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(57) Séang ché dé cap dén dau loc thube 14 dléu Cu thé, sang ché dé cap dén dau loc thudc
14 diéu mdi, trong d6 cac nguyén liéu c6 ngudn gde tu nhién duoc sir dung, cac nguyén liGu
nay trudc day chua dugc ap dung vao linh vuc ddc biét nay. Cu thé hon, sang ché dé cap
dén dau loc thudc 14 diéu, dau loc nay co thé duoc st dung dé hap phu cac thanh phan doc
ctia khoi thube 14, va 1am giam su pha huy mo giy ra bai khoi thude 14 diéu trén cac co
quan ho hap, hé tim mach va ni€ém mac. Pac biét, sang ché dé cap dén dau loc thude 14
diéu chira alginit.
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Linh vue ky thuat dwoce dé cip

Sang ché dé cap dén dau loc thude 14 didu. Cu thé, sang ché d& cap dén dau loc
thude 14 diéu méi, trong d6 st dung nguyén liéu c6 ngudn gbe tir nhién ma nguyén ligu
nay trude day khong duogc dung trong linh vuc dic biét. Cu thé hon, sang ché dé cap
dén diu loc thudc 14 diéu, ma cé thé duoc st dung dé hit cc thanh phén ddc hai cua
khoi thude 14, va 1am giam ton thwong mo tdc dong boi khoi thudc 14 1én cac co quan ho
hép, hé théng tim mach va niém mac. Pac biét, sang ché dé cap dén diu loc thubce 14

diéu chira alginit.
Tinh trang ky thuit cua sang ché

Hut thubc 14 1a thoi quen phd bién, c6 hai cta con nguoi, d6 12 nguyén nhan gay
tdn hai strc khoe nghiém trong va thuong khong thé phuc hdi. Hién nay, hut thubc 14 1a
mot trong s& cac nguyén nhan gy bénh cao nhit da dugc ching minh bing tu li¢u gop
phan vao sy phat trién ung thu phdi va bénh tdc nghén phdi man tinh (COPD). Tén hai
sttc khée do hat thube 14 gay ra 1am phét sinh cac vén dé xa hoi va tai chinh nghiém
trong trén thé gidi. Vi dy, & cac nude EU, riéng s6 luong hon 500,000 ngudi chét som

1a do tac hai ctia viéc hut thudc.

Khoang 50 nam trudc, Vin phong Téng Y s§ Hoa Ky (the office of the U.S.
Surgeon General) da phat hanh béo cao dAu tién cua ho vé hut thude 14 va strc khoe (BO
Y té, Gido duc va Phuc loi Hoa Ky - U.S. Department of Health, Education and
Welfare, 1964). Bao c4o nay danh gi4 ring ngudi hit thudc 14 trung binh c6 co hdi phat
bénh ung thu phdi glp 9-10 1an so v6i ngudi khong hut thubc, nhung ngugc lai nguoi
hut thude 14 ning cé nguy co ting khoang 20 lan. Ngoai ra, bao céo chi ra rang hut
thudc 14 14 nguyén nhan chinh cua viém phé quan man tinh va c6 mbi lién hé giita hut
thudc 14 va tran khi cling nhu v6i bénh tim mach. Cén luu y rang viém phé quan man
tinh va tran khi hién nay duoc xem 13 hai mat ctia bénh tac nghén phéi man tinh
(COPD). Trong 50 ndm qua, Van phong Toéng Y s§ Hoa Ky da phat hanh nhiéu bao céo
vé hat thude 14 va sac khde, mot b chu dé chuyén mon, nhu chdm dut hat thudc 14, hat
thube 14 trong thoi ky mang thai, va khoi thudc 14 trong moi truong. Bao céo gén nhat
dugc phat hanh vao nam 2014 — dung 50 nam sau béo cdo thit nhit (B6 Y té va Dich cu
nhan sinh Hoa Ky - U.S. Department of Health and Human Services, 2014). Trong 50
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nim qua, danh sach cac bénh lién quan dén hat thube 14 d3 md rong dang ké. Chi tap
trung vao bénh ung thu, hién nay cd nhiéu loai ung thu lién quan dén hat thudc 14 ngoai
ung thu phdi, bao gbm cac ung thu dudng hd hép trén (hong miéng, hong, khi quén, va
phé quan), ung thu da day, ung thu gan, ung thu than, ung thu tuy, ung thu bang quang,
ung thu c¢d tr cung, ung thu rudt két va rudt thing, va ung thu bach cdu dang tiy cap
tinh. Hon nita, Téng Y sy Hoa Ky cho ring ¢6 1& c6 nhiéu dén 20 triéu ngudi My da
chét sém trong 50 nim qua do anh hudng cua viéc hut thubc 14. D6i vé6i cac anh hudng
c6 hai r0 rang cta viéc hut thudc 14, viéc 1am giam céc tac dong nay 1a véan dé suc khoe
cuc 16n, va bién phép bt ky ma c6 thé dwoc thyc hién d¢ lam giam vAn @ nay la didu
tra danh gia ro rang. Khong c6 nghi ngo, hanh dong t6t nhét 13 dimg hut thude 14. Loi
ich ctia viéc chdm dirt hat thubc 14 da duoc biét rd (xem, vi dy, Fagerstrom, 2002). Tuy
nhién, ¢6 nhidu ngudi hit thude chon bé hit thude hogc nhan thy that kho dé bo hat
thude. Mic dil viéc bo hat thube 14 12 bién phap hiéu qua nhat, nhung viée st dung cong
nghé méi, nhu cac dau loc méi ma loai bo higu qua céc thanh phan khoéi thude c6 hai c6
thé giam dang ké bénh lién quan dén thudc 14. Két qua 13, bién phap bét ky ma c6 thé
duoc thuc hién dé 1am giam tac hai ciia viée hut thube 14 dén ste khoe s& c6 loi ich
dang ké. Khong c6 nghi ngo, su cb ging o rang nhit dé 1am giam tac hai cta viéc hut
thudc 14 dén stc khoe thong qua sy thay dbi thube 1a didu 1a nho su bd sung dau loc

thudc 14 diéu. Tuy nhién, viéc st dung céc d4u loc nay chua dat két qua dic biét.

Mot trong sb cac d& xuét sém nhat d bd sung dau loc vao cac thube 14 diéu chic
chin 1a ctia Ernst Wynder, nha dich t& hoc, 14 mot trong nhitng nha khoa hoc tién phong
chimg minh méi lién hé cta viée hat thudc 14 diéu v6i bénh ung thu phdi. Pong tac gia
v6i Wynder trong nghién ctru gan ddy dugc cong bd nam 1988 danh gia sy khac nhau
vé nguy co ung thu phdi gitra khéi thudc 14 da duge loc va khoi thubc 14 khong duge
loc (Wynder and Kabat, 1988). Nghién ctru nay xem xét su khac nhau gifta hai kiéu
nguoi hut thudc 14 nay vdi cac bénh ung thu Kreyberg I (KI) va Kreyberg II (KII).
(Céch dit tén Kreyberg dang st dung tai thoi diém do, véi cac bénh ung thu phéi KI
bao gdm ung thu biéu md té bao phdi c6 vay, ung thu phdi té bao 1ém, va ung thu phoi
té bao nho, trong do cac bénh ung thu phdi KI chi bao gbm ung thu tuyén phéi.) Pa
phat hién théy gim khoang 45-50% cac khdi u KI d6i v6i ca nam va nit, mac du khong
dang ké vé mat théng ké, trong khi chi quan sat thay su khac biét nhé ¢ nam va khong

théy su khéc biét & nit dbi v6i cac khdi u KII. Dau loc thue 14 diéu tré nén cuc ky phd
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bién vao nira cubi thé ky 20, véi xdp xi 0,5% cac thude 14 diéu da ban c6 cac dau loc
vao nam 1950 ting 1én dén 88,5% vao nam 1976 & My (National Institute on Drug
Abuse, 1977). Hién nay 1a gin 100% cac thubc 14 diéu ban trén thé gisi la thude 14 diéu
¢6 dau loc. Ciing trong khoang thoi gian nay, khi viéc su dung déu loc tang véi tbc do
nhanh chong & M§ (1950-1976), su phan phéi nhya thude 14 diéu lam ting doanh s6 do
dugc bang may gidm tir 37 mg xubng 16 mg (Hoffmann D et al., 1996). Viéc giam su
phan phdi nhya thuéc 14 trong giai doan nay 1a do hai xu huéng. Thit nhat, nhw d luu y
& trén, don gian 1a ting nhanh viéc st dung cac thudc 14 diéu da loc. Tuy nhién, tha hai
1a do tang hicu suét ctia cac dau loc theo thoi gian. Pau loc thudc 14 diéu 1a kha don
gian, gdm dAu rdng chta chat da néu ma co thé hép thu ca nhya thubc 14 diéu va pha
khi. Mic di mot sb cac dau loc gan day sir dung soi gidy lam chét hip thy, nhung hién
nay phan 16n céc dau loc st dung soi xenluloza axetat. Do do, dAu loc don gian 1a dng
bing gidy dugc nap day xenluloza axetat dugc gén véi thudc 14 diéu bang cach cudn lai.
Viéc tang hiéu qua co thé dat dugc bang cach ting khéi luong xenluloza axetat trong
dau loc va bang cach giam duong kinh s¢i. Tuy nhién, tir trude dén nay chi c6 thé thuc
hién duoc ca hai cach nay, boi vi cudi cling viéc chéng lai su hép dan cta thudc 1a diéu
dt 16n dé san pham khong duge nguoi ding chép nhan. Phuong phap dugc gin nhu tat
ca céc cong ty thube 14 cong nhan dé giai quyét vAn d& nay 1a dua cac 16 chdm kim vao
phan cudn ddu loc. Nhor d6, ngudi hut thude hit hon hop khong khi va khoi thube. Cac
16 thong hoi lam giam viée chdng lai sy hap dan, va béng cach 14y khong khi cling nhu
khoi thudc, khéi thude duoc pha lodng va sy phan phéi cac thanh phén ctia khoi thudc
giam di. Kich thuéc 16 thong hoi cang 16n, thi lugng khong khi cang nhiéu va lugng
khoi thube cang it bi hit béi ngudi hit thude. Mac di hau hét céc chuyén gia dong y
réng thudc 14 diéu c6 dau loc 1am gidm nguy co cua viéc hut thudc 14 it nhét 1a dén mot
s6 chimg muc nhét dinh so véi thudc 14 diéu khong ¢6 dau loc, cac thude 14 diéu ¢6
nhua thudc 14 it, thi chiing dugc goi 14, ma lam gidm sy phan phéi nhua thim chi thap
hon murc ¢6 thé dat dugc bing dau loc thudc 14 diéu binh thudng c6 vé khong dan dén
loi ich strc khde. K&t luén nay dugc dua trén ca sb liéu dan sb va céc nghién ctru dich té
hoc. Dit liéu quan trong dugc trinh bay dang van ban trong thuc té 1a ngudi hut thube
phai bu dang ké khi hut thubc 14 “thudc 14 diéu co lugng nhya thép” dé duy tri mic
nicotin hodc mtrc d6 vi gidc, do d6 lam ting sw phan phdi khoéi thube thuc té trén higu

suit do dugc bang may. Ngoai ra, mot sO nha nghién ciru khoa hoc nhén manh rang
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nguoi hut thude co thé ¢d y hodc vo v bit cac 16 thong hoi, do do cling lam tdng dang ké
su phan phdi khéi thudc (U.S. Department of Health and Human Services, 2001). Mot
két qua rd rang la cac gbi thudc 14 diéu khong cho phép kéo dai tinh trang hiéu suét
nhya va nicotin do dugc bing mdy it nhét 12 & My va lién minh chau Au. Khong ké cac
vAn dé nay, c6 thé van c6 kha ning phat tridn céc diu loc méi ma c6 thé lam giam tac
hai cda viéc hut thudc 14 dén strc khoe, dic biét 1a néu cac dau loc nay co thé duoc phat
trién ma khong can su thong hoi dau loc. Cac dau loc nay c6 thé duoc thiét ké dé loai
bo chon loc pha khi cu thé va cac thanh phan khoi thude bay hoi mot phan. Quan trong
1a can luu ¥ ring khoi thudc gdm pha khi, chit bay hoi mot phan, va pha pha hat. Cac
thanh phan ching minh anh hudng dén sirc khoe c6 thé duoc tim thdy trong tat ca ba
pha. Khong tdn tai cong nghé hién tai nao cho phép loc chon loc cac thanh ph?m pha
hat; tuy nhién, ca cac thanh phan pha khi va cac thanh phan bay hoi mot phén c6 thé
duoc loc chon loc. Vi du rat t&t vé diu loc hién nay st dung trong thuong mai la dau loc
cacbon. Thuc sy 1a toan b thi truong Nhat Ban déu co cac thube 14 diéu dau loc
cacbon, trong khi khoang 50% ngudi hut thudc & Han Qudc str dung san pham nay. Mot
s6 wu diém cong nghé khac dugc ap dung trong su phat trién cac dau loc, nhung khong
uu diém nao trong s d6 hién nay dugc st dung thuong mai. Hién nay, dau loc 1a doan
duoc tich hop truc tiép vao thuéc 14 diéu & phan miéng hut, sao cho khoéi thudc 14 phai
di qua dau loc truéce khi di vao khi dao va phoi. Hién nay, chi ¢6 3% trong s6 tét ca cac
thubc 14 didu trén thé gi6i da duoc ban ma khong c6 dau loc. Mic dit lwong chét ¢6 hai
déi voi nguoi hit thube 6 thé giam di nho dau loc thude 14 diéu, nhung thudong dugc
thire hién mét cich don gidn bing cach 1am gidm luong khéi thube dén phan thudc 14
diéu dua vao miéng nguoi hut. Trong hau hét cac truong hop déu c6 it hodc khong co
phén loc chon loc. Do d6, cac nha nghién ciru rit quan tAm dén chu tao cua dau loc
thubc 14 diéu, ma c6 thé loai bo chon loc mdt sé thanh phan khéi thude c6 hai nhét dinh
dé giam hau qua anh hudng dén strc khoe cta viée hit thudce 1a.

Khéi thude 14 chira nhiéu hat phan Gng nhu cac hop chét carbonyl phan tir lugng
thép, cac géc tu do, quinon, hydro xyanua, nitro oxit, va cac amin thom, rt doc, gay
dot bién va gy ung thu. Do d6, viéc ha thap c6 chon loc lugng chét nay trong khéi
thudc 14 c6 thé 1am giam nguy co anh hudng dén strc khoe do hit thude 14 gay ra.

Ngay cang ting, cac quy dinh cta chinh phu yéu cAu hidu qua loc tét hon dé giam

luong khoi thudc 14 phéan phdi dén nguoi hat thudc. Bing cach st dung céc dau loc
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xenluloza axetat hién ¢6 san, mot s d6 chon loc ¢ thé dat duoc béng cach pha dau loc
v6i cac ndng do hat ting din nhu than hoat tinh hodic chat c6 trong tu nhién khac. Tuy
nhién, sw thay déi ndng do hat tang lén dua dén cac dic diém dbi voi nguoi hit thude.
Hon nita, cdc hat than hoat tinh trong dAu loc gop phan ha thap luong chét d& bay hoi
¢6 hai trong khoi thudc 14 nhung do thiéu dién tir khong ghép cap nén chung khong thé
tao ra dién t& cong yéu cAu dé bu cac dién tir khong ghép cdp cla cac gbc tu do. Do do,
cacbon khong phu hop dé chéng lai tac dong cua gbc tu do trén cac md khac nhau, gop

phan gy viém va cac qua trinh c6 hai khac trong co thé gay ra do khoi thudce 14.

