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(54) DUOC PHAM CHUA ERYTHROPOIETIN DUNG TAI CHO BE THUC PAY
QUA TRINH CHUA LANH VET THUONG

(57) Sang ché dé xuat duoc phém dung tai chd chira erythropoietin (EPO), t6t hon 13 con

chtra fibronectin (FN), cu thé 1a & dang gel, duoc str dung dé thic day qué trinh chita lanh

vét thuong, vi du, vét thuong do bi bong, so vo6i qua trinh chita lanh khong st dung duoc

pham nay. Ngoai ra, sang ché cling dé xuat phuong phap diéu ché duoc pham nay.
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Linh vue ky thuat dwgc dé cap

Séang ché dé cap dén dugc phim dung tai chd chira erythropoietin (EPO), t6t hon
14 con chura fibronectin (FN), cu thé 1a dugc pham & dang gel. Sang ché con dé cap dén
céc dugc pham dung tai chd dé thac ddy qua trinh chira lanh vét thuong, vi dy, vét
thuong do bi bong, so v6i qua trinh chita lanh ma khong sir dung duogc phdm nay. Ngoai

ra, sang ché cling d& cap dén phwong phép didu ché cac dugc phim nay.

Tinh trang k§y thuit clia sang ché

Theo cac trung tdm Hoa ky vé Phong nglra va Kiém soat Bénh (CDC), ¢6 hon
380 triéu ngudi trén toan thé gi¢i bi bénh tiéu duong (DM). CDC ciing udc tinh khoang
5% trong sd cdc bénh nhén nay s€ phat tridn thanh vét loét da do bénh tiéu dudng (DSU)
va 1% s& can tht thuat cit cut dudi nghiém trong. Méc du ¢6 nhiéu tién bo trong viéc
quan ly va chdm s6c vét thwong (Sen, 2009) viéc chita lanh vét thuong trong DM bi tri
hodn bai vi tit ca cac pha cuia cac ddy duge sp xép clia cac truong hop t€ bao va hoa
sinh cda viéc chita lanh vét thuong bi pha v& (Brown, 1992; Shukla, 1998; Mustoe,
2004). Ngoai ra, viéc chita lanh DSU bi tri hodn béi vi sy hinh thanh mach bi suy giam,
su luu lugng mau kém, sy viém nhiém tang, su ting sinh giam cua nguyén bao sgi
(Hehenberger, 1999), va su t4i biéu hién giam boi cac té bao sung (Mansbridge, 1999;
Stadelmann, 1998; Sheetz, 2002).

Hocmon glycoprotein, erythropoietin (EPO), didu hoa khdi t& bao hdng cau, va
1a thudc dugc chip thuan cho viée diéu tri thiéu méau. EPO ciing ¢6 cdc muc tiéu khong
tao mdu trén da, va né dugc thé hién réng cac muc tiéu nay tham gia vao vi¢c chita lanh
cac vét thuong da (Hamed, 2014). Nhu dugce bao céo trude day ring viéc chita lanh cac
vét thuong da trén chudt véi DM thir nghiém gay ra dugc ting theo viéc dung tai chd
ctia EPO & nguoi tai t hop 1én vét thuong gia bang cich (a) kich thich sy hinh thanh
mach, sy tai bidu hién, su ling dong colagen, va (b) triét giam dap tmg viém va qua trinh
chét té bao (Hamed, 2010). Cac hoat dong co lgi cia EPO trong viéc chita lanh vét
thuong trong DM dugc bd sung bai fibronectin (FN). FN tao diéu kién thuén 1¢i tao
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thanh cta chit nén vét thuong tam thoi va ngan chin qua trinh phén ly cta n6 (Hamed,
2011).

