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(54) QUY TRINH TONG HOP HYDROGEL NHAY NHIET TU VAT LIEU ALGINAT-
CYS-PLURONIC

(57) Sang ché d& cap dén quy trinh tong hop hydrogel nhay nhiét tir vat liéu alginat-cys-
pluronic. Vat liéu alginat-cys-pluronic nay tao hydrogel hinh thanh nho sy thay d6i nhiét
do, khong can c6 su bd sung cua chat két dinh hodc chat tao lién két ngang. Cu thé, sang
che dé cap dén quy trinh tong hop hydrogel nhay nhiét tir vat liéu alginat-cys-pluronic, bao
gdm cac bude: (i) tao din xuét alginat véi cystamin thong qua phan tng amit hoa, (ii) hoat
hoa nhom hydroxyl OH trén mach pluronic (cong thuc:
HO[CH,CH,0][CH,CH(CH;)O],[CH,CH,O]H, trong d6 x= 2-100, y= 70-100) véi
chloroformate R-COOC1 (R 1a mach carbon), (ii1) sau d6 vat li€u alginat-cys-pluronic
duogc tong hop tir budc (i) va (ii) trén théng qua phan Gmg tao lién két uretan, (iv) san pham
¢ budc (iii) hoa tan vao moi truong nudc hodc dém sinh 1y (PBS, pH 7,4) dé thu duoc
hydrogel.
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Linh vire ky thuit dwoc dé cip

Sang ché thudc linh vuc hoa ng dung, cu thé d& cap dén quy trinh tong hop

hydrogel nhay nhiét tir vat liéu alginat-cys-pluronic, ing dung trong linh vuc y sinh.
Tinh trang ki thuit ciia sang ché

Trong linh vuc y hoc tai tao, vét liéu sinh hoc dang tr¢ thanh mot xu huéng chinh
trong nhitng nim gan dy nhd nhimng vu didm vuot troi so véi cac ky thuat ghép mo
dff)ng loai hodc thay thé mo dSng loai. Sy phat trién cua cdc vat liéu sinh hoc khong
nhitng giai quyét van d& ngudn cung, ma con giai quyét cac van d& lién quan dén thai
ghép va kha niang mic cac bénh 14y nhiém do st dung ngudn mé ddng loai. Trong nhiing
nam gén day, rat nhiéu vat liéu vat liéu sinh hoc polyme ¢6 nguén géc tu nhién hodc tir
cac polyme din xuit ciia n6 duoc gidi thiéu. Ngudn polyme thién nhién rt nhidu trong
ty nhién va c6 céc dac tinh sinh hgc nhu kha ning mé phong dic tinh sinh hoc ctia mo,
tinh twong hop sinh hoc, twong hgp md, phan hiy duge trong méi trudng sinh hoc va
giam thiéu gia thanh lién quan dén tinh ché. Hau hét cac vat lidu sinh hoc duoc tong
hop trén co s6 cac polyme ty nhién nhu chitosan (cé ngudn gdc tir dong vat giap xac),
gelatin (c6 ngudn gdc tir da dong vat), collagen (c6 ngudn gdc tir dong vat), xenluloza
(c6 ngudn gbe tir thue vat), dextran (c6 ngudn gbc tir vi sinh vat), chondroitin sulfat (co

ngudn gdc tir sun), alginat (c6 ngudn gbc tir thuc vat), v.v..

