Nghién citu khd ndng tdc déng ciia melanin c6 kich thwéc nano 1én sy di chuyén cia té bao
(wound healing)

Két qua khao sat sy anh huong cia melanin ¢ kich thudc nano 18n kha niang di chuyén cua té bao
trong qua trinh lién vét thuong trén dong té bao noi md. Melanin ¢o kich thudc nano & ndng do cao tc
ché sy di chuyén cua cac té bao noi md. Sau 72 h, hiéu qua lién vét thuong & cc giéng dbi ching, giéng
b sung melanin c6 kich thudc nano 75 pg/mL va 50 pg/mL, 25 pg/mL chiém lan luot 95%, 60%, 84%,
va 89%. Su khéc biét gitta kha nang di chuyén cua té bao ¢ giéng ddi chiing va giéng duoc bd sung
melanin c6 kich thudc nano (75 pg/mL) c6 ¥ nghia thdng ké (p<0,01).
3.2.1.6. Nghién citu kha ning anh hwéng ciia melanin ¢6 kich thwéc nano Ién su 140 hoa cia té bao
néi mo

Kha ning gay ldo héa té bao noi md ciia melanin c¢6 kich thude nano dugc thir nghiém. Céc giéng té
bao dugc i véi melanin ¢ kich thude nano & mic lidu 25 va 50 (ug/mL).

Ty 1& trung binh c4c cua cac té bao thoai hda trong quan thé té bao hUVEC ¢ céc giéng ddi ching sinh
hoc, d6i chitng dung méi va & cac giéng duoc bo sung melanin c6 kich thudc nano & nong d6 25 pg/mlLva
50 pug/mL I4n luot 12 0,510 + 0,051; 0,522 + 0,094; 0,541 + 0,068; 0,512 + 0,038 (%). Théng ké sw khac
biét giira cac nhém nghién ciru cho thay gié tri p=0,2418 > 0,05. Do d6 khong c6 su khéc biét giira cac
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nhom duoc bd sung melanin ¢ kich thuéc nano va déi ching. Do vay, melanin c6 kich thuéc nano &
muc liéu < 50 pg/mL, khong gy 130 hoa 1én cac t& bao noi ma.

3.2.2. Khio sat higu qua bao vé té bao trwéc sy anh huéng béi tia X ciia melanin ¢é kich thwéc
nano trén mé hinh in vitro

Té bao keratinocytes (HaCaT), nguyén bao soi da chudt (NIH 3T3) va noi mé (hUVEC) duoc hoat
hoa va stir dung lam mo hinh in vitro cho thi nghiém khao sat kha nang bao vé tia xa (X-ray) cta melanin
c6 kich thude nano.
3.2.2.1. Anh hwong cua liéu chiéu xa |18n kha nédng séng sot cia cac té bao.

O muc lidu chiéu xa < 2Gy, ty 1é té bao con sdng s6t chiém khoang 90%, khong c6 nhiéu su khac
biét so voi dbi chimg. Tuy nhién, khi ting muc liéu chiéu xa, ty 1& té bao song giam di nhanh chéng va
gan nhu chét hoan toan & mac 10 Gy. O muc liéu chiéu xa 3 Gy, 5 Gy, 7 Gy, ty I¢ té bao sbng sot so Voi
d6i chung ¢ dong té bao HaCaT lan luot 14 80, 20, 8 (%). Pi vai dong té bao NIH 3T3, ty Ié té bao
séng sot so voi ddi ching twong tng 62, 21,10 (%). Trén dong hUVEC, ty 1é nay lan luot 12 88, 57, 46
(%). Khi tang liéu chiéu xa 1&n 10 Gy, ty I¢& té bao séng s6t & ca 3 dong té bao 1a khong déng ké.
3.2.2.2. Tac dung bdo vé té bao cia melanin cé kich thiede nano dwdi diéu kién chiéu xa