Mot dac diém quan trong cua thudc 14 diéu 12 su chénh 4p luc bao kin. Thuit ngit
“chénh ap luc bao kin” hodc “EPD” d& cap dén su chénh léch ép suét tinh giita hai dau
clia thuéc 14 didu khi di qua dong khi trong diéu kién khong doi. Céac gia tri EPD cao

hon chuyén dén ngudi hut thubc dé kéo dung cu hit thudc 14 v6i luc 16n hon.

Bai vi viée tang hiéu qua loc thong thuong lam ting EPD cia cac d4u loc, nén cac
nha san xuét cdng khai da tri hodn thong qua céc san phim nay. Do do, van phai quan
tam dén su phat trién cac dau loc cai thién va hiéu qua hon ma giam thiéu tac dong dic
trung hap dan cta thudc 14 diéu trong khi loai bé dugc lugng 16n mot sd thanh phan
nhét dinh trong khoi thubc nhu cac thanh phén néu trén cling nhu cacbon monoxit va

phenol.

Chét don thong thuong nhit duoc st dung trong viéc san xuit dau loc thude 14
diéu 1a xenluloza axetat ¢6 do thay thé khoang 2,5 nhom axetat d6i voi mdi don vi
anhydroglucoza. Trong khi san xuét, axetat polyme thuong dugc ép dun lam xo soi va
dugc tron véi mot hodc nhiéu chit déo héa (vi du, triaxetin, polyetylen glycol,
glyxerin). Cac qua trinh xo xenluloza axetat dugc md ta, vi du, trong Patent M§ sd
2,953,838 ctia Crawford et al. va Patent My $6 2,794,239 ctia Crawford et al. Céac dich
long khéc nhau cé thd dugc phun vao xo sgi to kép dugc st dung trong san xut cac
dau loc thube 1a. Cac dich 10ng nay, ma c6 thé dugc st dung trong soi riéng hodc két
hop v6i vat mang dang 1éng hodc khi, ¢6 thé 1a chét tao huong, chét phu xo, chét boi
tron, dung dich dinh c0, ché phém hoan thién, chit déo hoéa, hoic tuong tu. Cac dich
l6ng nay dugc du dinh truyén cac tinh chét vat 1y hodc dic trung mui vao khoi thudc 1a
qua xo da dugc xu ly bang dich 16ng. Cac quy trinh phun dich long dugc néu, vi du,

trong Patent M§ s6 5,387,285 cua Rivers.
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Soi xenluloza axetat ma tao ra bo phan dau loc thuong duogc phu ché phém hoan
thién s¢i. N6i chung, ché pham nay 14 nhil twong gbc nuée bao gdm nhidu thanh phan.
M&i thanh phan c6 thé ph hop véi chirc nang cu thé trong khi xir Iy s¢i hodc trong khi
str dung tiép dau loc tao thanh tir s¢i nay. Céc thanh phan thong thuong cua ché pham
hoan thién sg¢i bao gém diu bdi tron 1am gidm ma sét sao cho soi co thé duoc xir 1y ma
khong dut gay, chét chéng tinh dién lam gidm sy tich dién trén soi, va chét nhii hoa 1am
ttc ché su tach pha & dang sgi trong khi xur Iy. Céc thanh phﬁn phu tro khac ¢6 thé bao
gdm chét chdng vi khuén, chit Gc nuée, hodc cac hop chit hoat tinh khac. Sau khi lip
x0 dang s¢i vao nguyén liéu da c6 dau loc, cac chit déo hoa c6 thé duoc 4p dung dé lam
mém sgi va cho phép soi lién két dé 1am cimg dau loc dén do cting/dd chit mong mudn.
Hoéa hoc bé mit clia xenluloza axetat va chit déo hoa c6 thé tao ra dbi v6i mui thube
duoc mong mubn rong rai va dwgc nguoi hut thudc chap nhan. Mot s6 kiéu dang/cach
trinh bay dau loc khac nhét dinh c6 thé tao ra mui thudc khéc nhau. Dén nay, cic dau
loc khong chia soi xenluloza axetat thuong khong dugc chép nhan ma cling khong déap

g tiéu chuan thuong mai.

Tinh trang k¥ thuét bao gébm mot vai cong b lién quan dén dau loc thubc 1a diéu

va mot so cai tien khac nhau dugc ap dung.

WO02013/1869838 boc 16 diu loc thube 14 diéu bao gdm dém loc chira sgi moc
xenluloza este, bot gidy, va mubi kim loai kiém ctia polyme anion tan trong nuéc. Dém
loc ¢6 ham lugng kim loai kidm 1a tir 2 dén 100 pmol mdi gam dém loc. Polyme anion
tan trong nudc co thé chira it nhat mot thanh phan duge chon tir nhom gdm axit

polyacrylic va polysacarit c6 nhom carboxyl.

Patent Nhat Ban sb 3677309 boc 10 nguyén liéu cla dau loc thude 14 diéu ¢ dang
tdm c6 két cdu gidy va bao gbm s¢i méc xenluloza este khong quén va bot gidy da ddnh
toi, trong do6 bot gidy da danh toi c6 do toi xét theo do nghién nhé Schopper-Riegler la
tir 20 dén 90°SR, va sgi moc xenluloza este khong quén la soi moc c6 do dai soi trung
binh bing tir 1 dén 10 mm va do min 1a tir 1 dén 10 denie. Tai liéu nay cho thdy c6 chét
ghn két trong qua trinh didu ché nguyén lidu tdm (vi du, chit dinh tan trong nudc), chét
gin két nay c6 thé duge dung véi diéu kién n6 khong co6 tic dong ti€u cuc dén stc
khoe, khong lam giam vi gidc va vi ngon ciia khéi thudc 14, ma ciing khong thé dan dén
sy phan huy nguyén liu dau loc. N6i chung, lugng chét gin két t6t hon 1a nho nhét co

thé (vi du, khong 16n hon 10% trong lugng trong tong trong lugng nguyén liéu). Mot vi
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du trong tai liéu nay mo ta nguyén liu tAm tao thanh tir sgi moc xenluloza axetat khong
quéan va bot gidy da d4nh toi bang quy trinh san xuét gidy uét, sau d6 phun dung dich

nuée chita carboxymetyl xenluloza (3% trong lwong dua trén trong luong kho).

Cong bd don yéu cdu cép patent Nhat Ban s 7-75542 boc 10 dau loc thudc 14
diéu bao gdm xo chira soi xenluloza este va polyme tan trong nudc c6 trong Xo va lién
két véi soi, soi duge xit 1y thanh thanh déu loc st dung khong nhidu hon 25 phén trong
lugng nudce ung véi 100 phan trong lugng s¢i. Céc vi du trong tai li¢u nay bao gdm dau
loc thudc 14 diéu dau ngdm diéu thude thu dugc bang cach bd sung 5% trong lwong
mudi natri carboxymetyl xenluloza & dang polyme tan trong nudc vao xo s¢i xenluloza

axetat quin hd va dua xo hd vao may cudn de cudn xo hé bang cach boc dau loc.

Cong b don yéu cAu cép patent Nhat Ban s6 8-322539 (tai li¢u Patent 3, JP-8-
322539A) boc 10 diu loc thudc 14 didu chira vai khong dét gbm ché pham xenluloza este
va chét gén két co dd phén tan trong nudc tdt, vai khong dét duge cudn thanh dang
thanh. Céc vi du trong tai li¢éu nay bao gdm dém loc duge tao ra bing cach théi ludi
chéin c6 soi moc xenluloza axetat bang dong khi dé can mong hoic tich ty, va phun chét
cén moéng trén day véi 10% trong luong dung dich nude 5% chira carboxymetyl
xenluloza, ép va lam kho 16p mong 4m, dua vai khong dét thu dugc vao xir Iy lan tron

lam bién dang, va sau d6 cudn soi.

WO 2014/164492 dé cip dén cac ddu loc thubc 14 lam gidm ndng do cacbon
monoxit va phenol trong lan khoi thubc. Cac dau loc nay bao gdbm phan chét x6p chira
nhidu hat ¢6 hoat tinh, nhidu hat chét gan két, va 16p hoat tinh dwoc dat trén it nhat mot
phén hat hoat tinh va hat chét gén Kkét, trong d6 cac hat c6 hoat tinh va cac hat chét gén
két duge lién két v6i nhau & nhiéu diém tiép xuc; va phin dau loc. Trong mot sb truong
hop, dau loc ¢ thé bao g@)m phén chét Xép chira nhiéu céc hat c6 hoat tinh va nhiéu cac
hat chét gén Kkét, trong d6 cac hat c6 hoat tinh va céc hat chét gén két duoc lién két voi
nhau & nhidu didm tiép xtc ma khong c6 chét dinh; va phin dau loc chira chat kich
thich hoat tinh. Mic du dau loc thudc 14 nay c6 thé cho cac két qua tang cuong, nhung
viéc didu ché né kha phuc tap va nguyén liéu st dung dé dat hiéu qua loc mong mudn

lai dét.

Piu loc thube 14 didu c6 hiéu qua cao duge md ta trong WO 2010/125412. Ngoai

c4c thanh phan thong thudng cia dAu loc thube 14 diéu, dau loc thudc 14 diéu bao gdbm
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chét gibng bomit (AIOOH.H20), va céc thanh phén cua nho, astaxanthin va cdy nam
viét quit cranberry lam chét chéng oxy hoa. T4c dung c6 loi cua dau loc thube 14 diéu
con do st dung cac thanh phén chira nho & dang mach nha ctia v6 va hat nho va. Toan

bd ndi dung ciia WO 2010/125412 dugce két hop & ddy dé tham khao.

Nhu néu trén, da biét ring hut thude 14 anh huéng nghiém trong dén van dé sirc
khoe cong ddng va yéu t6 gay bénh quan trong gop phén vao su phét trién ung thu phdi
va bénh thc nghén phdi man tinh. Do do, viéc nhan biét cac k¥ thuat méi dé lam giam
bénh phédi do thube 14 diéu gy ra la loi ich dang ké.

Ban chét ky thuét ciia sang ché

Do d6, muc dich cua sang ché 1a d& xuét dau loc thudc 14 diéu, ¢ cac wu diém
clia cac giai phap thudc tinh trang k¥ thuét da biét, nhung dong thoi loai trir dugce cac
nhugc diém cua cac gidi phap nay dén muc tot nhat ¢6 thé. Muc dich khac cta sdng ché
la d2 xuét du loc thudc 14 diéu lam giam tiép ham lugng c6 hai ctia khéi thude 14 so véi
du loc thubc 14 diéu da biét.

D3 ngac nhién phét hién ra réng, muc dich cua sang ché ¢6 thé dat duoc thanh
cong, néu chét ty nhién, alginit, khong duoc su dung truéc d6 cho muc dich nay, dugc
ap dung vao dau loc thubc 14 diéu.

Kinh nghiém cia céc tc gia cho thdy viéc giam dang ké luong chat c6 hai trong
khoi thudc 14, so véi cac dau loc hién tai, ¢6 thé duoc théy rd néu alginit duoc st dung
trong cac dau loc.

M6 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 12 bidu db hop thé hién su thay ddi vé trang thai chong oxy hoa.

Fig.2 1 biéu d6 hop thé hién nhidu bién sé theo mot phuong an cua sang ché.

Fig.3 1a biéu dd cot thé hién kha nang chéng oxy héa theo mot phuwong an clia
sang ché.

Fig.4 12 bidu dd cot thé hién su cai thién so v6i ddi ching theo mot phuong dn
cla sang ché.

Fig.5 1a biéu dd cot thé hién kha nang chéng oxy héa theo mdt phuong an khéc

cua sang che.
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Fig.6 la biéu dd cot thé hién su cai thién so véi dbi chirng theo mot phuong an
khac clia sang ché.
Fig.7 12 bidu dd cot thé hién kha nang chdng oxy hoa theo mot phuong an khéc

nira cia sang ché.
Fig.8 thé hién su thay ddi kha ning chéng oxy héa déi v6i huyét thanh ddi ching.

Fig.9 thé hién su thay dbi kha nang chéng oxy hoa dbi véi thube 14 diéu

Kentucky.
Fig.10 thé hién su thay d6i kha nang chéng oxy hoéa trong huyét thanh ctia 38 tinh
nguyén vién.

Fig.11 1a biéu dd hop thé hién nhiéu bién s6 theo mot phwong an khéc clia séng

r
A

ché.

Fig.12 thé hién hiéu qué ctia thanh phan dAu loc thude 14 diéu trén khoi thudc 14
gay ra su chét té bao trong dong té bao bidu mo ung thu phdi A549 khoi thuéc MTT
2015 09 03.

Fig.13 thé hién anh hudng cua cac céu phan dau loc khac nhau trén sy chét té bao
gdy ra do khoi thubc cia Céac té bao ndi md dong mach day rdn ngudi so cip
(HUVECQC).

Fig.14 thé hién protein IL-ctia ngudi trong cac dich ndi cua dai thuc bao chira céc
khéi phong ciu phdi sau 48 gity & cac khdi két tu 3 loai té bao (SAEC, s¢i nguyén bao
va dai thuc bao).

Fig.15 thé hién protein IL-6 ctia ngudi trong c4c dich noi ctia dai thuc bao chira
céc khbi phong cau phbi sau 48 gio.

M ta chi tiét sang ché

Sang ché d& cap dén diu loc thudc 14 diéu, dau loc nay 1am gidm hon nira thanh
phin ¢6 hai ctia khéi thudc 14 so v6i dau loc thudc 14 diéu da biét. Cac dic tinh c6 loi
ndi trén 1a do viéc st dung alginit trong dAu loc thube 14 didu. Alginit c6 thé dugc st

dung riéng hoac két hop véi céc chét khac, da duogc st dung trong dau loc thudc 14 diéu.
Alginit 13 da két tia gdm c6 sinh khi tao va tip, bui nui lia tach khoi dat sét.

Trong cac hd ¢6 hoat dong nui Itra manh thudc luu vuc day nui Carpat xay ra O thé
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Plioxen cach ddy khoang 3-5 triéu ndm. Hoat dong ndy tao ra cac nui bazan dd dugc
biét ro, dong thoi cling tao ra cac vong tip dic biét. Sau khi nui ltra tit, cac vong tap
nay bi chim xuéng nudce theo dé tao ra céc hd hd miéng nui lira (h6 nui Itra). Nudc cua
hd miéng ndi lra dwgc gia nhiét boi cac dong nhiét, va cdc dung dich nong chura trong
d6 1am giau nude bang cac nguyén t6 vi lwgng, mudi khodng va chit dinh dudng khac.
Céc nguyén td trong cac keo khoang tao thanh tir sy phan hiy vét ligu thiy tinh cua tap
ndi Ita con lam gidu thanh phan dinh dudng cho hd miéng ndi Itra. Trong dong nudc
tinh ldng cua hd miéng nui Itra, tich tu lugng 16n tao (ddc biét la tdo xanh Botriococcus
braunii) va cic dong thyc vat phu du khac. Cac dong thuc vét tich tu nay chét va tron
v6i cdn cta 14 va phan hoa rira troi khoi thue vat bo day ddc va ling dong & day ho
miéng nui lra. Trong moi trudng thiéu oxy cung véi tip phén ra va cac sinh vét phu du
chét khac, ching tich tu dudi dang bun phan rd (bun théi). Trong pha ling bun cua hd
miéng nui lura, co thé cua cac dong vat 16n hon dugce dua vao bun 4m, va két qua 1a bun
nay giau vét liéu phospho. Sinh khéi bi tiéu hiy va cting lai ndy trai qua cac thay doi ly
hoa dic biét trong vai triéu nim va tao thanh dang hién tai ctia n6: da alginit.