Vat liéu sinh hoc alginat rat duoc quan tdm trong nhitng nghién ctru thudc linh
vuc tai tao mo. Alginat duge lam tr axit alginic - hgp chat ¢6 nhidu trong tao nu
(Laminaria spp). Polyme nay hinh thanh ciu tric mang Iuéi 3D dé dang nho su tham
gia cua cac cation hoa tri hai nhu Ca®*, Ba®", Sr?*. Céc gel hinh thanh tir alginat va cac
cation héa tri hai cho thay kha nang hap thu tét. Bén canh do, alginat hydrogel con cho
thiy kha ning cim mau thong qua co ché kich hoat tiéu cau nho tuong tac trao doi ion.
Do do, trén thi trudong co nhiéu vt liéu y sinh sir dung alginat trong linh vuc téi tao vét
thwong nhu Algicell ™ (alginat va bac), FibracolTMPlus (alginat va collagen) hay

Tromboguard (alginat, chitosan, polyuretan va bac). Tuy nhién, sy hinh thanh gel nay
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rat khé dé kiém soat vi su trao doi ion v6i mdi trueong sinh ly, dan dén qua trinh phan

rd nhanh va mét di dac tinh cua cdu triic hydrogel.

Dé khic phuc nhuoc diém nay, vat liéu alginat thuong duoc dung két hop véi
poly-L-Lsin, poly—L-ornithin hoac bién tinh vdi cac polyme khac thong qua cac phan
g héa hoc dé 1am ting cuong tinh 6n dinh cua alginat dang gel trong mdi trudng sinh
Iy. Tuy nhién, hau hét cac nghién ctru déu cho théy sir dung poly-L-Lsin, poly—L-ornitin
hodc hay poly(metylen guanidin) déu 1am giam tinh tinh hop sinh hoc cua vt liéu va
doi hoi qua trinh phirc tap khi str dung cac moi trudng tdng hop khong than thién nhu
pyridine va céc didu kién khét khe khi phan ng. D& 1am téng tinh than thién, Redouran
Mahous d3 tao ra din xuét cia alginat bing céch gin phan tI o-amin-e-thiol-
poly(etylen glycol) 1én cac nhém carboxylat cia mach alginat. Nhung phuong an nay
van st dung Ca®" 1am céu ndi tao cdu triac 3D cho vat liéu. St dung tac nhin Ca* tao
gel cho vat liéu alginat con dugc ghi nhén boi tinh ddng déu thap. Mot phuong an khac
duoc duoc trinh bay trong Bing doc quyén sang ché CN102417734B va trong don yéu
ciu cAp Bang doc quyén giai phap hitu ich sé 2-2016-00005, d6 la oxi hoa alginat va
cho phéan tng véi gelatin. Sau khi oxi héa alginat, nhom axit cacboxylic (COOH) trén
alginat chuyén thanh nhom andehit (HCO), va nhom nay dé dang phan (ng véi nhom
amino (NHa) ¢6 trén mach cta gelatin. Vat liéu alginat nay tao gel phu thudc vao phan
ung oxi hoéa alginat. Thuc té, quy trinh oxi héa alginat c6 nhugc diém trong qua trinh
khéng ché thoi gian thyc hién thi nghiém, y€u cAu cao vé méi treong thyc hién phan
tng, dac biét 1a qua trinh loai bo chit oxi hoa du. Bén canh dé, hydrogel tir san phén
nay thudng bi axit héa, nghia 12 san pham d& tao méi trudng axit néu thoi gian huu trit

trén 1 thang gay cac phén ung mién dich khong mong mubn.

Hudng tiép cén thong qua tao vat liéu alginat c6 tinh chét nhay cam véi céc dap
{mg bén ngoai, dic biét nhidt do cho thay hiéu qua vuot trdi. Thong qua sy thay doi cia
nhiét d6 dung dich alginat bién tinh nay tu dong tao cac cau ndi hinh thanh mang ludi
cAu truc hydrogel, hodc mang ludi cAu trac bi phéa v& khi nhiét do thay ddi tao nén vat
liéu tha vi va 6 tinh tng dung cao trong linh vuc y sinh. Phuong én thuong gap 1a trén
mudi natri alginat véi cac polyme nhay nhiét. Cong bd don sang ché sb