Khao sat ty 1¢ song sot cua té bao sau chiéu xa dudi sy cd mat c6 va khdng c6 bd sung melanin c6
kich thudc nano truge khi chiéu xa. Khi dugc bd sung melanin c¢6 kich thugc nano (10 ug/mL) & dong
té bao HaCaT, thay co su ting nhe ty Ié té bao song khoang 10% sau khi chiéu xa va khéng co su thay
doi ty 18 nay & dong té bao NIH 3T3. O dong té bao noi mo, melanin cé kich thudc nano 1am giam nhe
ty & sdng sot cua té bao noi ma.
3.2.2.3 Phan tich sir thay déi ddu dn phan tir lién quan dén qué trinh apoptosis va khang oxi hoa cua té
bao duwdi tac dung ciia melanin ¢6 kich thwdéc nano trong diéu kién chiéu xa

Ning luong cua tia xa tac dong I1&n té bao va giét té bao theo cac co ché khac nhau. Khi chiéu xa &
lidu cao qué trinh chét té bao dién ra nhanh chéng. Trong truong hop dé, tia xa mang nang lugng I6n,
tac dong tryuc tiép 1én té bao, gay dut gdy DNA khong thé phuc hdi va chét té bao.

a. Phan tich su thay doi mire d@é biéu hién cua cac gen cia gen BAX duwdi tac dung cua tia xa

Két qua nghién ctu chi ra xu huéng ting murc d6 biéu hién cua gen BAX khi ting mirc do chiéu xa
& nhom khong duogc diéu tri (IR) va ca & nhom duoc diéu tri boi melanin c6 kich thuée nano (IR+Mel).
O té bao HaCaT, két qua nghién cttu cho thay c6 su giam muc do biéu hién gen BAX & nhom IR+Mel
boi melanin c6 kich thudc nano so véi nhém IR & mic lidu chiéu xa 3 Gy va 5 Gy lan luot 1a 1,1 va 1,2
lan (p<0,001).

b. Phan tich si thay doi mike dg biéu hién cuia gen TNF-a dudi su tic déng cua chiéu xa va melanin co
kich thuoc nano

Két qua nghién ciu cho thiy khuynh huéng ting 1én mirc do biéu hién cua gen ma héa TNF-a dudi
tac dong cua nang lugng Xa tri & muc lidu chiéu xa khac nhau 1a 3 Gy va 5 Gy. O nhém IR, khi xa tri
mtc lidu chiéu xa 3 Gy va 5 Gy, mtic d6 biéu hién gen TNF-« ting 1én 2,4 va 2,5 1an so v&i nhoém doi
chung (p<0,01). O nhém duoc diéu tri boi melanin c6 kich thudc nano, mac do biéu hién cia gen ma
hoa TNF-a bi giam rd rét & muc liéu chiéu xa 3 Gy, 5 Gy lan luot 1a 1,9 (p<0,01) va 1,1 (p<0,05) so Vi
nhém IR.
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c. Phan tich si thay déi mire dé biéu hién cia gen Caspase-3 durdi sir tac dong cua chiéu xa va melanin
c0 kich thuoéc nano

Chiéu xa gay ra hoat hda gen ma hoa Caspase-3 va tang mirc d biéu hién khi tang lidu chiéu xa. Két
qua cho thdy murc d6 biéu hién Caspase-3 & nhém khong bé sung melanin ¢ kich thuéc nano & muc
liéu chiéu xa 3 Gy 12 1.9 1an va 5 Gy 1a 3,1 1an so v&i nhdm chimg. Khi dugc b sung melanin c6 kich
thudc nano, mue do biéu hién ting 1,15 ¢ 3 Gy va 2,07 1an ¢ 5 Gy so véi nhém ching.

d. Phan tich su thay déi mire do biéu hién cia gen SODI duéi sur tdc dong cua chiéu xg va melanin c6
kich thuéc nano

Két qua nghién ctru chi ra ning luong cua tia xa lam ting muc do biéu hién gen ma hoa enzyme
SOD1 & muc liéu chiéu xa 3 Gy. SOD1 1a enzyme c6 vai trd quan trong trong qué trinh khang lai qué
trinh stress oxi hoa xay ra bén trong té bao. O nhom duge diéu tri boi melanin c¢é kich thudc nano, muic
do tang biéu hién cuia gen ma héa enzyme SOD1 ¢6 ¥ nghia thong ké (p<0,05) so véi nhom khong duoc
diéu tri.