Alginit 1a loai da dat c6 chu tric sét gdbm co cac phién tach biét kiéu 14 ngiu
nhién. Alginit khong c¢6 doc tinh (xem Dr. Solti Gabor: Az Alginit. Ismerteto
tanulméany. Az Alginit a MezOgazdasigért és Kornyezetvédelemért Alapitvany
tevékenysége (1993-2013) 2014). Mau cta n6 la xanh ngoc (xanh la cdy) hodc mau
x4m d6i khi chuyén thanh mau son. CAu trc phién ctia n6 c6 thé thiy rd hon sau khi

séy khd, va thuong tim théy vét tich thuc vat hodc cin thue vat gitra cac phién.

Dic tinh vat Iy quan trong nhét ctia n6 1a & chd no co thé lien két vai 0,5-1,0 1
nudc/ke. Alginit gdm c6 80-90 % dét sét va cac phan doan bun, vé6i phén tram tich chira
céc hat tho hon gin bd. Trong pha cudi cia cdc miéng nui lira lang bun (ph4), ham
lwong chat hitu co gidm va ham lugng bentonit tang. Thanh phan alginit c6 d9 léch cao
& cac mau l4y tir cung vi tri. Ham lugng mun trung binh 1a 30%, d6i khi dat to1 45%.
Ham lwong voi trung binh (¢ dang CaCOs) 1a 33%, doi khi dat t6i 40%. Sinh khéi hoa
thach duoc chirng minh 1a chira 64 nguyén td. Piéu nay c6 nghia la alginit dac biét giau
cac nguyén td da lugng va vi lugng, v6i cac nguyén td quan trong nhét nhu sau: nito
(N): 0,5%, phospho (& dang P20s): 0,6%, kali (¢ dang K»20): 0,9%, magie (Mg): 1,0%.
Céc thanh phin chit khodng thong thudong 1a montmorilonit, illit, dolomit, canxit,

aragonit, thach anh, thach cao, plagiocla, siderit, magnesit, pyrit va orthocla. Ngoai cac
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nguyén td trén, cac nguyén t6 vi luong quan trong hon 1a sit (Fe), mangan (Mn), dong
(Cu), kém (Zn), coban (Co), niken (Ni), lithi (Li), titan (T1), crom (Cr) va cadmi (Cd).
Mot trong s& céc dic tinh cua cc thanh phan min 14 téc dung ting cudng sinh trudng
thuc vat sinh héa cta né. Khi alginit duge s dung trong ndng nghi¢p, cac axit humic
tao ra taic dung tdng cuong kiéu enzym ciing nhu kiéu ho6c mon, va théng qua viéc didu
hoa kha ning hip thu nuée cla ré — cling tao ra tdc dung tang cuong gian tiép dbi véi su

sinh trudng cua thuc vat.

Alginit c6 ung dung rong rai nhim nhiéu muc dich. Trong trong cdy va cdy &n
qua, alginit co thé duoc sir dung dé cai thién. Viéc st dung n6 don thun lam gia ting
do phi nhiéu cua d4t 20-30 % trong ndm dau. Do c6 khoang vat sét, cac phan bon nhén
tao phai duge st dung & muc cao hon, do d6 gia tang sy chuyén phospho, nito va kali
tir dAt vao nuéc ngam, séng va hd. Tac dung cia né kéo dai trong 4-6 nam. Alginit la
vat liéu tu nhién, gitt dugc chét lugng cua nd vo han dinh, khong thé bi lam dung va
ngay ca mirc st dung cao hon khong c6 tac dung bét loi bat ky. Alginit cling c6 thé
duoc str dung lam dat vuon ¢ dang hdn hop. Béng cach tron véi cac vat liéu ty nhién
khac nhu zeolit, peclit, than bun hodc bazan, cac hdn hop d4t khong chita hoa chét, hiéu
qua cao da dugc san xuét. Viéc st dung alginit din dén gia tang ning sudt va chét luong
trong trong rau va cdy trang tri trong vuon hogc trong nha éng (polytunnel) khi thu
hach. Alginit cling c6 thé dugc sir dung lam chét mdi trong cic 16 trong cac loai cdy
rung. Viée st dung alginit dAn dén gia tang vé lugng 6-13 % va sinh truéng nhanh hon
20 %. Huyén phii phun véi alginit vao mia thu c6 tac dung bao vé cay va giip cdy ngu
dong, trong khi phun vao mua xuén giup chdng sinh vat gay hai. Nho viéc phun alginit,
ham lugng mangan, sit, kém va dong clia cdy gia tdng, trong khi ham lugng canxi trong
qué tao ra vi ngon hon va thoi han st dung dai hon. Trong tran nudi, alginit két hop véi
phéan bén long tao ra san pham c6 hiéu qué cao dugc st dung dudi dang xur ly bd sung
cho phan bén hitu co, hodc dé thay thé phan bon hitu co. Alginit lam giam giai doan
phan hity ctia phan bén va c6 thé duge két hop v6i céc chat dinh dudng khac. Vi tron
alginit v&1 phan chudng tao ra phan bon thuc chit hon va ting cudng sy sinh trudng ciia
dong vat nudi va gia cAm. Alginit cfing tao ra céc tdc dung bao vé mdi truong. Do c6 ai
luc hip phu cao, no lién két hitu hiéu vé6i cac mui cia chudng nuodi dong vat va lam
giam ndng d6 SO, va NH; trong khong khi (vi dy, xem Hungarian Patent No. 189.383:

"Process for binding of gases with unpleasant smell produced by dissolving organic
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materials and for production of organic manure with high efficiency").

Viéc st dung alginit cho nguo1 bao gbm st dung né dudi dang bun d6i véi céac
véin d& vé khop, thap khép va thé thao, cling nhu c¢6 1¢i trong viéc tao ra thubc md tri
bénh thap khop. Alginit ciing hitu ich dé tri chimg gian tinh mach va bénh vay nén va
cling co6 thé dugce st dung dé t4i tao da va ting cuong chung trang théi cua da. Ngoai ra,

alginit cling c6 thé duge st dung lam nén cho céc thudc thom.

Alginit ¢6 thé dugce tim thiy & Hungary va c6 ban trén thi truong boi cc cong ty

cia Hungary, vi du, tir Gérce-Alginit Kft, (Gérce, Hungary)

Ngac nhién 13, alginit hién dugc coi la hiru hiéu trong linh vuc k¥ thuit mai. Cac
nghién ctru ctia ching t6i chimg minh rang alginit dic biét hiru hiéu khi dugc st dung
trong dau loc thudc 14 diéu riéng hodc két hop véi céc thanh phin da biét khic nhu dugc
ban luan & dudi. Ngac nhién la, da phét hién ra rang viéc st dung alginit trong dau loc
thudc 14 diéu tao ra loai oxy phan ting (Reactive Oxygen Specie, ROS) thap hon dang
ké trong nuéc bot, tao ra ROS thip hon dang ké trong huyét thanh, ton thuong ndi mo it
hon, ton thwong biéu mo phéi it hon, mic glutathion cao hon ding ké, giam t6n thuong
d6i v6i cac md phdi va giam viém trong cac md phdi, cac dic tinh ¢6 loi noi trén s&
dugce bdc 19 chi tiét & dudi.

Viéc st dung alginit lam cho loai oxy phan tng (ROS) thap hon déng ké trong
nuée bot. Mic du ban than nuée bot ¢6 ndng dd xéc dinh cc gbe tr do, khoi thude 14
lam gia tdng muc do cua cac gbc tu do. Uc tinh rang c6 nhidu hon 10™ gbc tir do cho
mdi hoi ctia khéi thudc 14 (Church and Pryor, 1985; Church DF, Pryor WA, “Free-
radical chemistry of cigarette smoke and its toxicological implications,” Environ Health
Perspect, 1985, 64:111-26). Do gbc tu do ¢6 thé twong tac véi nhiéu chét hiru co dé tao
ra ROS, khéng ngac nhién rang khoi thude 14 1am gia ting mac ROS trong nudc bot.
Tuy nhién, ngoai cac gbc chira trong khoi thudc 14, su tao gbc dang ké ciing nhu sy san
sinh truc tiép ROS co thé phét sinh tir d4p tng viém do khoi thudc 14 gay ra, dan dén
gia ting cac mirc bach cAu trung tinh va dai thuc bao (Messner and Bernhard, 2014;
Messner B, Bernhard D, “Smoking and cardiovascular disease. Mechanisms of
endothelial dysfunction and early atherogenesis,” Arterioscler Thromb Vasc Biol, 2014,
34:509-15). Chang t6i da do kha néng chéng oxy hoa cia nude bot khdng duge xu ly

cua nhitng ngudi tw nguyén, tiép theo nhitng ngudi nay hat mot diéu thubc 14, sau do
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nuée bot cua ho lai duoc ldy. Ching t6i da do su thay ddi mac do kha ning chdng oxy
héa trong nudc bot bing cach st dung khoi thude 14 tir diéu thudc 14 dbi chimg. Ching
toi 1ap lai thi nghi¢ém nay véi cac d4u loc khéac nhau chira ca mono alginit duy nhét va
trong bén t6 hop khac nhau cua alginit véi — vo va hat nho (GSS), alginit —Al oxit dédc
biét, alginit - zeolit alginit — cacbon cta cac dau loc giéng nhau trong hdn hop 50-50%.
T4t ca cac dau loc td hop véi alginit 1am gidm kha ning chéng oxy hoa trong nudc bot
it hon dang k& so voi dau loc déi chimg. Alginit riéng tao ra sy khéc bit déng ké ve
kha ning chdng oxy héa so voi d6i ching, song tit ca céc thudc 14 diéu t6 hop t6t hon
dang ké so v6i alginit riéng, ro rang rang alginit va cac thanh phan t6 hop tac dong mot

cach hiép dong.

Viéc st dung dau loc alginit khién cho su tao ROS thép hon dang ké trong huyét
thanh. Thi nghiém chtng minh diéu nay 1a gidng voi thi nghi¢m nuée bot, song nd
dugc thuc hién véi huyét thanh. Ban than huyét thanh c6 ndéng do xac dinh gbe tu do.
Mic du ban than huyét thanh c6 ndng dd xac dinh gbc tu do, khoi thubc 14 1am gia ting
mirc gbe tw do. Udc tinh rang co nhidu hon 10" gdc tw do cho mdi hoi cua khoi thude
14 (Church and Pryor, 1985). Do gbe tur do ¢6 thé twong tac véi nhiu chit hitu co dé tao
ra ROS, khong ngac nhién rang khoi thude 14 lam giam kha ning chéng oxy hoéa cua
huyét thanh. Tuy nhién, ngoai cac gbc chira trong khoi thube 14, su tao gbc déng ké
cling nhu sy san sinh trure tiép ROS ¢6 thé phét sinh tr dap tmg viém do khoi thubc 1a
gy ra dan dén gia ting cdc muc bach cAu trung tinh va dai thyc bao (Messner and
Bernhard, 2013). Ching t6i da do kha néng chdng oxy héa cia huyét thanh khong dugc
xtr 1y, Tiép theo, chiing toi st dung méay hit thude 14 ciia ching t6i dan khoi thude 14
nguyén ven qua 6ng huyét thanh. Chiing t0i da do su thay db6i kha ning chéng oxy héa
trong huyét thanh bang cach st dung khoi thudc 14 tir thude 14 diéu dbi ching. Chiing
toi 13p lai thi nghiém nay v6i cac d4u loc khac nhau chira ca mono alginit duy nhét va tb
hop cua alginit v6i bdn vat lidu loc khac nhau, tirc 1a alginit — vé va hat nho (GSS),
alginit — Al oxit ddc biét, alginit — zeolit, alginit — cacbon cua cac dau loc giéng nhau.
T4t ca cac dau loc chira alginit 1am giam kha nang chéng oxy héa trong huyét thanh it

hon dang ké so vdi dau loc doi ching.

Viéc st dung alginit tao ra khéi thudc 14 gdy ton thuong ndi mo it hon. Cac té bao
16t bé mit trong ctia cdc mach mau duge goi 12 cac t& bao ndi mo. Céc t€ bao nay doéng

vai trd quan trong trong viéc bao vé cdc mach mdu nay. Khi noi mo bi ton thuong,
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thuong duoc goi 1a loan chtrc ndng ndi md, nguy co méc bénh tim mach gia ting. Do
khéi thube 14, khi roi phdi qua cac phé nang, di vao méu, su tiép xac ctia ndi md véi
khéi thude 14 xay ra va ban dau din dén loan chtc niang ndi md, duge biét 5 1a budc
du tién quan trong trong phat trién bénh tim mach lién quan dén ht thudc 14 (Ambose
and Barua, 2004; Ambrose JA, Barua RS, “The pathophysiology of cigarette and
cardiovascular disease. An update,” J] Am Coll Cardiol, 2004, 43:1731-7; Messner and
Bernhard, 2014). Chung tbi do sy t6n thuong té bao ndi mo xay ra khi cac t& bao ndi
md tiép xuc véi khoi thube 14 nguyén ven so voi cac té bao khong duoc xu ly. Su ton
thurong té bao it hon dang ké xay ra khi dong t& bao nay tiép xtic véi khoi thude 14 duge

loc bing alginit hogc khoi thudc 14 duge loc bang t6 hop chira alginit.

Viéc st dung alginit cling dan dén tao ra khoi thube 14 gay tén thuong biéu md
phdi it hon. Biéu mé phoi 1a 16p phong thu dAu tién dbi v6i cac chat doc duoc hit vao.
Céac té bao biéu md phé nang trong phdi dugc biét 12 bi tén thuong boi viée tiép xtc voi
khoi thude 14 d&n mirc va bao gdm su chét té bao (Kosmider et al., 2011; Kosmider B,
Messier EM, Chu HW, Mason RJ, “Human alveolar epithelial cell injury induced by
cigarette smoke,” PLoS One, 2011, 6:¢26059), dugc chimg minh bing su giam sb
luong té bao khée manh so véi cac té bao khong duge xu Iy. Alginit chira khéi duge loc
lam giam sd luong té bao khoe manh thap hon so véi thubc 14 diéu ddi chimg. Do céc té
bao biéu mo hoai tir tiét ra c4c protein vao phbi gy viém, cubi cung c6 thé din dén ung
thu phdi hode COPD, viéc bio vé biéu md nay bing céc dau loc chira alginit va t6 hop
ctia bdn vat lidu loc khac nhau ghép cip véi tire 1a alginit v6i — vo va hat nho (GSS),
alginit — Al oxit ddc biét, alginit — cacbon cua cac dau loc gidng nhau rd rang 1a c6 loi

cho strc khoe doi véi ngudi hut thude.

Muc glutathion ciing cao hon dang ké véi khoi thude 14 duoc loc bang alginit so
v6i thube 14 didu dbi ching. Ca hai dong té bao biéu mé va ndi mé déu duoc tiép xuc
v6i thude 14 diéu dbi ching va alginit va té hop cua alginit véi — vo va hat nho (GSS),
alginit — Al oxit dic biét, alginit — cacbon ciia cac dau loc giong nhau, nhu khoi thude 14
diéu nguyén ven dugc loc bang alginit. Viéc xdc dinh muc glutathion chi ra muc
glutathion trong cac té bao tiép xuc véi khoi tir cac thude 14 didu dwoc loc bing alginit
14 cao hon nhidu so vé6i thude 14 diéu dbi ching. Do da biét ring glutathion bao vé
chéng lai 4p luc oxy hoa (Rahman and MacNee, 2000; Rahman I, MacNee W,

“Oxidative stress and regulation of glutathione in lung inflammation,” Eur Respir J,
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2000, 16:534-54), didu nay c6 nghia la cac dau loc chira alginit bao vé co ché phong thu
noi tai cua phdi chong lai tén thuong mo phdi do 4p luc oxy hoa gdy ra tdt hon so voéi

thudc 14 diéu dbi chimg.