CN102796267A, mudi nani alginat dugc tron voi polyme c6 tinh nhay nhiét nhu N-
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isopropyl acrylamit, carrageeni, v.v.. Trong sang ché nay, nhom tac gia cho mudi natri
alginat dau tién dugc tron vao nén gel chinh dugc tao ra tir polyalcol véi ndng do tir 1-
10wt% (theo khéi lugng), sau do 0,25-5wt% polyme nhay nhiét duoc hoa vao cong véi
céc yéu té phy tro nhu chét giai phong axit (Acid-releasing agent), mudi v6 co nhu mudi
cta canxi, va chét két dinh. Tuy nhién, vat liéu nay rat d& b tach pha néu diéu kién bao

quan khong dung nhu trong sang ché da dé cap.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Sang ché dé xut quy trinh tong hop hydrogel nhay nhiét tir vat liéu alginat-cys-
pluronic nham khic phuc cic han ché vé hé hydrogel tir alginat da dugc néu trén. Nhom
tac gia nghién clru theo huéng tao ra hydrogel nhay nhiét tir vat liéu alginat. Theo nhém
tac gia, viéc st dung phuong phép tron, doi hoi phai c6 vt liéu hydrogel lam nén va
khé dat dugc s dong nhét do mudi alginat kho tan trong mdi tredng phén cuc va c6 dd
nhét rt cao khién cho qué trinh tach pha dé xdy ra trong qua trinh tong hop. Do dé,
nhom tic gia nghién clu vé bién tinh alginat véi polyme nhay nhiét nhu pluronic,
poly(N-isopropyl acrylamit), poly(etylen glycol)-poly(3-caprolacton)-poly(etylen
glycol), hodc poly(d,I-lactit)-block poly(etylen glycol)-block-poly(d.l-lactit) (PDLLA-
PEG-PDLLA) théng qua phuong phap hoa hoc s& tao duge hé hydrogel khic phuc toan
bd nhuoc diém ctia phuong phap tron. Trong tat ca cac polyme nhay nhiét, pluronic cho
thdy tiém nang tmg dung cao nhit bao gdm vé tinh an toan sinh hoc (pluronic dugc Cuc
quan ly Thuc phdm va Dugc pham (FDA) Hoa Ky cho phép st dung trong dugc pham)
va gia thanh nguyén liéu thip. Dé co thé gin pluronic 1én mach alginat, phan tir cystamin
(2,2'-dithiobisetanamin) dugc lya chon dé lam cau ndi, dong thoi 1am tang tinh tng
dung cho hé hydrogel nay nhu tinh bam dinh va kha nang khang khuan. Két qua budc
dau da tao duge vat lidu alginat-cys-pluronic va hé hydrogel nhay nhiét tir hop chét nay.
Vit liéu nay khong chi cé thé tao hydrogel khi dung dich tiép xuc véi nhiét d6 trén 30°C
va tré vé dang dung dich khi nhiét 46 dudi 20°C, vét liéu con c6 tinh twong hgp sinh

hoc cao, kha ning gitr nude tot, va cé thé str dung lam gid d& trong nudi cdy t€ bao.

Cu thé sang ché d& cap dén quy trinh tong hop hydrogel nhay nhiét tir vét liéu

alginat-cys-pluronic. Cu thé, vét liéu duogc tao ra tir ba nguyén liéu chinh Ia mudi natri
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alginat, cystamin va pluronic thong qua lién két uretan (-NHC(=0)0-). Pé dat dugc
muc dich trén, sang ché dé xuit vat liéu alginat-cys-pluronic dugc tong hop theo céc
budc nhu sau: (i) tao dan xuét alginat v&i cystamin thong qua phan tng amit hoa, (ii)
hoat hoéa nhém  hydroxyl OH trén mach pluronic (cong  thuc:
HO[CH,>CH;0]x[CH2CH(CH3)0]y[CH2CH20],H, trong d6 x= 2-100, y= 70-100) v&i
clorofomat R-COOCI (R 14 mach carbon), (iii) sau d6 vét li€u alginat-cys-pluronic dugc
tdng hop tir (i) va (ii) trén thong qua phan Umg tao lién két uretan, (iv) san phim & budc

(iii) hoa tan vao méi truong nude hode dém sinh ly (PBS, pH 7,4) dé thu dugc hydrogel.