Céc Aquaporin (AQP) 1a cac protein mang nguyén c6 chirc ndng la diéu chinh sy
cAm huyét dich ndi bao, nhd d6 van chuyén nudce va glyxerol. Cac AQP dugce biéu hién
trong cac mang Plasma cua cac té bao simg trong 16p nén cua da va dng thu tiy xwong
cia than (Agre, 1998). Viéc biéu hién didu hoa trc ché clia cac AQP ¢6 thé 1a nguyén
nhan din dén viéc gidm kha nang tap trung tiét lidu trong suy than cép tinh chimg thiéu
mau cuc bd va EPO cé thé ngan qua trinh didu hoa uc ché nay (Gong, 2004). AQP3 1a
AQP ma dugc biéu hién trén da (Hara-Chikuma, 2005) noi ma no tao diéu kién thuin
loi sy di cu té bao va sy tang sinh va sy tai biu hién trong qua trinh chita lanh vét thuong
(Hara-Chikuma 2006, Levin, 2006, Hara-Chikuma, 2008). Vai tro tich cuc dbi véi do
4m trong viéc chita lanh cac vét thuong trén da dau tién duoc thé hién vao ndm 1962,
khi Winter da danh gia sy hinh thanh vay va ty 1€ cua sy tai biéu hién ctia cac vét thuong
hoi hot trén da lgn va duge béo céo rang viéc chira lanh vét thwong w6t nhanh hon vét
thwong khd (Winter, 1962). Nhu 1a mot hé qua, s kho da ctia ban chén twong ung véi
chimg loét chan & nhiing bénh nhan bi DM (Tentolouris, 2010). Vai tro déc biét dbi véi
AQP3 trong viéc chita lanh vét thuong do bénh tiéu duong dugc dat khi n6 duoc thy
rang AQP3 duoc didu hoa e ché trong viéc téi sinh biu bi trong qua trinh chita lanh
céc vét thuong da hoan toan & chudt bi DM (Sugimoto, 2012). Cong doan biéu thi EPO
¢6 thé duge st dung dé kich thich viéc chira lanh ctia céc vét thuong khong lanh. Céc
phét hién nay ciing 8 xuét sy ton tai mdi quan hé nhén qua gilra su biéu hién AQP3 suy
giam va sy tai bidu hién tri hodn trong DM, ma bao gbm (a) Su di chuyén va sy ting
sinh bi suy giam cta cac t& bao d6 ma tham gia vao sy hinh thanh mach, (b) viéc san
xuét giam cla chét nén ngoai bao (ECM) clia nguyén bao soi, va (¢) sy suy gidm cia

céc té bio simg dé tai bicu hién vét thuong da.

Ban chét k¥ thuit clia sang ché

Sang ché dé xuét cac duge phém dung tai chd chira erythropoietin (EPO), t6t hon
1a con chira fibronectin (FN), cu thé 1a cac dugc pham dang gel. Theo mdt sb phuong
an, dwoc phim dugc mo ta chta gel, erythropoietin va fibronectin. Theo mot sd khia
canh, fibronectin c6 mat trong duoc phdm véi lwgng c6 khé ndng tang cuong céc hoat

dong c6 lgi cta erythropoietin khi dugc bdi 1én vét thuong. Theo cac khia canh khac,
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phuong phéap didu tri vét thuong bao gdm viéc dung tai chd luong hiéu qua tri liéu cua
dugc pham chira gel, erythropoietin va fibronectin trong d6 fibronectin ¢6 mat trong
duoc pham v6i lwgng c6 kha néng ting cudng cac hoat dong c6 1¢i cla erythropoietin
khi duoc boi lén vét thuong trong viéc diéu tri vét thuong da dugc mo ta. Theo mot sb
phuong an, vét thuong 12 vét thuong ctia dbi twong duge chuén do4n méc hoic méic bénh
dudng huyét cao. Theo cac phuong an khéc, vét thuong 12 vét thuong cua dbi twong
duoc chudn dodn méc hoic mic bénh khang insulin. Theo cac phuong an khéc nita, vét
thuong 1a vét thuong cta d6i tugng dugce chuin doan méc hodc nghi ngd mic chiing
thiéu hut san xuét insulin hodc khang insulin. Theo cac phuong an, vét thuong 1a vét
thuong cia d6i tuong dugc chuin doan méc hodc bi mic bénh tiéu dudng. Theo céc khia
canh cu thé, vét thuong 13 vét thuong & nguoi.

Tét hon 13, duge phdm dang gel chira it nhét mot thanh phan tr danh sach khong
gi6i han cua cdc ta dugc bao gém, vi du, rugu benzylic, glyxerol hodc cac rugu khéc,
cac polyme chéng han nhu polyme carboxy polyvinyl nhuw Carbomer 940 ma c6 thé
duoc st dung nhu, vi du, chét tang cuong do nhdt, tac nhan keo hoa, hodc tac nhin
huyén phi (Carbomer 940 1a lién két chép vdi ete cuia pentaerythriol), céc paraben ching
han nhu metylparaben, propylparaben; trietanolamin, va cac ta dugc khac da biét trong
linh vuc k§ thuat nay dé tao gel, hodc bét ky hdn hop cua ching. Cac duoc phdm dang
gel cuia sang ché ciing nén c6 nudc.