e. Sur tdc dong ciia melanin cé kich thieéc nano véi qud trinh chét theo chirong trinh (apoptosis) cia té
bao keratinocytes sau Xa tri

Két qua phan tich té bao dong chay (flow cytometry) cua té bao HaCat sau 2 ngay chiéu xa chi ra ty
I té bao chét hoai tir ting dang ké theo cuong do cua liéu chiéu xa. Ty ¢ té bao chét hoai tir & 3 Gy va
5 Gy lan luot 12 6,42% va 11,03% va gap 4,06 va 6,98 lan so véi dbi chimng (p<0,05; p<0,001). G nhom
duogc diéu tri bai melanin c¢6 kich thudc nano, ty 18 té bao chét giam di dang ké so voi nhom khong duoc
diéu tri. Bac biét o lidu chiéu xa 3 Gy, ty 1¢ té bao chét hoat tir ¢a giam xubng 0,53% (p<0,0001) SO V&i
nhom IR.

Tuong tu, ty I té bao chét theo chuwong trinh ctia nhom duoc diéu tri ¢ 3 Gy it hon so véi nhém khong
duogc diéu tri vai su khéc biét c6 ¥ nghia thdng ké p<0,01. Tuy nhién, & 5 Gy, ty 1 nay khéng c6 su khac
biét nao dang ké. Ty I¢ té bao apoptosis sém giita hai nhém duoc bo sung melanin ¢é kich thuéc nano
va khong b sung melanin c6 kich thuéc nano chi co ¥ nghia théng ké & mic liéu chiéu xa 3 Gy (p<0,001)
Vai ty 18 té bao khoang 2% & nhém (IR) va 0,34% & nhém IR +Mel.

3.3. KHAO SAT KHA NANG BAO VE CUA MELANIN CO KiCH THUGC NANO POl VOI
CHUOT MANG KHOI UNG THU TRUGC TAC PONG CUA TIA X.

3.3.1. Thir nghiém déc tinh cap cia hat melanin ¢é kich thuéc nano va khao sét liéu chiéu xa gay
chét trén chuat.

Két qua cho thay & mirc lidu < 60 mg/kg khong gay c6 hién twong bat thuong sau duoc tiém melanin
c6 kich thudc nano. Chuét van dong nhanh nhen, tinh trang sic khoe binh thuong. G mic liéu cao hon
80mg/kg, nhém chudt duoc tiém melanin ¢o kich thudc nano ¢6 su suy giam vé mirc do van dong. Chudt
an uéng kém.

Két hop vai két qua thir nghiém doc tinh ¢ ¢ dai lidu tir 5-80 mg/kg cia melanin c6 kich thudc nano,
ching t6i lya chon mirc lidu 40 mg/kg dé tién hanh cac nghién cau tiép theo.

Chung t6i ciing ddng thoi khao sat muc liéu chiéu xa gy chét trén chudt nhat tring.

Cac nhém chudt duoc chiéu xa tia X ¢ muc lidu 4, 5, 6, 7 Gy véi toe do phat xa & muc cao 1 Gy/phlit.
Cac nhém chudt duogc theo ddi 20 ngay sau khi chiéu liéu duy nhat voi dai lidu trén. Két qua cho thay ¢
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muc 4, 5, 6 Gy khdng gay chét & cac nhom chudt sau 20 ngay chiéu xa. & muc liéu cao nhat 7 Gy, 7 ngay
sau chiéu xa c6 khoang 30% s6 chudt trong nhém bi chét. Do dé, ching toi lya chon lidu chiéu 6 Gy
cho cac nghién ciu tiép theo.

3.3.2. Tao khéi u & chudt nhit tring bang té bao ung thw phdi chudt (3LL)

Chuot dugc gay u ¢ vi tri lung khi tiém tryc tiép 0,2 mL dung dich té bao ung thu phdi chudt véi
nong d6 10° té bao/1 mL. Sau 3 ngay xuat hién khéi u va kiém tra sé lugng chudt gay u thanh cong. Khbi
u dan phét trién theo thoi gian va duoc do kich thude véi chu Ky tir 3 dén 5 ngay. Sau 3 ngay, ¢ 16/40
(chiém ty 18 40%) con chudt ¢ xuat hién khdi U. Sau 7 ngay, c6 36/ 40 (chiém 90%) con chudt xuat
hién khoi u.