Vat liéu alginat-cys-pluronic tong hop theo sang ché nay tao gel nho su thay doi
cua nhiét do, khong can b sung thém cac ion hoa tri hai. Thém vao do, vat li€u nay tao
dugc gel trong moi truong nude hodc moi truong dém sinh ly nhu PBS thich hgp cho

viéc phat trién thanh khung xwong cho liéu phap té bao gdc.

Vat lidu theo sang ché nay tao dugc gel & nhiét d6 trén 30°C va chuyén vé trang
thai dung dich khi nhiét d§ ha xuéng dudi 20°C, dic biét thich hgp véi cac ing dung

trong linh vuc tai tao mo.
MO ta vin tit cic hinh vé
Hinh 1 12 phé 1H-NMR ctia vat liéu alginat-cys-pluronic

Hinh 2: (A) - Hydrogel dugc tao tir vat li¢u alginat-cys-pluronic, (B) - cAu tric
hydrogel tir vat li¢u alginat-cys-pluronic, (C) - nhiét do chuyén pha cla vat liéu alginat-

cys-pluronic.

Hinh 3 14 hinh 4nh nguyén bao sgi moc ra tr manh mé khi nu6i ciy trén dia phu

gel alginat nhay nhiét.
MG ta chi tiét sang ché

Séang ché dé xuét quy trinh téng hop hydrogel nhay nhiét tir Vz}ft liéu alginat —cys-

pluronic bao gdm céc budce sau:
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i) Natri alginat dugc hoa tan trong hdn hop dimetyl sulfoxit (DMSO): nuéc
(ty 1¢ 1:1 theo thé tich), pH khoang 6,0-6,5. Sau khi natri alginat tan hoan toan, dung
dich dugc gitt trong moi truong nhiét d6 lanh (duéi 15°C). I-etyl-3-(3-
dimetylaminopropyl) carbodiimit (EDC) va N- hydroxysuccinimit (NHS) hoa tan trong
nude ¢ 2 cde riéng biét. Dung dich EDC duogc cho vao dung dich natri alginat (khoang
15 dén duéi 45 phut, trong diéu kién ky sang) truéc khi cho dung dich NHS vao, phan
g duoc thuc hién ¢ nhiét do phong. Luong EDC sir dung t1 thiéu bang luong NHS
str dung, t&t nhat khi ty 16 NHS cao hon, t6i wu & ty 18 1:2 (EDC: NHS= 1:2 theo s
mol). Ham luong EDC cho 1 g natri alginat t6t nhat 14 0,0046 mol, ham lrong NHS cho
| g natri alginat t8t hon 13 tir 0,046 mol tré 1én, tot nhat 1a thugc khoang 0,0069 dén
0,0092 mol. Sau 30-60 phut (t5t nhét 1a 30 phut), dung dich cystamin (MW~ 152,28
g/mol) trong cung modi trudng voi hé phan ung dugce nhé giot vao hé phan (mg, phan
g tiép tuc duoc khudy & nhiét do phong trong vong 48 gio. Dé tinh sach phan g,
dung dich phan rng dugc nhé giot vao con 96°, tha thu duogc sau d6 duoc hoa lai vao
nuée cat va sir dung phuong phap tham tach bang mang xenluloza véi khéi lugng phan
tir loai bd (MWCO) ~ 12-14kDa trong méi trzong nude cit dé loai bo dung moi da st
dung. San pham dén xuét alginat v&i cystamin (alginat-cys) thu dugc nho phuong phép
sdy thang hoa.