Khéi thude 14 duoe loc bang alginit gdy ton thuong it hon trong cic mod phdi va
gy viém it hon so véi khéi thube 14 dbi ching. Md phéi ba chiéu — dwgc thiét ké dudi
dang hinh phong cau — da dugc chu truc tir cac té bao ngudi c6 profin da biét, cu thé 1a
c4c té bao biéu mod phéi, cac nguyén bao soi, cac té bao ndi méd va cac dai thuc bao. Chu
tric ba chiéu nay cho phép céc té bao phat trién co quan chirc ning, gidng véi co quan
chitc ning duoc tim thiy trong céc ban sao trong co thé ciia chiing. C4c mo hinh 3D tao
ra md hinh thyc nghiém mo6 phdng moi trudng trong co thé t&t hon nhiéu so véi cac hé
théng mot gidng nudi cAy-mét 16p (2D) thong thuong. Profin sinh hoa cta nuodi cdy mo
3D la rét giéng v&i profin sinh hoa cta sinh vat séng. Hinh phéng cau 3D phan tng véi
céc chét kich thich bén ngoai giéng nhu md phdi ngoai vi séng. Pép tng viém cua
ching 14 hau nhu gidng hét, va chiing cling tao ra chét hoat dong bé mit. Khi cac hinh
phong cau 3D nay tiép xuc v6i khoéi thudc 14 duoc loc qua dau loc thudc 14 diéu chira
alginit mé&1i, muc cytokin IL-8 va IL-6, cac chét trung gian gy viém da biét, biéu hién &

muc thap hon dang ké so voi céc thudc 14 dicu doi ching.

Nhu dé cip & trén, alginit c6 thé dugc st dung trong céc dau loc theo sang ché
riéng hodc két hop v6i cac chét khac dugc st dung trong dau loc thude 14 diéu trude
ngay nop don. Cac vat liéu nay cling nhu viéc san xuit va st dung ching la dugc

chuyén gia trong linh vuc nay biét r5.

Vi duy, khi no6i dén dau loc thudc 14 diéu "cacbon" hodc "nho" hodc "thanh phé“m
nho" thi chiing ¢6 nghia 1a than hoat tinh va hat nho va bot malt vo, mac du, tur tinh
trang k¥ thuat hién nhién ddi véi chuyén gia trong linh vyc nay rang cac thanh phan nho
ciing ¢6 thé & cdc dang khac. Cac thanh phan nay, ciing nhw do kha dung ctia ching

cling dugc chuyén gia trong linh vuc nay biét r5.

Séang ché s& dugc mo ta chi tiét hon thong qua phan Vi du thyc hién sang ché sau.
Céc vi du nay chi nhim muc dich minh hoa. Tir phén Vi du thuc hién séng ché chuyén
gia trong linh vuc nay s€ d& dang hiéu rang chi riéng alginit da cai thién déng ké cac
dac tinh loc so vai cac vat liéu loc da biét. Hon nita, phﬁn Vi du thuc hién sédng ché

chtra s6 lidu vé céc td hop chira alginit va cac vét liéu loc xdc dinh thude tinh trang k¥
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thuat da biét s& giup chuyén gia trong linh vuc nay hiéu ro ring alginit tdc dung mot
cach hiép dong véi cac vat liéu loc khac. Lién quan dén cac vat lidu ndy, chung toi cling
dé cap dén, vi du, chét don dep gbc tu do dugce boc 10 trong WO 2010/125412 da dé cap
& trén va dugce dua vao trong ban mod ta nay theo cach vién din. Do @6, mic du khong
phai tat ca cac td hop chtra alginit d&u duge néu trong phan Vi du thuc hién séng ché,
chuyén gia trong linh vuc nay hiéu rang céc thanh phin t6 hop cla alginit ¢6 thé duoc
trao dbi tuy ¥ v6i cac vat liéu loc thich hgp khic va rang tit ca cac t6 hop nay déu nim

trong pham vi cua sang ché.
Vi du thuc hién sang ché

Vi du 1: Viéc st dung alginit [dm gia ting tinh trang chéng oxy héa trong nude

bot va huyét thanh it hon ding ké — Thi nghiém cta Pai hoc Cong nghé Budapest

(Budapest University of Technology: BUT)

Muc dich cia nghién ctru nay 12 nghién ctru cic tdc dung cua céac dau loc khac
nhau ddi véi kha ning khoi thubc 14 1am bién déi tinh trang chdng oxy hoa cia cac mau
(huyét thanh va nuéc bot). Viée do cac mau huyét thanh dugc thyc hién bang thi
nghiém RANDOX® TAS. Céc mAu huyét thanh dwoc didu ché bang cach hoan nguyén
huyét thanh dugc lam dong khd nhanh, dugc do sau khi hoan nguyén (trbng) hoic sau
khi khoéi thube 14 di loc duge suc qua né. Tong tinh trang chéng oxy hoa ctia nudce bot
dugc do trude va sau khi hut cac diéu thudc 14 thong thuong va thue nghiém co trang bi
céc dau loc theo sang ché. S6 liéu thu duge bang cac phép do cla chung t6i co thé phan

anh kha néang lién két véi géc tur do va ROS cua céac déu loc.
Vat liéu va phuong phdp

Cdc phép do trang thdi chéng oxy héa bing thir nghiém benzidin va bo kit trang
thdi chéng oxy héa toan phan (Total Antioxidant Status - TAS) Randox®

Céc phép do trang théi chéng oxy hoa duge tién hanh bang thir nghiém benzidin
duoc chip nhan rong rai va bd kit trang thai chéng oxy hoa toan phan (TAS) Randox®
¢6 béan trén thi truong. Thit nghiém benzidin st dung hé théng tao ra peroxit (hydro
peroxit va peroxidaza) va nhom sinh mau nhay peroxit (benzidin). Céc peroxit dugc tao
ra tai chd phan ng v6i nhom sinh mau dé tao ra hop chat trung gian voi hé sb hap thu
cuc dai ¢ 620 nm ¢o thé phét hién dugc bang quang phé ké. Céc chét chdng oxy héa c6

mit trong mau canh tranh v6i nhém sinh mau trong cac phan (g cta n6 voi cac peroxit
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va can trd sy tao ra tin hiéu co thé phat hién duoc. B%mg cach so sanh su tao thanh
nhém sinh mau cé thé phat hién dugc cia cac mau voi ddi ching Am khong co céc chét
chéng oxy hoa va véi dbi chung duwong c6 ndng do chit chéng oxy héa da biét, trang
thai chdng oxy héa cta céac mau c6 thé duge danh gia.

Cdc chdt phan ung va thiét bi dwoc stk dung

Chét phan (g A (dugc hoa tan trong nudc tinh khiét loai IT)

- natri clorua 155 mM (Reanal, danh muc s 24640-1-08-38)

- peroxidaza ct cai ngwa 25 mU/ml (Sigma®, danh muc s 77332)

- benzidin dihydroclorua 233 pM (Sigma®, danh muc s6 B3383)

Chét phan tng B (duoc hoa tan trong nude tinh khiét loai I1)

- ure-hydro peroxit 250 pM (Sigma®, danh muc s6 289132)

Cdc mau

Ciéc miu nuée bot duge 4y tir 17 dbi twong trude va sau khi hat thube 14. Nhing
ngudi tinh nguyén dugc lwa chon bdi cac phong thi nghiém OF (OF Laboratories) cua
truong dai hoc k§ thudt va kinh té Budapest (Budapest University of Technology and
Economics). Mbi ngudi tinh nguyén dugc thong cdo trong khoang tir 8 dén 9 gid sang
dé 14y nude bot, hut thube 14 va 14y nudc bot lai. Mdi sing, hut mot diéu thudc 14 thi
nghiém va nude bot dugc thu. M&i ngudi tinh nguyén hut 4 diéu thudc 14 khac nhau
(duoc phan bidt bing dAu loc); hai diéu giita 4-7, thang 12 ndm 2015 va hai diéu gitra
5-8, thang 1 nam 2016. Nguoi hat thudc duoc yéu cau bao céo viée hut thudc 14 khi
khong an bit c loai thirc &n hodc chét 16ng nao vao budi sang va chua danh rang. Nudc
bot duoc lam bao quan lanh va tién hanh dang gia theo cac gia thuyét ctia phong thi

nghiém BUT.

Nam gidi Nt gidi
14 nguodi 3 nguoi
Hut thube Khong hut thude Hut thude Khong hut thude
12 2 2 1
Tudi Tuoi
18-24 tuoi 6 nguoi 18-24 tudi 2 ngudi
25-40 tudi 4 nguoi 25-40 tudi 0 ngudi
41-59 tudi 3 ngudi 41-59 tudi 1 nguoi
60+ tuodi 1 nguoi 60+ tudi 0 ngudi
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Cac mau huyét thanh dugc hoan nguyén tur huyét thanh dugc lam kho lanh
(Analyticon Contronorm® PLUS), theo cac chi din ctia nha san xudt, trong nudce tinh
khiét loai II. C4c mAu huyét thanh duge do truc tiép (tréng) hogc sau d6 khoi thubde 14
da loc duoc thdi qua huyét thanh bang OptiFilter. Cac diéu thudc 14 duoc hit bang cach
sir dung may hit thudc 14 théng Filtrona SM302 8-13 thong. Céc diéu thude 14 dugce hut
theo ISO 3308 véi 100% céc 13 thong dau loc déu bi chan. Khéi thude di qua dau loc
Cambridge (Dau loc soi thiy tinh 44mm, san phim s6: 80202851, Borgwaldt KC), va
pha khi tao thanh dugc xoay qua dng silicon va duge thdi vao vat chua Glad (vat va
cham) chtra 1,5 ml dung dich huyét thanh. Sau mdi diéu thudc 14, dém loc Cambridge
duoc thay béng mot dém loc mdi, sau mdi diéu thube 14, 6ng silicon dugc thay béng

mdt dng silicon méi. Cac dau loc dugce dén nhan tur 1 dén 3.

Cdc doi chitng va dung cu do

- d6i chitng Am (Nudrc tinh khiét loai IT)

- d6i chung duong (Tiéu chuén bd dinh chudn tir bd kit trang thai chéng oxy hoa
toan phan Randox® danh muc s6 NX 2332)

- bd kit trang théi chdéng oxy héa toan phan Randox®

- Quang phé ké (Quang phd ké vi dia nhiét Scientific™ Multiskan™ GO (Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO Microplate))

Phuwrong phdp thir nghiém benzidin

Céac phép do duogc tién hanh bang quang pho ké vi dia duge mo ta & trén, céc té
bao dugce U & nhiét do 37°C trén dia 96 16. Hon hop phéan Gng trén vi dia dugc chuén bi
nhu sau: 5 ul mau hodc d6i chimg va 250 ul chét phan tng A dugc hat bang pipet vao
céc 156. Hon hop nay sau d6 dugc 1am d@)ng nhit hoa va duoc doc béng may doc vi dia.
H¢ s6 hép thu ban dau doc & A=620 nm dugc xac dinh trude khi bd sung 50 pl chét
phan tng B dé khoi dau su tao ra peroxit, sau khi céc tri sb doc ctia hé ) hép thu dugc
xéc dinh & A=620 nm tir 0 dén 3 phat. C4c két qua hé sb hap thy dugc xem 1a cdc tri s0
hé sb hép thu duoc do & 2,5 phit. TAt ca cac mau va dbi ching dugce bdo quan trén da,

va mdi mau dugc do trong 3 10 song song d6i voi phan tich théng keé.
Phwrong phdp bg kit trang thdi chéng oxy héa (TAS) Randox®

Cac phép do dugc tién hanh theo s tay cung cép bang cach st dung quang phd
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ké vi dia dugc md ta & trén. Bang cich st dung vi dia thay vi dng cuvet, tat ca thé tich
chét phan tmg cn thiét dugc 1am giam bing yéu t6 4. DPidu nay lam cho thé tich phan
g cudi ciing bang 305 pl do viée bd sung 5 pl mau hogc d6i chimg, 250 pl chit phan

tng A va 50 pl chét phan tng B 1a nhu dugc mo ta trong s6 tay.
Vat liéu thudc ld

Céc diéu thudc 14 duoc st dung trong thir nghiém dugc cung cip béi OptiFilter
Zrt. Cac thong sb va viée ché tao cac diéu thube 14 nhu sau. Céc diéu thubc 14 tham
chiéu Kentucky 3R4F dugc san xuAt va dugc cubn boi truong dai hoc & Kentucky, KY
US. Céc diéu thude 14 tham chiéu duoc cung cip cho OptiFilter Zrt cia Hungary béi
Celanese Corporation, Narrows, VA, US. Pau loc thudc 14 dugc cudn, va céc diéu
thubc 14 thir nghiém dugc san xuét boi OptiFilter Zrt. Téu loc CellFx dwgc chudn bi va
dugc cung cip béi Celanese Corporation. Cac tdu loc nay chira cac vat liéu loc khac
nhau, d6i khi duoc pha tron. Cac vat liéu loc axetat bd sung véi cac dac tinh dét khac
nhau, nho do6 tao ra céc tri s6 giam 4p luc khéc nhau, dugce san xuét va cung cip béi
Celanese Corporation. Céac phan axetat 27mm cla du loc 3R4F trong diéu thude 14
tham chiéu Kentucky (KRC) (2,9/41.000) dugc thdo ra va loai bo. TAu loc, duoc sin
xuit boi cong nghé CellFx cia Celanese, chira cac vat liéu loc khac nhau. Mot tdu loc
d4 lua chon duoc dua vao dbi dién v6i bé mit chéy ciia thude 14 diéu, va phan axetat bd
sung dugc lya chon va dua vao dau loc, dam bao réng tri s6 giam ap suét (trd luc dé hit
vao) cta diéu thudc 14 (su thong dau loc duoc dong kin) 1a gidng véi tri sd giam 4p suat
ciia KRC (trd lyc dé hit vao 170 mm HaO +/- 2%). Cac tiu Celanese dai 1a 12 mm. Céc

phan axetat dai & 15 mm. Téng chiéu dai diu loc 1 27mm.

Tém tét cde dau loc dwoc sir dung trong thir nghiém

Nude bot | Mo ta déu loc Chit viét tat
Diu loc 1 | Biéu thudc 14 tham chiéu d6i chimg Kentucky Kent. Ref.

Pau loc 2 Tau Celanese 12 mm: Cacbon CelRod-12-C
Pau loc 3 | Tau Celanese 12 mm: 50% Alginit & 50% Nho | CelRod-12-AG
Serum MBb ta dau loc Chit viét tat
Dau loc 1 | Biéu thudc 14 tham chiéu ddi ching Kentucky Kent. Ref.

Dau loc 2 T4u Celanese 12 mm: Cacbon CelRod-12-C
Dau loc 3 | Tau Celanese 12 mm: 50% Alginit & 50% Nho | CelRod-12-AG

Cdc két qua

Trong khi thtr nghiém dugc tién hanh trén nudc bot va huyét thanh, thu dugc cic
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két qua thir nghiém sau day.

Thi nghiém huyét thanh

Mau Tinh trang ROS Kha ning chong | Su thay ddi trang
oxy hoa thai chdng oxy hoa
Huyét Trong 33% 67%
thanh 1 Pauloc 1 44% 56% -16%
Dau loc 2 47% 53% 21%
Huyét Trong 21% 79%
thanh 2
Pau loc 3 30% 70% -11%

Su thay dbi vé trang thdi chdng oxy héa dugc thé hién trén Fig.1.

Cac phép do dugc thuc hién trong nam lan lap. Cac két qua chi ra réng dau loc 3

14 tbt hon so véi thude 14 diéu dbi ching (du loc 1).

Cdc két qud do méu mwée bot bang thir nghiém benzidin

Phép do dugc thuc hién véi 17 d6i trong. Ting miu dugce thu tir cic dbi tuong

duge do 3 1an.