3.3.3. Tinh trang toan than cac nhom chugt trong qua trinh lam thi nghiém

Tinh trang sic khoe toan than cua chudt bao gom kha niang van dong, dap ang véi tac nhan kich
thich, kha nang tiéu hoa thirc an dugc theo dbi trong qua trinh nghién cau.
3.3.4. Trong lugng co thé ciia cac nhom chudt dwec nghién ciéu

O thoi diém ban dau, khéi lugng chudt gitra cac nhom twong dwong nhau. Su khéc biét giita cac nhom
khong ¢ ¥ nghia théng ké p>0,05.Sau 25 ngay, su phat trién khéi luong trung binh caa chudt trong qué
trinh trién khai nghién cau c6 su khac biét (p<0,05) & cac nhém chudt duoc chiéu xa va khong duoc
chiéu xa. Két qua nghién ciru cho thay, khéi lwong chudt & nhom NIL, NC, IR, IR+Mel dat gia tri trung
binh lan luot 1453 £ 0,7, 44 +0,5, 37 va 33 (g) sau 25 ngay trién khai nghién ctu.

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

Thé tich khdi u caa chudt duoc theo ddi sau 3-5 ngay/1 lan dé kiém tra qua trong toan b qua trinh
nghién cuu
3.3.6. Phan tich cac chi tiéu huyét hec & cac nhom chudt nghién ciéu

Cac chi s6 hoa sinh cua cac nhém chudt sau xa tri nhu chi sb hong cau, bach cau, tiéu cau,
hemoglobin, hemocratit, tiéu cau, lympho dugc khao sat. Két qua cho thay ¢ cac nhém duoc chiéu xa co
hau nhu cac chi s6 bach cau (WBC), hdng cau (RBC), tiéu cau (PLT), hemoglobin, hemocratit, Lym (%)
déu c6 su giam dang ké so véi nhém chang dic biét 1a ty 18 té bao bach ciu sau xa tri bi giam khoang 10
lan. Pay 1a mot trong cac thanh phan té bao mau nhay cam véi tia xa trong qua trinh xa tri khéi u.

3.3.7. Phan tich mét sé chi tiéu chirc ndng than cia cac nhém chudt nghién ciru

O hai chi sb chtic nang cua than 13 ure va creatinin dugc khao sét & cac nhoém chuét nghién ciru, déu
cho thdy xu hudng giam & cac nhém bi chiéu xa so véi dbi ching véi p<0,05. Tuy nhién ¢ nhom duoc
diéu tri boi melanin ¢6 kich thude nano, khéng c6 su thay d6i vé chi sb ure, tuy nhién c6 su tang kha
nang phuc hdi manh mé chi sb creatinin so vai nhém ching (NIL) (p<0,05).

3.3.8. Phan tich sw thay d6i khéi lweng cua la lach va hach bach huyét ¢ cac nhém chudt nghién
cuu

Co quan hach bach huyét va 1a lach 1a noi bi anh huong manh khi xa tri. Khéi luong cua la lach va
hach bach huyét duoc theo dai trong qua trinh 1am thi nghiém.

3.3.9. Phan tich cau tric mé cia mt s6 md & cac nhém chugt nghién ciru bi anh hwéng manh trong
qué trinh chiéu xa
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M6 cua la lach va hach bach huyét dugc nhuém hematoxyline va eosin va phan tich mirc d6 cua tinh
trang viém va ton thuong mo, s xo hdéa mé & c4c nhdm chudt nghién ciu.
3.3.9.1. Phén tich mé lach cua cac nhém chugt

Két qua phan tich mé 14 lach & cac nhom chudt khac nhau cé su khac nhau. O nhém chudt IR, 100%
mau md lach phén tich déu cho thiy tinh trang xo hoa ning (5/5 mau). G nhém chuét bi chiéu xa va dugc
b6 sung melanin c6 kich thudc nano (IR+Mel), tinh trang xo héa & mé lach duoc giam nhe & mot sé cé
thé. C6 40% (2/5) ca thé chudt & nhom IR+Mel bi xo hoa ning. 60% ca thé, cac mé 14 lach déu ¢ tinh
trang xo hoa vira va nhe va tinh trang sung huyét nhe va khéng rd su xo hoa.
3.5.9.2. Phan tich mé hach bach huyét ciia cac nhdm chugt

Két qua phan tich mé hoc cua hach bach huyét nhan thiy khong cé su thay di tinh trang viém va xo
hoa giita cac nhom chudt dugc diéu tri bai melanin c6 kich thudc nano va khong duoc diéu tri.