ii) Pluronic (HO[CH2CH»0]x[CH>,CH(CH3)O],[CH2CH>O]H, trong d6 x=
2-100, y= 70-100) dugc 1am nong chay trong moi trudng hit chan khong va ¢6 b sung
khi N» & nhiét do 65°C dén dugi 100°C, tot hon 12 65°C - 85°C dé 1am khan mau. Sau
khi miu pluronic chuyén thanh dang long hoan toan, cloroformat (R-COOCI) dugc cho
vao hé phan tng (ty 18 sb mol giita pluronic va R-COOCI 1a 1:2,5). Hé tiép tuc phan
{ing trong méi truomg chan khong ¢6 bd sung khi N2 & nhiét d 65°C dén dudi 100°C,
tot hon 14 65°C - 85°C, trong khoang 4-7 gi¢. Ha nhiét d6 cua binh phan {ng xubng
dudi 50°C. Hon hop duoc hoa tan trong dung méi hitu co 1a tetrahydrofuran (THF) (thé
tich 25ml), rdi cho phéan Gng trong 16-24 gio & nhiét do phong, téc do khudy 500
vong/phut. Hoa tan 3-amino-1-propanol (MW=89,09g/mol), véi ti 1€ gam 3-amino-1-
propanol:pluronic 1a 0,15:10, vao 5ml THF va tién hanh nhé giot vao binh phan ung.
Phan tmg duoc dién ra & nhiét do phong, thoi gian phin tng la khoang 5-40 gio, khudy

& tbc d6 nhe. Dung dich phan tng dugc nho giot vao hdn hop dung moi dietyl ete va n-
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hexan (ty 1& 2:3 theo thé tich), nhiét @6 0 — 10°C. Phan tng két tha trong dung moi dietyl
ete va n-hexan duoc lap lai it nhét ba 1an. San pham hoat héa dugc thu lai bang phuong
phép loc hit chan khong va duoc c6 quay dé loai bo hét dung méi va thu san pham cudi
cung cua budc nay la san pham hoat héa pluronic véi hop chat cloromat.

iii)  San phim alginate-cys & buéc (i) dugc hoa tan vao nude va duoc git
trong moi truong lanh. San phém pluronic hoat hdéa budce (ii) dugc hoa tan vao nude,
khudy trong diéu kién lanh. Ti 16 t&i wu 1a ctr 1g san pham alginate-cys & budc (i) dem
hoa tan thi st dung 7g san pham pluronic hoat héa & buée (ii) dem hoa tan. Sau khi
dung dich pluronic tan hoan toan, dugc nho nhanh vao dung dich alginat-cys véi tbc do
khudy nhe @€ tranh tao bot, thyc hién phan ing & didu kién nhiét lanh (khoang dudi
i"OOC) khoang 60 phut, va sau d6 tiép tuc khuiy nhe & nhiét do phong. Toan bd dung
dich duoc cho vao mang thim tach xenluloza (MCWO~12-14 kDa). M6i truong tham
tach trong ngdy dau tién la dung dich con tuyét d6i hodic con 96°, sau d6 la dung dich
tris-bazo (0,1%) va cubi cing 14 nude cAt. San pham alginat-cys-pluronic nhay nhiét
thu dugc bing phuong phép sdy thing hoa.

iv)  San pham & nuéc (iii) duoc Héa tan vao nudc hodc moi trudng sinh ly
(PBS, pH=7.,4), dé thu duoc dung dich ¢ néng do nam trong khoang 15-20 wt%, dugc
khudy nhe trong méi treong lanh khoang 1-2h, sau d6 dé trong G & nhiét o 4-8°C trong
24 giy dé dat do ddng nhat. Gel dugc hinh thanh khi u ¢ nhiét do trén 30°C.

Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1: Téng hop vat liéu alginat nhay nhiét gbm dn xuét alginat véi cystamin
va pluronic dugc thuc hién theo cac budc dudi day:

i) Tron 50ml DMSO véi 50 ml nuéce cit, sau khi nhiét @6 dung dich gidm
v& nhiét do phong, ding NaOH 0,1M hogc HCI 0,1M diéu chinh pH vé khoang 6,5. 10g
natri alginat dugc hoa tan vao 80ml hon hop DMSO:nuéc. Dung dich sau d6 dugc dé
trong moi truong lanh. Chuan bi 0,046 mol EDC duoc pha trong 10ml hén hop
DMSO:nuée va 0,092 mol NHS pha trong 10ml hdn hgp DMSO:nude, 0,023 mol
cystamin trong 10ml nude cat. Dung dich natri alginat sau d6 duoc khudy nhe, dung
dich EDC dugc cho vao hé phan g, 30 phit sau NHS dugc thém vao. Phan tmg &
nhiét d6 phong va trong diéu kién ky sang. 60 phut sau, dung dich cystamin dugc nho
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giot vao binh phan tng, phan ng tiép tuc dugc khudy & nhiét @6 phong trong vong 48
gio trude khi st dung phuong phap thdm tach bing mang xenluloza (MCWO~12-
14K da) trong moi truong nuwdc cAt dé loai bo cystamin khong phan g va cac duhg
mbi di st dung. San pham din xuét alginat véi cystamin (Alg-cys) thu duge nho
phuong phép sy thing hoa.

ii) Pluronic F127 (MW= 12500 g/mol, 10g) dugc cho ndéng chay (nhiét
do khoang dudi 100°C, dén khi nong chdy hoan toan) trong moi truong khi N, khong
¢6 do Am va duoc khudy trén bép tir véi tdc d6 dudi 100 vong/phit. Sau khi Pluronic
tan chay hoan toan, cho phenyl clorofomat (MW= 156,565 g/mol, 0,313g) vao binh
phan tng va tiép tuc khudy trong diéu kién phan mg ban dau trong thoi gian 7 gio. Ha
nhiét d6 cia binh phan Ung xubng duéi 50°C. Hon hop duge hoa tan trong dung moi |
hitu co 12 tetrahydrofuran (THF) (thé tich 30ml), rdi cho phéan ung trong 24 gid & nhiét
d6 phong, toc do khudy 500 vong/phut. Hoa tan 3-amino- 1-propanol (MW=89,09g/mol,
0,15g) vao Sml THF tién hanh nho giot vao binh phan tng. Phan tmg duogc dién ra &
nhiét do phong, thoi gian phan tng 1a khoang 40 gio, khudy & toc d6 nhe. San pham thu
duge bing phuong phap két tua st dung dietyl ete:n-hexan (ty 1€ 2:3 theo thé tich), &
nhiét d6 10°C. Sau d¢, phan tia dugc dem di cd quay dé loai boé hét dung moi thu sin
pham 12 san pham hoat héa pluronic v6i hop chét cloromat.

1i1) 1g alginat-cys thu dugc tir budc i duge hoa tan vao nudc va duoc
giit trong moi truong lanh. 7g san pham pluronic hoat hoa thu dugc tir bude ii duge hoa
tan vao nudc, khuéy trong diéu kién lanh. Sau khi dung dich pluronic hoat héa tan hoan
toan, dugc nho nhanh vao dung dich alginat-cys voi tbc do khqu nhe dé tranh tao bot,
phan tng duoc phan Ung ¢ diéu kién nhiét lanh (khoang dudi 10°C) khoang 60 phut.
Phén Gng tiép tuc khuéy nhe ¢ nhiét do phong. Toan bd dung dich duoc cho vao mang
thadm tach xenluloza (MCWO~12-14 kDa). Méi truong thim tach trong ngay dau tién
14 dung dich con tuyét dbi, sau d6 1a dung dich tris-bazo (0,1%) va cudi ciing 1a nuée
cAt. San pham 13 vit liéu alginat-cys-pluronic nhay nhiét thu dugc bang phuong phap
sdy thang hoa. '

iv) tong hop hydrogel nhay nhiét tir vét ligu alginat-cys-pluronic bang cach

hoa tan vat liéu alginat-cys-pluronic trong nuéc, khudy nhe & moi truong lanh trong 2
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gio va sau d6 1 ¢ nhiét d¢ 8°C trong 24 gio dé dat d6 ddng nhét. Sau d6, dung dich duoc
U ¢ nhiét do trén 30°C, gel dugc hinh thanh (hinh 2).