Do giam trung binh ¢ trang thai
chong oxy hoa
Pauloc 1 | D) giam ¢ trang thai chong oxy 29%
hoa
Pau loc 2 | Dy gidm & trang thai chéng oxy 33%
hoa
Dauloc |Do gidm & trang thai chbéng oxy 12%
hoa

Phén tich théng ké ciia thi nghiém trong nude bot

- Viéc danh gia vé y nghia théng ké ctia cac sy thay d6i vé trang thai chéng oxy
héa trude va sau khi hat thude 14 diéu duge thuc hién st dung Kiém dinh ghép cip

Wilcoxon (StatSoft-STATISTICA10). Céc két qua dugc xem 1a dang ké & p<0,05.

Cip bién so Kiém dinh ghép cap Wilcoxon
Cac kiém dinh dugc danh déu 1a ddng ké & p < 0,05000
N c6 gié tri T Z Gié tri p
Trudc va sau khi hat thudc 17 15,5000 2,8876 0,0038
14 ctia Pau loc 1

Su thay doi vé trang thai chéng oxy héa trude va sau khi hut thudc 14 cia Dau loc

-21-




39138

1 12 dang ké. Céc két qua thu dugc tir thit nghiém chi ra sy khac biét vé théng keé 16n.

Cip bién so Kiém dinh ghép cdp Wilcoxon
Céc kiém dinh dugc danh dau 1a déng ké & p <
0,05000
N ¢6 gia tri T Z Gia tri p
Trudc va sau khi hat thude 17 8,0000 3,2426 0,0011
14 ctia DAu loc 2

Su thay dbi vé trang thai chdng oxy hoa trude va sau khi hut thudc 14 ctia Pau loc

2 12 dang ké. Cac két qua thu dugo tir thir nghiém chi ra sy khéc biét vé thong ké lon.

Cip bién sb Kiém dinh ghép cdp Wilcoxon
Céac kiém dinh dugc danh ddu la dang ké & p <
0,05000
N c6 gid tri T Z Gid trip
Truéc va sau khi hut thude 17 37,5000 1,8461 0,0648
14 ctia Pau loc 3

Khong c6 su thay ddi dang ké vé théng ké & trang théi chéng oxy héa truéc va
sau khi hut thudc 14 cia Pau loc 3; mic du c6 sy sai khac quan sat dugc (p=0,065)

nhung n6 khong dat dén ngudng d6i véi y nghia théng ké.

- Viéc danh gia vé y nghia théng ké clia cic sy thay d6i vé trang thai chéng oxy
hoa gay ra do hut cac thudc 14 diéu khac nhau duogc thuc hién st dung Kiém dinh ghép
cip Wilcoxon (StatSoft — STATISTICA10). Céc két qua dugc xem la déng ké o
p<0,05.

Cip bién sb Kiém dinh ghép cap Wilcoxon
Céc kiém dinh dugc danh dAu 14 déng ké & p < 0,05000
N co gid tri T V4 Gid tri p
Pau loc 1 & Dau loc 2 17 66,0000 0,4970 0,6191

Su thay d6i vé trang thai chdng oxy héa gitta dau loc 1 va 2 1a khong déng ké.

Cap bién so Kiém dinh ghép cap Wilcoxon
Céc kiém dinh dugc danh diu 13 déng ké & p <0,05000
N c6 gid tri T Z Gid trip
Péu loc 1 & Dauloc3 17 29,0000 2,2485 0,0245

Su thay dbi vé trang thai chdng oxy héa gitta dau loc 1 va 3 la déng ké.

Bibu dién cdc két qud cia viée gidm trang thdi chong oxy héa nho swr dung bieu

by
A A

do hop
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Biéu dd hop lién quan cta nhiéu bién so dugc thé hién trén Fig.2. Cac diem di

liéu & xa dugc thé hién riéng ré& (StatSoft - STATISTICA10).
Két luan

Céc két qua thé hién rang khoéi thubc 14 ma duogc cho di qua dau loc 1 hodc dau
loc 2 da lam giam tinh trang chéng oxy hoa cua huyét thanh 15-20%. Pau loc 3 giy ra

su giam kha ning chong oxy héa it dang ke, so voi déu loc doi chimg.

Céac gia tri doc do hép thu cua cac mau nudc bot duoc so sanh véi cac dbi chung
duong va am dé danh gia tinh trang chéng oxy hoa. Cac két qua chi ra rang khoi thude
14 ma da di qua dau loc 1 va 2 lam giam trang théi chéng oxy hoéa trong nudc bot
khoang 30%, diu nay dugc thiy 1a ¢6 ¥ nghia thong ké, trong khi dAu loc 3 da thé hién
viéc giam 12%, c6 y nghia théng ké so véi thudc 14 diéu d6i ching. Cac két qua nay
pht hgp véi cac két qua cia cac phép do trén huyét thanh. Céc két qua thé hién rang cic
thanh phan cua cac dau loc theo sang ché c6 higu quéa déang ké trén kha ning cta khoi
thudc 14 lam thay doi trang théi chéng oxy héa cta cac miu duéi cac didu kién thir

nghiém dugc mo ta.

Vi du 2: St dung alginit gy ra su ting dang ké hon tinh trang chdéng oxy hoa

trong nudc bot va huyét thanh — céc thi nghiém bdi Prof. Tibor Szarvas

Hiéu qua trén nudce bot va huyét thanh ctia khoéi thude 14 duoc loc bdi cac dau loc

theo sang ché ciling dugc kiém tra trong thi nghiém khéc nhu duéi day.

Vit lidu va phwong phdp

Céac thube 14 diéu dugc st dung trong thi nghiém la cac thubc 14 diéu tham khao
Kentucky 3R4F, duogc san xuét va lap ghép bdi Dai hoc Kentucky, KY, US. Cac thude
14 diéu tho nghiém duoc cung cp dén OptiFilter Zrt ciia Hungary bdi Celanese
Corporation, Narrows, VA, US. DPau loc thudc 14 diéu duogc lép ghép, va cac thudc 14
diéu thir nghiém duge san xudt boi OptiFilter Zrt. Thanh dau loc CellFx duoc chuén bi
va dugc cung cap béi Celanese Corporation. Thinh thoang, cac thanh dau loc nay chua
cac vat liéu loc khac nhau dugc tron. Vat liéu dau loc axetat bd sung ¢6 cac dac tinh dét
khac nhau, nhd d6 tao ra céac gia tri giam ap luc khac nhau, duoc san xuét va duogc cung
cip bai Celanese Corporation. Céc phan axetat 27 mm cua dAu loc cua thude 14 diéu

tham khao Kentucky 3R4F (2,9/41.000) dugc boc va loai bd. Thanh dau loc, duogc san
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xuét boi cong nghé CellFx cta Celanese, chia cac vat liéu lam dﬁy khac nhau. Mot
thanh dAu loc dugc chon duge dua vao déi mat véi bé mat cudi dang chdy cua thuc 14
diéu, ph?ln axetat khac duoc chon va dugc dua vao dau loc, dam bao réng gia tri gidm
ap luc (téng luc chéng lai su hit vao) cta thudc 14 diéu (16 thong hoi dau loc da dong) 1a
gibng nhu gid tri giam 4p suit cia KRC (lyc chong lai sy hit vao 170 mm Hz20 +/- 2%).
Céac thanh Celanese dai 10mm hodc 12 mm hodc 15mm. Cac phan axetat dai 17mm
hodc 15 mm hodc 12mm. Téng chiéu dai dau loc béng 27mm. Céc thube 14 diéu duoc
trang bi thanh dau loc CellFx chira cac vat liu lam dﬁy khéac nhau duoc do va dugc so

sanh véi dbi chung trong danh gia sinh hoc nay.

Céac dau loc dudi day dugc st dung trong cac thi nghiém:

Mb ta dau loc Viét tat
Khoang: 100 mg, (33-67) Al-O-Nho Cav-100-Al10G
Khoang: 150 mg, 50-50%, Alginit & Nho Cav-150-AG
Khoang: 150 mg, 50-50%, Zeolit & Nho Cav-150-ZG
Khoang: 160 mg, 50-50%, Al-O & Nho Cav-160-A10G

Khoang: 160 mg, (20% mdi chat), Al-O + Grap + Alg + | Cav-160-AIOGAZC
Zeol +Carb

Khoang: 200 mg: (120-80mg), Alginit-Nho Cav-200-AG
Thanh Celanese 10 mm, 50-50%, Alginit-Thanh cacbon CelRod-10-AC
Thanh Celanese 10 mm: Thanh cacbon mono CelRod-10-C
Thanh Celanese 12 mm: 50-50%, Alginit & Nho CelRod-12-AG
Thanh Celanese 12 mm: Cacbon CelRod-12-C
Thanh Celanese 15 mm: 50-50%, Alginit & Cacbon CelRod-15-AC
Thanh Celanese 15 mm: 50-50%, Alginit & Nho CelRod-15-AG
Thubc 14 diéu tham khao d6i chiing Kentucky KRC.

Thiét lép thi nghiém

Céac thude 14 diéu dugce hat trong phong thi nghiém OF & Dai hoc cong nghé va
kinh t& (University of Technology and Economics), Budapest, trong Filtrona SM302 &
cbng, may hit thudc 14 theo chidu dai theo quy trinh ISO 3308. Cac thubc 14 diéu duge
ht bing 13 thong hoi ctia ddu loc bi chan. Khoi thude 14 duge cho di qua dau loc
Cambridge (DAu loc soi thily tinh 44mm, san phdm s6: 80202851, Borgwaldt KC), va
pha khi tao thanh dugc chuyén qua dng silicon va dugc suc vao vat chia bang thiy tinh
(6ng 14y mAu khi) chira 1,5 ml dung dich huyét thanh. Sau méi thudc 14 diu, miéng 16t
diu loc Cambridge duge thay bing c4i mdi, va sau mdi thude 14 diéu ong silicon duge
thay bang cai méi.

Po khd ning chéng oxy héa trong huyét thanh
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Dé danh gia kha ning lién két gbe tu do ciia dau loc thude 14 diéu thir nghi¢m hai

phuong phap dugc st dung:

1.) Randox — b¢ kit do tdng sb chat chéng oxy héa (mua dugc tir Randox Lab.

Ltd., Crumlin, UK)
2.) HRP — thir ngiém peroxit — benzidin

Huyét thanh d6i ching Contronorm Plus dugc cung cdp boi Analyticon
Biotechnologies AG, Germany. Viéc hut thube 14 diéu va viéc xi ly huyét thanh véi
khoi thudc 14 duoc thuc hién & phong thi nghiém OF & Pai hoc cong nghé va kinh té,
Budapest, va cac th nghiém doc duogc thuc hién boi Dr. Szarvas & Vién nghién ctru
trung tdm khu vat ly (Central Research Institute for Physics Campus), ¢ Trung tam
ning luong (Energy Center) cuia Vién han lam khoa hoc Hungary (Hungarian Academy
of Sciences), Budapest. Cac chét phan tng méi diéu ché dugc sir dung. Huyét thanh dbi
ching duge hoa tan trong 5 ml nude cAt hai 1an. Sau khi khoi thude 14 diéu (1 thude 14
diéu) dugc cho di qua d4u loc Cambridge, pha khi tao thanh duoc suc vao 1,5 ml huyét
thanh hoa tan theo quy trinh ISO 3308 v6i 16 thong hoi ctia dau loc bi chin. Sau do, 20
ul huyét thanh da xi Iy duoc tron véi 1 ml chét phan tng 1 (thanh phan duge néu dudi
day), duoc lam ddng nhét va phan tng bét dau bang 200 pl chét phan tng 2 (thanh phan
duge néu dudi ddy). Su thay déi do hép thu duoc do sau 3 phit. D hép thy cua huyét
thanh duoc suc duoc so sanh voi do hép thu cua huyét thanh d6i ching khong duogc
phan tng. Gid tri d6i ching duge xac dinh ma khong c6 huyét thanh d6i chung bang
cach st dung 20 pl nuédce cAt hai 1an. Céac phép do cling dugc thyc hién trén bd doc tAm
(théng s6: 5 ul huyét thanh, 250 ul R1, 50 pl chét phan tng R2).

Thar nghiém Randox dé xde dinh tinh trang chong oxy héa t6ng trong huyét thanh

Nguyén tic cua tho nghiém: ABTS (2,2,’-azino-bis(3-etylbenzthiazolin-6-
sulphonat) dugc U v6i peroxidaza (metmyoglobin) va HxO2 @ tao ra cation gdc
ABTS+. Chét ndy c6 mau xanh da troi-xanh 14 cay twong dbi bén, duge do & bude song
600 nm. Cac chit chdng oxy hoéa trong mau duge bd sung lam e ché mau nay, dén
muce dd ty 1€ voi ndéng do ctia chung.

Mau: Huyét thanh d6i chung Contronorm.

Chéat Thanh phan Nong do trong thu
phan nghiém
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ung

R1 bém 80 mmol/L, pH 7,4
Nude mudi dém phosphat

R2 Chat sinh mau 6,1 pmol/L
Metmyoglobin

R3 Co chat 250 pmol/L
Hydro peroxit (& dang 6n dinh)

CAL Axit 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2- Rét cu thé
carboxylic chuin

Quy trinh

Budcsong: 600 nm

Cuvet: dudng truyén dnh sang 1 cm

Nhiét do: +37°C

bo: dua vao khi

Nudc cét hai 1an dugc tron véi 1mL chét phéan tmg R2. Chét chuin dugc tron véi
1 mL chét phan tng R2. Mau dugc trdn v6i 1 mL chéit phan tmg R2. Tung dung dich
duge tron k§, duoc @ dé dat dugce nhiét do can thiét, va do hap thy ban dau (A1) duge
doc. 200 pl R3 duoc bd sung vao ting dung dich. Viéc tron va bam gid dugc bat dau
ddng thoi. Do hép thu duoc doc sau chinh xac 3 phut (A2). Tinh trang chéng oxy hoa
tdng dugc bidu thi 1a % dugc thiét 1ap khi so sanh gid tri cht phan tng — gié tri huyét
thanh.

Thir nghiém HRP peroxit-benzidin

Chét phan tng 1: HRP (peroxidaza cia cdy cai ngga) 9000 U/L, benzidin
hydroclorua 233 pumol/L, natri clorua 155 mmol/L,

Chét phan Gng 2: Carbamit peroxit 0,36 mmol/L
Dung méi: Nudc cét hai lan
Cong cu: Quang phd ké UV-VIS, nhiét do 25°C

Céc chit phan tng méi diéu ché duoc st dung. Huyét thanh d6i chimg duoc hoa
tan trong 5 ml nuée cit hai 1an. Sau khi khoi thude 14 diéu dwgc loc bang cach st dung
diu loc Cambridge (1 thudc 14 diéu), pha khi tao thanh dugc suc vao 1,5ml luong dung
dich huyét thanh theo quy trinh ISO 3308. L3 thong hoi cta dau loc bi chan. Sau d6 20
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ul dung dich huyét thanh di xir ly duogc tron véi 1 ml chét phan tmg 1 va dugc lam

ddng nhat, va phan Gng duoc bét dau bang 200 pl chit phan Gng 2. Su thay d6i do hap

thu & bude song 620 nm dugce do ngay sau 3 phuat. Do hép thu cta huyét thanh dugc suc

dwoc so sanh véi do hap thu cta huyét thanh d6i chimg khong dugc phan ung. Két qua

d6i chtrmg thu duge ma khong co huyét thanh d6i chting st dung 20 pl nude ct hai lan.

Céc két qua ctia thi nghiém duge tdng két trong cac bang. Cac phép do cling dugc thuc

hién trén bd doc tim (thong s6: 5 ul huyét thanh, 250 ul R1, 50 pl chét phan tng R2.