3.3.10. Phan tich ddu 4n phan tir dwéi tAc dung ciia melanin ¢é kich thwéc nano trong qué trinh
xa tri & mo lach

3.3.10.1. Su anh hwrong ciia melanin c6 kich thiréc nano 1én mize d@é biéu hién cua IL-2 va TNF-a trong
mo lach sau xaq tri.

Phan tich mic do biéu hién cua IL-2 va TNF-a trong mé lach sau xa tri & cac nhém chudt cho thay,
Xa tri trc ché mirc d6 biéu hién IL-2 va TNF-a va phuc hi mét phan mie d6 biéu hién cia ching & nhém
duoc tiém melanin c¢6 kich thudc nano.
3.3.10.2. Melanin c6 kich thuéc nano lam tang ty 1é cac té bao mién dich ¢ mé lach chugt sau khi chiéu
Xa tia X ¢ muc liéu cao.

Chiéu xa lam giam manh sé luong té bao B dudi 10%, trong khi dé, s6 lugng té bao B & nhém NIL

va NC lan wot 35% va 53%. Két qua cho thay, t& bao B rat nhay cam véi xa trj liéu cao, tuy nhién, giira
hai nhém IR va IR+Mel s luong té bao B khdng cé nhiéu su khac biét c6 y nghia thong ké.
Té bao T trong l4 lach 12 mét trong nhitng quan thé té bao mién dich ¢6 vai trd qua trong trong 14 lach.
Két qua cho thdy, & nhém chudt déi chitng gay u (NC) ¢6 sb luong cac té bao T thap nhit va thip hon
khoang 7% so v&i nhom chiing (p<0,05). Pay 1a nhom chudt bi ung thu nhung khéng duoc diéu tri. O
hai nhém chudt dugc chiéu xa, sb cac té bao T trong lach duoc phuc hdi. Pic biét & nhom duoc diéu tri
boi melanin ¢6 kich thuéc nano (IR+Mel) 6 su ting s6 luong té bao T 16n nhat, gap khoang 1,91 lan so
véi 6 lugng té bao T ¢ nhém IR. Sy khac nhau ¢ hai nhém nay c6 ¥ nghia thong ké véi p<0,05.

Tuong tu, s6 luong té bao tua (dendritic cells) trong 14 lach duoc xac dinh bang phuong phap dém té
bao dong chay. Trong I lach, quan thé té bao T & nhém NIL va nhdm NC c6 sb lwong twong dwong nhau
va chiém khoang 5%. Chiéu xa tia X c6 1am ting s6 lwong té bao T & nhém IR, tuy nhién sy khac biét
khong c6 ¥ nghia théng ké d6i so véi nhém chiing. Bén canh d6, & nhém vira dugc diéu tri dong thoi
bang tia xa va melanin c6 kich thudc nano, sé luong té bao tua cé sy ting vuot troi gap 1,86 1an so voi
nhém IR. Su khac nhau giira hai nhom c6 ¥ nghia thong ké (p<0,05).
3.3.10.3. Melanin c6 kich thwéc nano gian tiép kich hoat tin hiéu apoptosis trong mé khei u cia chugt

Pong vai trd quan trong trong viéc truyén tin hiéu apoptosis trong md khdi u nhu TNF-a, Bax,
caspase-3. Mirc do6 biéu hié gen TNF-a trong md khéi u dwoc chiéu xa bi tc ché dang ké so voi nhom
ching khéng chiéu xa. Giam muc do biéu hién TNF-o c6 thé lién quan dén sy t6n thuong 14 lach sau xa
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tri din dén su giam dang ké sb luong dai thuc bao va ddy ciing noi TNF-a dugc san xuat. Mat khac, biéu
hién TNF-a & nhom IR+Mel cao hon dang ké (1,84 1an) so véi & nhom IR (p<0,05). Tuwong ty mirc do
biéu hién cua Bax va Caspage-3 & nhom chudt IR+Mel déu cao hon ¢ y nghia thong ké so véi nhém IR
& trong mo khdi u lan luot 12 1,62 va 1,41 lan (p<0,05).