Theo két qua do luu bién hoc, xac dinh sy thay ddi tinh chét chay ctia vat lidu
bing may Rheostress 6000 (hang Thermo Scientific, M¥), nhiét do chuyén pha ciia vt
liéu alginat-cys-pluronic 1a 35,1°C khi pha trong mdi truong nudc cit & ndng do
0,2mg/ml (hinh 2). Gel hinh thanh cAu triic khoang 3D dic trung (hinh 2) duwgc quan sat
duéi kinh hién vi ddng tidu v6i su hd trg cia thude nhuém AO (hinh 2). Bén canh do,
trong trang thai gel bat dau dugc hinh thanh & nhiét do phong do d6 gel c6 mang dugc
t& bao bén trong va ¢6 kha ning giai phong té bao khoi hé hydrogel (hinh 3).

Hiéu qua dat dwgc ciia sang ché

Quy trinh theo sang ché da tdng hop duoc hydrogel nhay nhiét tir vt liéu alginat-
cys-pluronic, cu thé dung dich alginat-cys-pluronic ¢6 tinh chét dap ung véi su thay d6i
ctia nhiét d6 bang cach thay dbi trang thai vat ly giita dang gel va dung dich. Hydrogel
thu duoc tir vat lidu ndy cho thay tiém nang tmg dung cao trong linh vgcy sinh nho tinh
trong hop sinh hoc cao cling nhu kha ndng nudi dudng té bao trong mang ludi ciu tric,
bén canh gia ca nguyén liéu ré tién, quy trinh don gidn khong doi héi may méc thiét bi

phirc tap dé tinh sach san pham.
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1. Quy trinh tong hop hydrogel nhay nhiét tir vt liéu alginat-cys-pluronic gdm céc

budec:

i) tao din xuét alginat v6i cystamin, bao gdm cac buée:
- budce 1i: phan tan mudi natri alginat trong hon hop dimetyl sulfoxit (DMSO): nudc,
véi ty 1€ 1:1 theo thé tich, pH ndm trong khoang 6,0-6,5;
- budc 2i: nho giot dung dich 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl) carbodiimit (EDC),
v6i ty 1€ 0,0046 mol cho 1g mudi natri alginat, vao san phim & bude 1i, va khudy
déu trong 15 dén dudi 45 phiit trong diéu kién ky sang;
- bude 3i: nho giot dung dich N-hydroxysuccinimit (NHS), véi ty 1¢ 0,0092 mol cho
1g mudi natri alginat, vao san pham budc 2i, va khudy trong 30 dén 60 phut trong
diéu kién ky sang; ‘
- buéc 4i: nho tir tir dung dich cystamin, voi ty 1€ 0,023 mol cho 1g mudi natri
alginat, vao san pham bude 3i, va khudy ¢ nhiét 6 phong trong 48 gid;
- bude 5i: nho giot san pham budc 4i vao dung dich cdn 96°, phan két tiia dugc thu
lai va hoa tan vao nudc cAt;
- bude 6i: str dung phuong phép thAm tach bang mang xenluloza, véi khéi luong
phan tir loai b6 (MWCO) ~ 12-14kDa, trong moi tuong nude cat dé tinh sach san
pham, san pham sau d6 dugc thu hdi nho phuong phép sdy thang hoa dé thu duoc

san pham la dn xuét alginat v6i cystamin (alginate-cys);
ii) hoat hoa pluronic véi hop chit cloromat (R-COOCI), bao gom céc budc:

- buée 1ii: cho pluronic (HO[CH2CH20][CH2CH(CH3)O1y[ CH2CH2O]xH, trong d6
x =2-100, y = 70-100, nong chdy & nhiét do 65°C dén dudi 100°C, tdi uu & 65-85°C,
trong moi truong chan khong, ¢ b6 sung khi Na, khong ¢6 do am;

_ budc 2ii: khi phan ung & bude 1ii tao ra pluronic héa long hoan toan, cho phenyl
clorofomat dang R-COOCI ¢6 MW= 156,565 g/mol, vao h¢ phan tng, R 1a mach
carbon, v6i s6 mol str dung glp 2,5 lan s6 mol cta pluronic; sau d6 tiép tuc khudy

trong diéu kién phan ing ban déau trong 4-7 gio;
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- buéec 3ii: dua nhiét d6 hé phan tng ¢ budce 2ii vé xudng duédi 50°C, sau d6 hoa tan
hon hop thu duge tir bude 2ii trong dung moi hitu co dang khan tetrahydrofuran
(THF), dé phan tmg dién ra & nhiét d6 phong dudi diéu kién khudy lién tuc ¢ toc do
500 vong/phut trong 16-24 gio;

- buéc 4ii: hoa tan 3-amino-1-propanol, véi ty 1€ gam 3-amino-1-propanol:pluronic
14 0,15:10, vao 5ml dung mdi hitu co dang khan THF, sau do tién hanh nho giot vao
binh phan Gng & budc 3ii, phan ung tiép tuc trong 5-40 gid & nhiét 4o phong;

- budc 5ii: nhé giot tir tir dung dich trong binh phan g & budc 4ii vao dung dich
dietyl ete:n-hexan, véi ty 1¢ 2:3 theo thé tich, & nhiét do 0-10°C, phan két tiia duoc
thu lai bang phuong phap loc hut chin khong; |
- budc 6ii: cd quay phan két tua cua budc 5ii dé loai bo hét dung moi va thu san

phim 14 sin pham hoat héa pluronic véi hop chét cloromat;
iii) tong hop vat liéu alginat-cys-pluronic, bao gbm cac budc:

- budc liii: hoa tan san phém ctia bude i vao nudc cat va giit lanh;

- buée 2iii: hoa tan san phdm cta buédc ii vao nude va khuéy trong diéu kién lanh;

- budc 3iii: nho giot tir tir san phim & budc 2iii vao dung dich da chuén bi & budc
liii, voi ti 16 tdi wu 12 ctr 1g san phém alginate-cys & budc i dem hoa tan thi st dung
7g san pham pluronic hoat hoa & budc ii dem hoa tan, diéu kién phan ting & nhiét do
lanh khoang duéi 10°C, trong thdi gian khoang 60 phit, sau d6 chuyén vé nhiét do
phong;

- budc 4iii: cho san phdm & bude 3iii qua mang tham tach xenluloza v6i MCWO~12-
14kDa, trong d6 mdi truong thim tach trong ngay dau tién la dung dich con tuyét
ddi, sau d6 12 dung dich tris-bazo 0,1% va cudi cung 1a nude cat, vat liéu alginat-

cys-pluronic nhay nhiét thu duoc bang phuong phap sdy thing hoa;
iv) tao hydrogel nhay nhiét tir vat liéu alginat-cys-pluronic, bao gdm cac budc:

- budc 1iv: phan tan vat liéu alginat-cys-pluronic thu dugce tr bude iii vao moi trudng
nude hodc dém sinh Iy PBS c6 pH 7.4, dé thu dugc dung dich ¢6 néng do nam trong
khoang 15-20 wt%, khuéy & nhiét d6 lanh khoang 1 — 2 gid, sau d6 1 ¢ nhiét do 4-
8°C trong 24 gio dé dat 46 ddng nhat;
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- budce 2iv: 0 san phdm & bude liv & nhiét do trén 30°C thu dugc hydrogel nhay

nhiét tir vat liéu alginate-cys-pluronic.
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