Céc két qua

1. Thtt nghiém HRP peroxit-benzidin

Loai Viét tit Su san xuat Kha nang Su cai thién so
gbc O ¢6 phan chbng oxy héa | voi d6i ching
tng (%) d6i v6i chit (%)
phan tng (%)

Thudc 14 diéu tham | KRC 64,7 35,3

khao dbi ching

Kentucky

Thanh Cacbon | CelRod- 56 44 25

Mono (chiéu dai 10| 10-C

mm)

Celanese: Thanh | CelRod- 37,3 62,7 78

Alginit-Cacbon 10-AC

(chidu dai 10 mm)

Khoang 200 mg:| Cav-200- 38,2 61,8 75

Alginit-Nho (120-80 AG

mg)

Khoang: Al-O-Nho | Cav-100- 59,1 40,9 16

(33-66 mg) AlOG

Thanh Celanese: | CelRod- 35,2 64,8 84

Alginit-Nho (chiéu | 15-AG

dai 15 mm)

Khoang: Alginit- | Cav-150- 44,7 55,3 57

Nho (75-75 mg) AG

Kha ning chong oxy hoa va su cai thién so v4i @61 ching duoc thé hién lan luot

trén Fig.3 va Fig.4.

2. So sanh khoang va cac dau loc CelFx theo sang ché trong huyét thanh

Thtr nghiém HRP peroxit-benzidin

Loai Viét tat Su san xuat Kha ning S cai thién so
gbc O c6 phan | chong oxy hoéa | voidoi chung
ung (%) do6i véi chat (%)
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phan tng (%)
Thubc 1a diéu tham | KRC 76 24
khao dbi ching
Kentucky
Khoang: 160 mg, | Cav-160- 60 40 64
Al-O + Nho +|AIOGAZC
Alginit + Zeolit +
Cacbon
Khoang: 160 mg, | Cav-160- 65 36 47
50% AI-O & 50% | AlOG
Nho
Khoang: 150 mg, | Cav-150- 74 26 7
50% Zeolit & 50% 7G
Nho
Khoang: 150 mg, | Cav-150- 45 55 129
50% Alginit + 50% AG
Nho
Thanh Celanese 15| CelRod- 69 31 27
mm: 50% Alginit & | 15-AG
50% Nho
Thanh Celanese 15| CelRod- 45 55 126
mm: 50% Alginit & 15-AC
50% Cacbon

Kha nang chéng oxy héa va sy cai thién so v6i doi chiung dugc thé hién lan lugt

trén Fig.5 va Fig.6.

3. Thir nghiém Randox

Thi nghiém huyét thanh duoc 13p lai bing phuong phap hoc bd kit chét chéng oxy

hoa Randox. Céc két qua duoc thé hién dudi déy.

Mau Viéttit | Do hap Susan | Khaning | Su giam Su cai
thu xuét gbc chéng oxy kha thién so
O ¢ héa (%) ning véi dbi
phan tng chéng | ching (%)
(%) oxy hoa
d6i véi
huyét
thanh
(%)
Chét phan tmg 0,256 100
(Randox)
Tiéu  chuan 0,005 1,9 98,1
d6i chiéu
Huyét thanh Huyét 0,136 53,1 46,9
thanh
Thude 14 diéu| KRC 0,151 58,9 41,1 12
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tham khao doi

chung

Kentucky

Thanh CelRod- 0,123 48,04 51,96 -11 187
Celanese 12 12-AG

mm: 50%

Alginit &

50% Nho

Thanh CelRod- 0,154 60,1 39,9 15 221
Celanese 12 12-C

m: Cacbon

Khoang 200 | Cav-200- 0,145 53,9 46,1 2 86
mg: Alginit- AG

Nho (120-80

mg)

Kha nang chéng oxy hoa, sy thay ddi kha ning chdng oxy hoa d6i voi huyét
thanh d6i chiig va sy thay dbi kha nang chdng oxy hoa d6i véi thude 14 diéu Kentucky

dugc thé hién lan luot trong Fig.7, Fig.8 va Fig.9.

Céc két qua huyét thanh thu dugc bang phuong phap hoc Randox xac nhan rang
cac dau loc theo sang ché, ca & cau trac CellFx va ¢ khoang, cai thién dang ké tinh
trang chdng oxy hoa gdy ra do khoi thube 14 & pha khi. Théy rang khoi thubc 1a di vao
dong méu vai gidy sau khi duoc hit vao, viéc st dung dau loc theo sang ché c6 thé lam

cho tinh trang ndi md khoe hon & ngudi hut thude.
Do kha nang chdng oxy hoa trong nuréc bot

DPé danh gia sy thay dbi tinh trang gdc tu do trong nude bot sau khi hat thude 14
va so sanh su thay ddi gay ra do céc thudc 14 diéu dugc loc khac nhau trong nude bot

ctia ngudi hat thude duge do va so sanh.

Vat liéu va phwong phap

Céc thube 14 diéu duoc str dung trong thi nghiém 1a cac thube 14 diéu tham khao
Kentucky 3R4F, dugc san Xuét va lép ghép bai Dai hoc Kentucky, KY, US. Cac thudc
14 diéu tho nghiém dugc cung cap dén OptiFilter Zrt ctia Hungary bsi Celanese
Corporation, Narrows, VA, US. Péu loc thube 14 diéu duogc lép ghép, va cac thudc 14
diéu thit nghiém dugc san xuét bai OptiFilter Zrt. Thanh dau loc CellFx duge chuan bi
va dugc cung cép boi Celanese Corporation. Thinh thoang, cac thanh déu loc nay chira
cac vat liéu loc khac nhau dugc tron. Vat liéu dau loc axetat ) sung c6 cac dac tinh dét

khac nhau, nhd d6 tao ra cac gia tri giam ap luc khéc nhau, duoc san xuat va dugc cung
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cap béi Celanese Corporation. Cac phin axetat 27 mm cla dAu loc cua thude 14 diéu
tham khéo Kentucky 3R4F (2,9/41.000) dugc boc va loai bé. Thanh dau loc, duge san
xuét boi cong nghé CellFx cua Celanese, chita cac vat ligu lam ddy khac nhau. Mot
thanh dau loc duoc chon duoc dua vao dbi mat voi bé& mit cubi dang chay cla thube 14
diéu, phén axetat khac dugce chon va duge dua vao dau loc, dam bao réng gia tri giam
ap luc (t6ng luc chdng lai sy hit vao) cia thudc 14 diéu (16 thong hoi déau loc da dong) 1a
oibng nhu gid tri giam ap sudt cia KRC (lyc chéng lai sy hit vao 170 mm HaO +/- 2%).
Céc thanh Celanese dai 10mm hodc 12 mm hodc 15mm. Cac phan axetat dai 17mm
hodc 15 mm hodc 12mm. Tong chiéu dai du loc bang 27mm. Céc thube 14 diéu dugc
trang bi thanh dAu loc CellFx chira cac vat liéu lam ddy khac nhau dugc do va dugce so

sanh v6i d6i chimg trong danh gid sinh hoc nay.

Thiét lap thi nghiém

Céc miu nuée bot duoc ldy tir 38 déi tuong trude va sau khi hut thude 14 dicu.
Céc tinh nguyén vién duoc tuyén chon béi phong thi nghiém OF ¢ Dai hoc cong nghé
va kinh té Budapest. M3i tinh nguyén vién béo co tir 8 — 9 gior budi sang dé thu nude
bot, viéc hut thudc 14 diéu va thu nude bot 14n nita. Mbi bubi sang, mot thude 14 diéu
thtr nghiém dugc hit va nude bot dugc thu tir thubc 14 diéu nay. Mdi tinh nguyén vién
hat 6 thube 14 diéu khac nhau (khac & dau loc) tir 19 thang muoi — 20 thang mudi mét
2015. Nguoi hut thube dugc yéu ciu bdo cdo viée hut thude 14 ma khong st dung bt ky
thitc an hodc chat 1ong nao vao budi sang va khong danh rang. Nudc bot dugc lam dong

d4 va dugc mang dén phong thi nghiém KFKI d€ danh gia.
Thtr nghiém HRP peroxit-benzidin

Chéit phan tng 1: HRP (peroxidaza cua cdy cai ngua) 9000 U/L, benzidin
hydroclorua 233 pmol/L, natri clorua 155 mmol/L,

Chét phan tmg 2: Carbamit peroxit 0,36 mmol/L
Dung mdi: Nudc cét hai lan
Cong cu: Quang phd ké UV-VIS, nhiét do 25°C

Céac chit phan tng méi didu ché duoc stt dung. Ddi ching dugc hoa tan trong 5
ml nuée cat hai 1an. Nuée bot thu dwogce tir céc tinh nguyén vién dugc thu. Sau d6 20 pl

dung dich nudc bot duge xit ly duge tron v6i 1 ml chét phéan ung 1 va dugc lam déng
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nhét, va phan tmg dugc bét ddu bang 200 ul chét phan Gng 2. Su thay d6i @6 hap thu &
bude séng 620 nm duge do ngay sau 3 phut. Do hép thu cta nudce bot duoc thu sau khi
hat thube 14 dugc so sanh véi do hép thu ctia nude bot dbi chimg khong dugc phan tng.
Két qua dbi chimg thu duge ma khong c6 nude bot d6i chung st dung 20 pl nude ct

hai 14n. Céc két qua cua thi nghiém duoc téng két trong céc bang.

Nghién clru nay lién quan dén 38 tinh nguyén vién nhu dudi day:

Nam gioi N gioi
29 nguoi 9 nguoi
Nguoi hut thuée 14 | Ngudi khong hut | Nguoi hut thudc 14 | Ngudi khong hit
thudc 14 thubc 14
26 3 4 5
Do tudi Do tudi
18-24 tudi 4 ngudi 18-24 tuodi 2 ngudi
25-40 tudi 14 ngudi 25-40 tubi 5 ngudi
41-59 tudi 10 ngudi 41-59 tudi 2 ngudi
60+ tudi 1 ngudi 60+ tudi 0 nguoi
Két qua

Cac két qua cta tht nghiém duoc thé hién trén Fig.10 va Fig.11 trong do trén

Fig.11. Thubc 14 diéu 1 = Kentucky tham khéo, thubc 14 diéu 2 = thanh cacbon, thudc 14

diéu 3 = thanh Alg-Nho, va thudc 1a diéu 4 = khoang Alg-Nho

Téng két cac dau loc duoc st dung trong thi nghiém

Nuée bot | Mo ta dau loc Viét tat

Dau loc 1 | Thude 14 diéu tham khéao ddi chimg Kentucky Kent. Ref.

Diu loc 2 | Thanh Celanese 12 mm: Cacbon CelRod-12-C

Pau loc 3 | Thanh Celanese 12 mm: 50% Alginit & 50% CelRod-12-AG
Nho

Céc két qua

Su thay doi kha ning chdong oxy hoa

KRC CELROD-12-C CELROD-12-AG CAV-200-AG
41,7 42,2 16,9 11,9
Két luan

Céc thi nghiém huyét thanh xdc nhén ring cac dau loc theo sang ché, ca & céu
trac CellFx va & khoang, cai thién dang ké kha nang chéng oxy hoa giy ra do khéi
thude 14. Thiy rang khoi thudc 14 di vao dong mau vai gidy sau khi né duoc hit vao, cac

tac gia sang ché cho rang cac so liéu nay goi y rang cac dau loc theo sang ché c6 thé
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g6p phan vao tinh trang ndi mo khoe hon & nguoi hit thude. Cac thi nghiém nudc bot
x4c nhan riang cic dau loc theo sang ché, ca 6 cau truc CellFx va ¢ khoang, cai thién
dang ké kha ning chong oxy hoa trong miéng. Cac tic gia sang ché cho rang di€u nay

c¢6 thé gop phan vao niém mac khoe hon & nguoi hut thude.

Vi du 3: Hiéu qua ctia thanh phén dau loc thuédc 14 diéu trén khoi thude 14 gay ra
su chét cac té bao ndi md va cée té bao bicu md.

Khoi thubce 14 1a sy két hop phtre tap cluia cac hoa chit duogc dic trung béi mirc
chét oxy héa cao. Viéc tang 36 trang thé hién rang khoi thubc 14 gdy ra sy hoat hoa céac
té bao ndi md mach mau phdi, lién quan dén sy mat chic ning hang rao ndi mo. Su mét
chitc ning nay 1a du hi¢u ctia 161 loan ndi mo. Trong qua trinh nay, khoi thudc 1a diéu
gdy ra su mAt cin bang oxy héa dan dén pha huy té bao ndi md, co thé tham nhap bach
cAu don nhan va dai thuc bao da hoat héa. Sy phéa huy hang rao ndi mé thdm chi co thé
céu thanh yéu t6 diu tién cta tdn thwong phdi trong dp ung khi tiép xtic voi khoéi thude
1a.

Khéi thudc 14 cling biéu hién 1a gay ra su chét t& bao theo chuong trinh cia md
phé nang phéi thong qua su chét té bao theo chwong trinh cia céc té bao biéu mo cla
ching, ma gop phén phat trién bénh phbi man tinh nhu tran khi. Mac du tat ca céc loai
t& bao trong phdi c6 thé bj pha hity béi su pha hiiy oxy héa, cc té bao bieu md 1a dich
chinh d& 1am tdn thét chét oxy héa ma ching cAu thanh duong bao vé thir nhat trong
phéi. Do d6, khong ngac nhién khi sy ton thét biéu md béi khoi thude 14 12 qué trinh

quan trong trong sy phat sinh bénh cua bénh phé)i lién quan dén viéc hut thudce 14.

Mot s& nghién ciru thé hién rdng cac thanh phan cia khoi thudc 14 co6 tinh phan
ng cao, tic nhan giy ung thu dé bay hoi, va gbc tu do oxy hoa (Reactive Oxygen
Species, ROS) thu dugc tir khoi thude 14 va cac té bao bi pha hily béi khoi thudc 14 gop
phan lam tén thuong phdi lién quan dén tdn thuong biéu md thong qua sy chét té bao va
su san xudt ROS trong cac t& bao biu mo6 d3 hoat héa. Do do, su bao vé biéu md khoi
tdn thuong boi khoi thube 14 duge xem 1a quan trong dbi véi su quan Iy nhiéu bénh
phéi lién quan dén viéc hut thudc 14. Cac cude didu tra thé hién rang thanh phin cua dau
loc thubc 14 diéu c6 thé 1a quan trong trong viéc cai bién tac dong cua khoi thudc 14 dén
sur chét té bao biéu mé duge cam Gng, 14 dong té bao thir nht gap khoi thube 14, cling

nhu pha hity céc € bao ndi md. Cac dau loc ¢ thé loai bo higu qua hon cdc thanh phéan
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ctia khoi thudc 14 ma c6 kha nang pha hity cao nhat cac t€ bao bicu md, cling nhu cdc t

bao ndi mo, ¢6 thé 1am giam sy pha hity phdi gay ra do khéi thudc 14.
Vat liéu, d6i twong va phuong phap

Céac thude 14 diéu duge str dung trong thi nghiém la céc thudc 14 diéu tham khao
Kentucky 3R4F, dugc san xuét va lip ghép béi Dai hoc Kentucky, KY US. Cac thube
la diéu dugc cung cdp dén OptiFilter Zrt cua Hungary boi Celanese Corporation,
Narrows, VA, US. Bau loc thubc 14 diéu duoc lap ghép va céac thudc 14 diéu thir nghiém
duoc san xuit boi OptiFilter Zrt., thanh dAu loc CellFx dwgc chuan bi va duge cung cap
boi Celanese Corporation. Thinh thoang, cac thanh dau loc nay chira vat liéu loc khac
nhau dugc tron. Vat liéu dau loc axetat khac c6 cac dac tinh dét khac nhau, nho d6 tao
ra cac gid tri gidm &p luc khac nhau, dugc san xuit va duoc cung cip béi Celanese
Corporation. Cac phan axetat 27 mm cla diu loc thude 14 diéu tham khédo Kentucky
3R4F (2,9/41.000) dugc boc va loai bo. Thanh dau loc, duoc san xuét béi cong nghé
CellFx cua Celanese, chira cac vat liu lam déy khac nhau. Mot thanh dau loc duogc
chon dugc dua vao thudc 14 diéu dbi mit véi bé mit cudi dang chdy cua thube 14 diéu,
phén axetat bd sung dugc chon va dugc dua vao dau loc, dam bao réng su gidm ap suét
(téng luc chéng lai su hit vao) cua thudc 14 diéu (18 thong hoi dAu loc da dong) 1a gidng
nhu gia tri gidm ap suit ctia KRC (luc chéng lai sy hit vao 170 mm HO +/- 2%). Céc
thanh Celanese dai 10mm hodc 12 mm hodc 15mm. Cac phén axetat dai 17mm hoac 15
mm hodic 12mm. Tng chidu dai diu loc bang 27mm. Cac thudc 14 diéu dugc trang bi
thanh dau loc CellFx chira vt liéu lam déy khac nhau duoc do va dugc so sanh véi dbi

ching trong danh gia sinh hoc nay.