Chuong 4. KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

Theo dix liéu nghién ciru, mot s két luan duge dua ra nhu sau:

1. Pi ché tao dugc melanin c6 kich thudc nano tir melanin & kich thuéc 80-200 nm phu hop cho
nghién ciru va khao sat sy anh huong dén kha ning tao hat melanin co kich thude nano boi céc yéu té
nhiét d6 (37°C), thoi gian, toc do khay tir (400 rpm/pht) va nong do alkaline (0,5N).

2. Melanin c6 kich thudc nano c6 doc tinh & mic trung binh trén dong HaCaT va NIH 3T3 vai gia
tri ICso lan luot 12 53 va 39 pg/mL va khong xac dinh duogc gié tri 1Cso trén dong hUVEC & dai ndi do
<100 pg/mL. Melanin c6 kich thuéc nano & muc liéu 75 pg/mL c6 kha nang wc ché qua trinh lién thuong
(p<0,01). Melanin c6 kich thugc nano & muc liéu 50 pg/mL tc ché sy hinh thanh mach (p<0,01), dong
thoi e ché mie do biéu hién cua gen ma hdéa VEGF-A. Melanin c6 kich thudc nano khong gay gia hoa
té bao noi md (p>0,05) & mic lidu tir 25-50 pg/mL. Melanin c¢6 kich thudc nano ¢é kha nang bao vé té
bao chon loc trong diéu kién chiéu xa tia X trén mé hinh in vitro. Sau Xa tri, melanin c6 kich thuéc nano
c6 kha ning bao vé té bao HaCaT 1én dén 10% va giam nhe ty 1é sdng st cua té bao hUVEC sau Xa tri,
ddng thoi khong thy rd hiéu qua bao vé trén dong té bao NIH 3T3.

3. G muc lidu 40 mg/kg, melanin co kich thudc nano khong gay doc 1én chudt thi nghiém. Trén md
hinh in vivo, cho thdy melanin c6 kich thuéc nano gop phan phuc héi khéi lugng chudt nghién ctu
(p<0,05), khdi lwgng mé lach, khdi lwgng md hach va giam tinh trang viém va xo héa niang ciia mo lach
& chudt mang khéi ung thu sau xa trj tuy nhién khéng cé su thay d6i vé mat md hoc giira nhém chuot
duogc diéu tri va dbi chitg ¢ md hach. Melanin c¢6 kich thuéc nano ¢ kha niang bao vé té bao lach chuot
thi nghiém & mic 6 phan tir, té bao dudi tac dong cia tia X, thong qua tang muc do biéu hién caa 1L-2
va TNF-a trong md lach sau xa tri. Hon nita, viéc diéu tri béi melanin c6 kich thude nano da thuc day
manh m& san sinh quan thé té bao T va té bao tua lan luot 12 1,91 va 1,64 1an trong mo lach so vai doi
ching va phuc hdi mét phan chi sé huyét hoc, hoa sinh ciia chugt mang khéi u sau khi bi xa tri tia X liéu
cao.

KIEN NGHI

- Tiép tuc nghién ctiru kha ning bao vé té bao thudng va md lanh cia melanin ¢ kich thudc nano &
cac loai té bao va mé khac nhau trudc tac hai cua tia Xa.

- Nghién ctu kha ning két hop giita melanin c6 kich thudc nano va mot sé hoat chat dugc pham diéu
tri ung thu nhu paclitaxel, doxorubicin,.. dé kiém tra kha ning twong tac gitra hat melanin c6 kich thudc
nano va nhiing hoat chat nay.

- Kiém tra kha niang dao thai cua melanin c6 kich thudc nano khoi co thé.

- Thir nghiém ddc tinh ban truong dién ciia melanin c6 kich thudc nano.
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