Céac té bao ndi mo gitt vai trd quyét dinh trong sy phat trién ctia COPD, boi vi
chirc ning hang rao cua cac té bao ndi md 1a thiét yéu dé chirc ning phoi khoe manh; do
d6, su mat chirc ning hang rao ndi mo co thé gop phan l1am tin hiéu ddc trung cla su
xAm nhép bach cAu ctia bénh phdi bao gébm COPD. Khoi thubc 14 gly ra su chét té bao
va viém trong cac té bio ndi md gop phan vao su phat trién ctia COPD. O déy thé hién
rang viéc st dung cac thanh phin dau loc thubc 14 diéu khac nhau c6 thé cai bién thanh
phan khéi thubc 14 va c6 thé 1am suy giam téc dong sinh hoc phd huy. Fig.2 thé hién
réﬁg khoi thude tir cac dau loc chira hdn hop Alginit / Zeolit / Cacbon / Nho it pha hay

cac té bao ndi mo.
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Céc té bao bidu md 1a thanh phan quan trong ctia md phdi va c6 vai trd dang ké
trong ung thu phdi va su phat trién COPD. Bing cach st dung dong té bao biéu mo
phdi A549 thé hién ring céc dau loc chira hdn hop Alginit / Zeolit / Cacbon / Nho lam
giam dang ké su chét té bao biéu md do d6 co thé din dén nguy co COPD giam. Cac
két qua nay thé hién rang cic dAu loc theo sang ché chtra hdn hop Alginit / Zeolit /
Cacbon va Nho loai trtr mot s6 thanh phén cia khoi thude, va vi vay it pha huy cac té
b bidu md va cdc té bao ndi md phéi. Viee bao vé cac té bao biéu mod va cac té bao
ndi mo co6 thé gop phan vao sy suy giam COPD gay ra do khoi thudc 14 va sy phat trién

céc bénh ho hép khac.
Didu ché chiét xuat khoi thube 14

Viéce didu ché chiét xudt khéi thude 14 duge thuc hign nhu duge mo ta trude do
(Chen et al; Chen ZH, Lam HC, Jin Y, Kim HP, Cao J, Lee SJ, Ifedigbo E,
Parameswaran H, Ryter SW, Choi AM. Aufophagy protein microtubule-associated
protein 1 light chain-3B (LC3B) activates extrinsic apoptosis during cigarette smoke-
induced emphysema. Proc Natl Acad Sci USA. 2010 Nov 2; 107(44):18880-5). pé didu
ché chiét xuit cua khoéi thude 14, céc thudc 14 diéu dugc loc tham khao nghién ctru
Kentucky 3R4F (Vién nghién ctru thudc 14, Pai hoc Kentucky, Lexington, KY) dugc
hut bang cach st dyng bom nhu dong (VWR International) sir dung céc loai dau loc
khéc nhau. Toan bd khoi thue duge thu. M>bi thube 14 diéu duge hut trong 4 phut véi
mAau thudc 14 con lai 12 15 mm va duge suc qua 7,5 mL mdi truong sinh truéng té bao
nhd 6ng silicon. Dung dich nay, dugc xem la chiét xuét khoéi thude 14 chéc chin 100%,
duge diéu chinh dén pH biang 7,45 va dugc sir dung trong 15 phit sau khi diéu ché. Sau
khi mdi thudc 14 diéu duge hit, éng silicon dugc thay thé bang 6ng méi.

Nu6i cdy va xir Iy té bao HUVEC va A549

Céc té bao HUVEC (cé4c té bao ndi mo tinh mach rén ¢ ngudi — human umbilical
vein endothelial cells) thu dugc tir Lonza (Anaheim, CA, USA) danh muc sb: C2519A,
va duoc nudi cdy trong mdi trudong phat trién ndi mo (Lonza, Anaheim, CA, USA)
trong khong khi 4m chita 5% CO». D& phan tich su chét té bao, 5 » 103/158 HUVEC mdi
15 dugce nudi vao tAm 96 10 trong moi trudng phat tridn noi mo chira yéu td sinh truéng
va 2% huyét thanh. Trude mdi thi nghiém, mdi truong dugc thay thé bang moi trudng

méi khong chira yéu td sinh truéng va chia 1% huyét thanh va dugc u 10% chiét xuét
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khoi thude trong 24 gio.

Céc té bao biéu md nén phé nang ung thu tuyén & ngudi A549 (A549-human
adenocarcinoma alveolar basal epithelial cells) thu dugc tir B suu tép cac giéng nuoi
cdy té bao hop phap & chau Au (European Collection of Authenticated Cell Cultures)
(ECACC) (Dong té bao: A549 Danh muc sb: 86012804). Céc té bao A549 dugc nudi
cdy trong moi truong DMEM chira 10% FCS trong khong khi 4m chtra 5% CO». Dé
phan tich sy chét té bao, 5 x 10° /15 t€ bao A549 duge nudi vao tdm 96 16 trong mdi

trromg DMEM chita 10% FCS v duge xt 1y bing 10% chiét xuat CS trong 24 gio.

Phdn tich kha nang séng cla té bao

Phadn tich MTT

Cac té bao dugc cdy vao trong cac dia 96 giéng & mat do bat dau 1a duoc dua ra
trong cac FIG.va dugc nudi cy qua dém trudce khi duge xur ly bang khoi thudc 14. Sau
thoi gian 0, cdc moi trudong duoc loai bo va dugc thay thé trong 4 gio bang RPMI chira
luong dung dich MTT thich hop (3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazol
bromua) (Chemicon Inc., El Segundo, CA) (14). Phan tng MTT duoc giéi han bing
cach bd sung HCI vao mdi truong & ndng do cudi 12 10 mM. Luong thubc nhudém
formasan mau xanh khong hoa tan trong nudc duge hinh thanh tr MTT can Xtng voi sd
lugng cac té bao séng va dugc xac dinh bang méy doc phan tich hép thu mién dich lién
két enzym Anthos Labtech 200 & budc song 550 nm sau khi hoa tan chét két tia
formasan xanh trong SDS 10%. TAt ca céc thi nghiém duoc tién hanh it nhit 6 lan 1ap

va nhic lai ba lan.

Phén tich sulforhodamin B (SRB).

Cac té bao dugc U trong cac dia 96 giéng trong 24 gid nhu md ta ¢ trén. Moi
truong nudi chy sau d6 dugc loai bo va cac té bao duge c¢b dinh tai chd bang cach bd
sung 100 pl axit tricloroaxetic lanh 10% (w/v) va dugc 1 trong 30 phut ¢ 4°C. Dich ndi
duoc loai bo, cac dia dugc rira nam ln bing nudc may va lam khod bang khong khi
trong 24 gio. Dung dich SRB (100 ul) ¢ 0,4% (w/v) trong axit axetic 1% dugc bd sung,
va dia duoc U trong 20 phit & nhiét do phong. Sau khi nhudm, thudc nhudém khong lién
két duoc loai bﬁng cach rira nam 1an véi axit axetic 1%, va dia dugc lam kho béng
khong khi. Nhuom dugc lién két tiép theo duoc tao hoa tan bang (200 ul) Tris 10 mM
(pH 10,5), va su hip thu dugc doc trong may doc dia 96 giéng & 560 nm trir di phép do
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nén & 600 nm st dung hé théng do da ché d6 Promega Glomax.

Két qud: dnh hudng cia khdi thudce trén cdc té bao ndi mé cua nguwoi va biéu mo

Cht ¥ 13, céc té bao bidu mé phédi déng vai tro then chét trong sw phét trién bénh
tdc nghén phoi man tinh (COPD). Céc thay d6i & cAu phan dau loc thudc 14 diéu co thé
¢6 tiém nang tao ra khoi thuéc ma giam sy chét té bao biéu md so véi khéi thube tir
thudc 14 diéu thong thuong. Do do, chung toi phén tich vai tro cua céu phan dau loc
khac nhau trén su chét té bao biéu méd gy ra do khoi thude. FIG.1 thé hién céc anh
hudng cia cac ciu phan dau loc khéc nhau trén su chit t& bao & cac té bao A549. Két
qua dugce trinh bay trong FIG.1 thu duge st dung phan tach khoi thube 10 % st dung
cho nudi ciy té bao. Tuy nhién, c6 kha nang la cac két qua st dung ndng d6 khéi thube
10 % 13 hop 1y hon vi lam ting ndng do khoi thube thé hign anh huéng tang sinh cla
khoi thude 14. S6 liéu trong FIG.12 chi ra rdng ba diu loc theo sang ché bao gdm cac
dau loc Alginit/Zeolit/mach nha cia v6 va hat nho (Grape Skin and Seed Grist - GSSQG),
alginit/GSSG va alginit/carbon lam giam dang ké su chét té bao biéu mo A549 gay ra
do khéi thudc.

FIG.13 thé hién anh hudng cia céac chu phin dau loc khéc nhau trén su chét té
bao gay ra do khoi thudc ctia Cac té bao ndi moé dong mach day ron nguoi so cap
(HUVEC). O day chung toi st dung 4 thubc 14 diéu cho mdi phép do cho mdi dau loc
va tién hanh 6 1an lap, va céc s6 liéu nay thé hién 1a céc dau loc theo sang ché theo sang
ché chtra cac nguyén liéu loc khac nhau trong dau loc 1am giam dang ké su chét té bao
ndi md do khoi thude gay ra.

Céc thi nghiém thé hién 1a dau loc thude 1a diéu theo sang ché thay ddi dang ké
md hinh sbéng sét clia ca cac mod biéu md va ndi mo tiép duge xtc véi khoi thudc 14.
Didu nay co6 thé hitu dung trong trin chién v&i cac bénh dudng ho hap va bénh tim

mach khéi ngudn do khoi thudce 14.

Vi du 4: San xuét xytokin viém theo su tiép xtic khoi thudc 14 & mau md phéi 3D

cia nguoi
Hit thuéc 14 didu 13 yéu t6 chinh lién quan dén nhiéu bénh phirc tap & phoi. Tiép
xtic khoi thube c6 thé gay ra dap ing viém qua sw giai phong xytokin viém. Dai thuc

bao dong vai trd quan trong trong dap tng viém va la ngudn cu thé cua interleukin-8
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(IL-8) va interleukin-6 (IL-6). IL-8 1a xytokin da chirc nang, tac dong chinh 13 chit hoa
trng dong bach cau trung tinh, trong khi IL-6 lién quan dén sy trao ddi chit bi suy yéu &
bénh nhan COPD. Vi ca hai xytokin doéng vai tr0 quan trong & nhiéu loai bénh phéi,
nhu 1a COPD, xo héa phdi hodc hen suyén; dudong nhu hop 1y dé diéu tra anh hudng
ciia dAu loc thudc 14 diéu méi trén cac mirc xytokin nay trong h¢ théng mau phdi phirc
tap dugc phat trién gin day. Qud trinh dap ng viém & phdi lién quan dén viéc san xuét
mdt sb xytokin va su bd sung bach cdu trung tinh vao trong duong khi. IL-6 va IL-8
dong vai tro then chét trong su bét dau va su kéo dai cac phan Gng viém. Tiép xtc khoi
thubc 14 6 thé hoat hoa viém qua viéce ting cuong tiét xytokin xu huéng gay viém, dan
dén viém man tinh. Khoi thude 14 ¢6 thé ciing gay ra su thay d6i & mirc d6 co quan, nhu
la suy giam duong khi va mét cac bé mat trao do6i khi, c6 thé dan dén suy giam chirc
nang cua phoi. T4t ca cac anh hudng tiéu cuc nay c6 thé déng gop vao su xuét hién cac
bénh nghi€ém trong, bao gdbm COPD hoic ung thu. Bing cach st dung nudi cdy mo 3D
1a phuong phap thtt nghiém, su két hop ctia cac té bao hoat dong 1a don vi md churc
ning c6 thé dugce danh gia so sanh voi cac té bao don. M phdi bao gdm cac té bao biéu
mo c6 kién tric té bao dugc phan biét. Cac té bao nay c6 céc két ndi té bao — té bao dac
trung, hinh thai hoc phan cuc va dugc gin v6i mang nén phia dudi. Viée duy tri cac dic
tinh nay 1a can thiét cho chirc ning binh thuong ctia md, bao gdm sy ting sinh, sy phan
hoa, sy sdng s6t va tiét. Cac té bao ting truéng binh thudng trong mai trudng 3D. Su b
tri khong gian nay cla céac té bao bén trong moi truong nay tac dong theo cach ching
twong tac v6i nhau va vi moéi truong cia ching. Tuén tu, cac tin hiéu ndi bao nay anh
hudng dén hinh théi va pham vi chirc ning té bao. Do do, khi cac Gmg vién thubc hay
tac nhan dong dang dugc kiém tra st dung céac phén tich dya trén té bao, cac phuong
phap nuoi cdy st dung nén bét chudc tu nhién nhat dang biéu hién trong co thé co thé.
Phuong phéap bt chudc mod tu nhién nhét ctia sy sinh trudng té bao dbi voi cac tng
dung khém phé thudc 14, c6 thé cho rang, 3D. Thir nghiém in vitro v& khoi thube 14 1a
phtec tap. S6 luong 16n cac dong té bao dd dugc danh gia, nhung tAt ca c6 han ché riéng
cua chung. IL-8 va IL-6 cé thé duoc tao ra bing cac té bao phoi va viém nghiém trong,
nhung didu tra vé mdt loai té bao cu thé co thé miéu ta sai anh hudng chung cua sy tiép
xic khoéi thube. Céc té bao sinh trudng trong cac nudi cdy té bao khong gian 2 chiéu
thuong dugce st dung trong nhiéu loai thtr nghiém dugc hoc, nhung cdc hoan canh in

vitro nay it lién quan dén trang thai trong co thé hon 1a trudng hop ddi v6i hé thong

-37-



39138

mau khong gian 3 chidu. cac nudi cdy té bao phdi khong gian ba chiéu thé hién nhiéu
hon nhitng gi xay ra trong co thé, c6 mau kién tric va bidu hién khop gan nhit véi phdi
nguoi. Vi phdi 12 co quan phire tap, cAn thiét phai didu tra cac qua trinh sinh hoc trong
hé théng mau phirc tap, din dén su sép xép té bao c6 thé anh hudng dap tng thu dugc
clia nhan 6 kich thich cu thé. M6 phéi 3D Humeltis két hop nhidu loai t€ bao, dai dién

cho céc té bao chinh ctia dng duong khi.

Phuong phdp

T& bao bidu mo duong khi nhé (SAEC) ciia ngudi so cap binh thuong va va
nguyén bao soi cua phdi nguoi binh thudng (NHLF) duge dat tir Lonza. Cac té bao nay
dwoc phan lap tir ngudi hién ting déu tén véi gi6i tinh va tudi khac nhau. Céc té bao
bach cdu don nhin ngoai bién ctia ngudi dugc phan 1ap bang kit phan 14p MicroBead
duong tinh véi CD14 (Miltenyi Biotec). Déi véi cc € bao SAEC va NHLF nudi chy
3D duge tron theo ti 18 1:1 (céc khéi phong chu SN), va céc té bao bach cau don nhan
cua ngudi cling dugc tron v6i cac té bao so cdp ciia ngudi ndy (céc khdi phéng cau
SNM). Céc té bao dugc cAy bén trén cac dia day chit U 96 giéng gin thdp. Céc khoi
phéng cdu dugc xit I v6i dich chiét khéi thude 14 (CSE) trong 48 gio trude khi do. Cac
thudc 14 diéu duoc st dung trong thi nghiém la thudc 14 diéu Kentucky Reference 3R4F,
dugc san xuét va dugc danh gia boi Truong dai hoc Kentucky, KY, US. Céac thubc 14
diéu dugc cung cap dén OptiFilter Zrt cia Hungary boi Celanese Corporation, Narrows,
VA US. Piu loc thubc 1a didu duge danh gid, va cac thude 14 diéu thir nghiém duoc san
xuét boi OptiFilter Zrt. Cac que dau loc CellFx dugc san xuit va dugc cung cip boi
Celanese Corporation. Cac nguyén li¢u dau loc axetat bd sung véi cac dac diém dan két
khéc nhau, bing cach ndy tao ra cac gia tri giot dp sudt khéc nhau, dugc san xuét va
duoc cung cip bdi Celanese Corporation. Céc phan axetat 27mm cta dau loc thude 1a
didu Kentucky Reference (KRC) 3R4F (2,9/41.000) dugc loai ra va vAt bo. Céac que dau
loc, dugc san xuit bdi cong nghé CellFx cia Celanese va chira cac nguyén liéu loc khéac
nhau dugc dua dbi mit voi bé mat chay cuia thudc 14 diéu. Phan axetat bd sung duogc lya
chon va dugc dua vao dau loc, dam bao 1a gia tri giot ap suét (toan bd khang lai lyc hit
vao) cia thube 14 diéu (cac 15 thong hoi cua dau loc bi déng) 1a bing v6i gia tri giot ap
suit cia KRC (khéang véi lyc hit vao 170 mmH20 +/- 2%). Cac que Celanese dai 12
mm. Céc phan axetat dai 15 mm. Téng chidu dai dAu loc 12 27mm. Téng ctia hai dau loc

khac nhau dugc tao ra, va cac KRC duoc trang bi ching. Khéi tir cac thube 1a diéu duoc
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trang bi cac dAu loctheo sang ché, Cac dau loc CellFx chita cac nguyén liéu loc khac
nhau, dugc do va dugce so sanh v6i d6i chung trong dénh gia sinh hoc. Su phén loai

thudc 14 diéu nhu sau:
Thudc 14 diéu 1: Thubc 14 diéu Kentucky Reference KRC
Thudc 14 diéu 2: CelRod-12-C que don dau loc cacbon
Thubc 14 diéu 3: CelRod-12-AG que nho/dau loc Alginit

CSE duoc tao ra béng cach lam sui bot khoi thudc tr 2 thude 14 diéu qua 10 ml
moi treong nudi cdy té bao & dong khi cén bang dugc cung cip boi Bom chin khong
Hydrotech (BioRad) trong téng thoi gian hai phat. Moi truong dugc 16 ra dugc loc dudi
cac diéu kién tinh khiét voi hai dau loc 6ng 0,22 um. Su tan sdc anh sang cua cac hat
duoc hoa tan thé hién sy khéc biét khong dang ké trong ngudng 320-350 nm. Dung dich
nay dugc coi 1a 100% E. CSE dugc tao ra trong vong 30 phut cho mdi thi nghiém. CSE
(0,5%) dugc st dung cho cc nudi cAy mo khong gian ba chiéu trong 48 gid. Sau 48 gio
xytokin viém dugc tao ra boi cac vi md 3D dugc do trong cac moi truong dich ndi bang
Kit xytokin viém ctia ngudi phén tich do té bao BD (BD Biosciences). Kit nay cung cap
phép do dinh luong clia mirc protein IL-8 va IL-6 trong dich ndi nudi cdy mo. Phuong
phép nay dua trén vi hat dugc lién hgp huynh quang v6i kich thuée da biét va thude thir
do, cung cip tin hiéu can x(mg v6i luong xytokin dugce lién két. Trong thoi gian 0 3 gio,
c4c hat bit hinh thanh phttc hop v6i xytokin tir dich nbi cung vi thude thir do. Cuong do
phét huynh quang dugc phén tich bang may do té bao dong chay FACS Canto II (BD
Immunocytometry Systems, Erembodegem, Belgium) c6i phan mém BD FACS DIVA
V6, va sb lidu duge phan tich bang phan mém FCS Express V3. Céc két qua thé hién
cudng do phat huynh quang trung binh cta cac vi hat duogc lién hop theo lién két cta

IL-6 va IL-8.

Két qud

Pé diéu tra viéc san xuét xytokin viém 1a chirc ndng cta loai dau loc, cac khdi
phéng ciu duge xir Iy bang CSE tir céc thudc 14 diéu chuén va céc thude 14 diéu chira
hai dAu loc khac nhau trong 48 gio. S6 lidu thé hién 1a ca IL-8 va IL-6 dugc lam giam
trong dai thuc bao chira khéi két tu theo xir Iy CSE tir thudc 14 diéu duoc loc s6 3, chira
kha ning dugc lam giam d6i v6i bat ddu phan tng viém. Sy khac nhau ching minh la

dang ké vé mat thdng ké cho cé hai xytokin.
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FIG.14. thé hién protein IL-ctia ngudi trong céac dich ndi cua dai thuc bao chtra
céic khéi phong cdu phéi sau 48 gidr & cac khéi két tu 3 loai t€ bao (SAEC, soi nguyén

bao va dai thuc bao).

FIG.15. thé hién protein IL-6 ctia nguoi trong cac dich ndi cua dai thuc bao chira

céc khdi phong ciu phéi sau 48 gio.

Viéc giam cac mirc xytokin la dang ké v& mat théng ké chi & cac khéi két tu chtra
céc dai thuc bio va chi sau 48 gio. Trong cac khdi két tu dugc hinh thanh bdi soi
nguyén bao va chi cac té bao biéu md so cép (khdng co céc dai thyc bao), viée giam cac
muc xytokin 1a khong dang ké sau hodc 24 hodc 48 gio. Thudc 14 diéu s6 3 giam muc

c hai xytokin dén mtrc duge xac dinh trong mdi trudong doi chung.
Két ludn

IL-6 va IL-8 dong vai tro then chét trong su bat dau va lan truyén cic phén Gmg
viém. Tiép xtic khoi thudc 14 c6 thé hoat hoa viém qua viéc giy tdn thuong mo, do do
tang cuong tiét xytokin gdy viém, ¢ thé din dén viém man tinh. C6 thé cho rang, cac
nudi cdy md nguoi 3D thé hién gan gidng v6i cac qua trinh hoa sinh va bénh 1y hoc cta
cac md nguoi trong co thé. O cai nhin nay, c6 thé hop ly dé gia dinh rang sy giam dang
ké vé& mat théng ké clia cac xytokin dugc diéu tra trong cac khéi tich cuc vé mit mién
dich hoc (chira céc dai thye bao), khi khéi thue duoc loc bang Pau loc#3 ¢6 thé c6 loi
trong sap dit trong co thé 1a tét. Sé lidu duoc tong hop sau day (SN thay cho céc Kkhdi
két tu chura té bao biéu mo so cip va sgi nguyén bao, trong khi SNM thay cho cac khi

két tu chira c4c té bao bieu mo, soi nguyén bao va cac dai thuc bao):

SN 24 gid

N
2x Pau

2x 2x Pau loc thit 2x dbi 2x 2x Dau %;(Cft)}?;
chuan loc #2 3 ching chuan  loc #2 3

65785 833,18 87957 36382 23033 30138 30887

1049,64 900,68 862,21 1487,67 1739,00 1504,89 1652,68

994 43201 41963 3513 29579 35472 39375

94475 881,06 91604  1177,79 144924 140654 141361
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| 737,70 770,55 775,48 769,36 838,60 928,59 891,88 942,23
19826 281,04 22913 23423 58464 77800 652,66 690,15
| 99,13 140,52 114,56 117,]2 29232 389,00 32633 34507

2xdsi  2x  2xPdu %:c?;‘;
ching  chuan  loc#2 :

2x Dau
loc thw
3

2xdéi  2x  2xPau
ching  chuan  loc#2

3

808 110219 1239,07 70267 237,54 24587 257,64 1508

1043,7 963,84 1076,88 1196,19 1263,68 111551 1244,01

4642 11514 37676 561,09 458,94 429,92

1169,47 897,17 646,31 88426 80828 7094

692,11

1038,71 119547 1111,63 90577 61420 738,73 660,09 633,53
164,69 18786 21541 24256 | 42348 43636 379,38 466,52
8234 9393 10770 12128 211,74 218,18 189,69 233.26
e s .
0,04 0,02

Téng Kkét

Céc vi du & trén minh ching rd rang 1a alginit dédc bi¢t hiéu qua khi duogc st dung
trong dau loc thube 14 diéu mdt minh hodc két hop véi cac thanh phén da biét khac nhu
dugc mo ta & trén. Céac dic tinh méi va khong mong doi theo sang ché 1a viéc str dung
alginit trong dAu loc thude 14 didu tao ra dan dén it cac loai oxy phan tng (ROS) dang
ké & nude bot, it su hinh thanh ROS dang ké trong huyét thanh mdu, it ton thuong noi
md, it tén thuong biéu mo phéi, mirc glutathion cao hon dang ké, giam ton thuong dbi

v6i cac mo phoi va gidm viém trong cac md phoi.
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Céc thtr nghém sinh hoc in vitro duge lua chon 1a lya chon tdt trong do6 chung cé
lien két dugc thiét 1ap tot va ro rang véi cac cong duong sinh hoc frong co thé ma da
dugc 1ap thanh tu liéu cho nguyén nhén ctia céc bénh lién quan dén hut thubc 14 chinh.
Thém ntra, trong tat ca cac trudong hop, cac dau loc theo sang ché dugc thé hién 1a tao
khéi thube thé khi rat it gdy tén hai trong céc thir nghiém in vitro hon khoi thudce duoc
tao ra tir ddu loc Kentucky tham chiéu. Céc két qua nay do d6 dua ra bang ching bét
budc 1a céac thube 1a diéu duoc trang bi céc dAu loc nay co thé giam tdt cac anh huong
strc khoe hién nay cua viée hut thudc 14 diéu.

Céc vi du minh hoa thém la thdm chi chi mot minh alginit ¢6 cac déc tinh loc
duoc cai thién dang ké qua cac nguyén liéu loc da biét, va alginit va cac nguyén liéu loc
thudc nghién ctru trudce tac dong hiép luc. Do d6, méc du khong phai tit ca cac két hop
chtra cac nguyén liu duoc dé cap trong phan vi du, 13 rd rang dbi v6i nhitng ngudi ¢6
hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét vé su két hop bét ky cua alginit va cac
nguyén li¢u loc da biét trong linh vuc k¥ thuat cu thé s& ¢6 cung dic diém. Do do, sang

ché bao ham mdt cach 10 rang tat ca cac ket hop nay.
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YEU CAU BAO HO
1. DAu loc thude 14 diéu chia alginit.

2. Pau loc thube 1a diéu theo diém 1, trong @6 alginit dugc st dung mdt minh hoéc Kkét
hop v6i cac chét khac duoc st dung trong cac dAu loc thudc 14 dé giam céc tac dung c6

hai cua khoi thuoc 14.

3. Pau loc thudc 14 diéu theo diém 2, trong do cac chét khac néu trén duoc chon tir

nhém bao gom céc thanh phan than hoat tinh hodc tir nho.
4. Pau loc thuéc 14 diéu theo diém 3, trong d6 chét khac néu trén 1a than hoat tinh.

5. Dau loc thubc 14 diéu theo diém 3, trong d6 chét khac néu trén 1a c4c thanh phan tir

nho.

6. Dau loc thube 14 diéu theo diém 5, trong d6 céac thanh phﬁn tr nho & dang hat vo va

hoa nho.
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FIG. 1.
Sy thay doi vé trang thai chong oxy hoa
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FIG. 2.

Biéu d hop thé hién nhidu bién sé
Bang tinh 2 trong benzidin 13v*17¢ \
Trung binh; Hop: 25%-75%; Thanh doc: pham vi khong nam ngoai
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FIG. 3.

Kh nang chéng oxy héa (%) - Su tiép xtic khéi thudc 14 hoan toan

CELROD-10-AC CAV-200-AG CAY-100-AIGG CELROD-IS-AG

FIG. 4.

Su céi thién so v6i déi chimg (%)

. CELROD-10-C CELROD-10-AC CAV-200-AG CAVIO0-RIOE CELROD-15-AG

FIG. 5.

Kha nang chéng oxy héa (%) - Khéi thudc 14 sau dém loc Cambridge
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FIG. 6.

7

Su cai thién so v6i doi ching (%)

CAV-150-Z6 CAV-150-AG

FIG. 7.

CELROD-12-AG CELROD-12-C

FIG. 8.
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FIG. 9.

su thay dbi kha ning chdng oxy héa déi véi thudc 14 diéu Kentucky

én

Thanh cacbon Thanh ALG - nho Khoang ALG - nho
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FIG. 11.

Bidu db hop thé hién nhidu bién s6
cua 18v*38¢c
Trung binh; Hop: 25%-75%; Thanh doc: pham vi khdng nam ngoai
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FIG 12.

Hiéu qua cda thanh phan dau loc thude
1a diéu trén khéi thuoc l1a gay ra sw chét
té bao trong dong té bao biéu md ung thu
ph i A549 khéi thuéec MTT 2015 09 03
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0,8
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g %
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g™
© ***p<0,001 So v6i N°11 (dAu loc ddi chimg)
##4p<0,001 So véi cac té bao khong dwge xir 1y
Cic té bao: A549x10° té bao/giéng
Chuwa dwge sb lwgng 12 64 ban sao, con lai 1a 32 ban sao
No 11: Déi chimg KRC
No 18: Thanh cacbon mono 10mm CelRod-10-C
No 19: Thanh alginit mono 10mm CelRod-10-A
No 21: Thanh zeolit mono 10mm CelRod-10-Z
No 23: Thanh alginit/GSSG 50-50% 10mm CelRod-10-AG
No 25: Thanh cacbon/alginit 50-50% 10mm CelRod-10-CA

No 27: GSSG Smm/Zeolit Smm/Alginit Smm CelRod-15-GZA
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FIG 13.
Anh huéng ciia céc cAu phin déu loc khac nhau
trén su chét té bao giy ra do khéi thuoc cia Cac te
bao ndi mé6 HUVEC

SRB 10% khéi thubc HUVEC 5xx10° té bao/giéng 2016 01 05

09
T * % K* ok ok
n.s.
0,85
%* % %
0,8 ###
0,75
0,7
0,65 -
0,6
0,55
05 < T T T T T
Céc té bao Control N°4 Ne1 Ne2
khong dwge  10% khi thubc  10% khéi thubc 10% khdi thubc ~ 10% khoi thubc
Xt Iy
1. CAV 150 mg AG *+%n<0,001 So véi N°6 (diu loc dbi chirng)
2. CelRod-12-C #5<0,01, ###p<0,001 So véi cic t€ bio khong dwge xiv 1§

3. CelRod-12-AG

4. Déi chimg ns. Khong khéc véi cic té bao khéng dwgce xir Iy

"Cudng do phat huynh quang trung binh

i ching trung binh CSEchuin ~ CSEddulpc#z  CSEdiuleck
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FIG. 15.

iL-6

¥

“

N Cuorng dd phét hﬁ§nh quarig trung binh

‘Dii chimg trung binh CSE chufn CSEdiulpc#2  CSEdiuloc#3
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