Theo céc khia canh cu thé ciia dugc pham chira gel, erythropoietin va fibronectin,
erythropoietin ¢6 mat véi luong 5% khéi lugng cua duge phim. Theo cac khia canh
khéc, fibronectin c6 mat voi lugng 30% khdi lugng. Theo cac khia canh khéc nira, dugc
pham chira erythropoietin v6i luong nam trong khoang tir 0,01% dén 30% khbi lugng
va fibronectin v6i lugng niam trong khoang tir 0,01% dén 50% khdi lugng. Theo cac
phuong an khdc, dugc phim chira erythropoietin v6i lwong nam trong khoang tur 0,01
dén 30% khdi luong, fibronectin voi lugng nam trong khoang tir 0,01 dén 50% khdi
luong, glyxerol voi luong nam trong khoang tr 0,01 dén 30% khbi luong, carbomer 940
voi luong nim trong khoang tir 0,01% dén 30% khdi lugng, rugu benzylic véi luong
nam trong khoang tir 0,01 dén 30% khéi luong trietanol amin v&i lugng nam trong
khoang tir 0,01 dén 30% khdi lugng, metylparaben véi luong nam trong khoang tr 0,01
dén 30% trong lugng, propylparaben v6i lugng nam trong khoang tir 0,01 dén 30% khdi
lugng. Theo céc khia canh khac nira, dugc pham chta 5% khoi lugng glyxerol, 1% khdi
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luong Carbomer 940, 2% khdi luong rugu benzylic, 0,9% khdi luong trietanolamin,
0,2% khéi lugng metylparaben, 0,05% khéi luong propylparaben. Theo céc khia canh
cu thé, duge phim chua 5% khdi luong glyxerol, 1% khdi lugng Carbomer 940, 2%
khdi luong rugu benzylic, 0,9% khdi luong trietanolamin, 0,2% khdi luong
metylparaben, 0,05% khdi lugng propylparaben, va nudc cho dén 100% khdi luong.
Theo mot sb cac phuong 4n, trong do gel 1a fibrin, colagen hodc gel axit hyaluronic.
Theo cac phuong an khac, trong d6 gel chira fibrin, colagen hogc axit hyaluronic. Theo
cac phuong an cu thé, gel 1a hydrogel.

Theo céc khia canh cu thé, dugc phdm chira erythpoietin, trong d6 dugc phim
duoc didu ché theo cong thirc nhu gel, dugc mo ta. Theo cac phuong an cu thé, duoc
phém chtra fibronectin. Theo cac khia canh khac nira, erythropoietin c6 mat véi luong
5% khdi luong. Theo céac khia canh khac, fibronectin c6 mit vdi luong 30% khdi lugng.
Theo céac khia canh khac, dugc phim chira erythropoietin v6i luong nam trong khoang
tir 0,01 dén 30% khéi luong, fibronectin véi lugng nam trong khoang tir 0,01 dén 50%
khéi luong, glyxerol véi lugng nam trong khoang tir 0,01 dén 30% khéi lugng, carbomer
940 v6i lugng nam trong khoang tir 0,01% dén 30% khéi luong, rugu benzylic véi lugng
nam trong khoang tir 0,01 dén 30% khdi lugng trietanol amin v6i luong nam trong
khoang tir 0,01 dén 30% khoi lwvgng, metylparaben voi luong nam trong khoang tir 0,01
dén 30% trong lugng, propylparaben voi luong nam trong khoang tlr 0,01 dén 30% khdi
lwong. Theo cac khia canh khac nita, dugc pham chira 5% khdi luong glyxerol, 1% khéi
lugng Carbomer 940, 2% khdi luong ruou benzylic, 0,9% khdi luong trietanolamin,
0,2% khdi lugng metylparaben, 0,05% khéi lugng propylparaben. Theo cac khia canh
khéc nira, dugc phém chira 5% khéi luong glyxerol, 1% khdi luong Carbomer 940, 2%
khéi lugng rwou benzylic, 0,9% khdi luong trietanolamin, 0,2% khéi luong
metylparaben, 0,05% khéi lwong propylparaben, va nu6e cho dén 100% khdi lugng.
Theo céc khia canh cu thé, trong d6 gel 1a fibrin, colagen hogc gel axit hyaluronic. Theo
cac khia canh khéc, trong dé gel chira fibrin, colagen hodc axit hyaluronic. Theo mot )
phuong én, gel 1a hydrogel.

Ciing duogc dé xuét 12 phuong phap didu tri vét thuong & d6i tuong bao gbm viéc
cho d6i twong ding lugng hiéu qua tri liéu ctia duoc pham chura erythropoietin, trong do
dugc pham 1a gel. Theo céc phuong 4n cu thé, dugc phdm chira fibronectin. Theo cac

khia canh khac, erythropoietin ¢6 mat voi lugng 5% khdi lugng. Theo mot s khia canh
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khéc, fibronectin c6 mat vdi luong 30% khéi luvgng. Theo cac khia canh khac nita, dugc
phdm chira erythropoietin v6i lugng nam trong khoang tir 0,01 dén 30% khdi luong,
fibronectin v&i lugng nam trong khoang tir 0,01 dén 50% khéi luong, glyxerol vdi lwong
nidm trong khoang tir 0,01 dén 30% khéi luong, carbomer 940 voi lugng nim trong
khoang tir 0,01% dén 30% khdi luong, rugu benzylic véi luong nam trong khoang tir
0,01 dén 30% khéi luong trietanol amin véi lugng nam trong khoéng tir 0,01 dén 30%
khéi luong, metylparaben v6i lugng nam trong khoang tir 0,01 dén 30% trong lugng,
propylparaben véi lugng nam trong khoang tir 0,01 dén 30% khdi lugng. Theo céc khia
canh cu thé khac, duoc phém chita 5% khdi luong glyxerol, 1% khdi lugng Carbomer
940, 2% khdi lugng rugu benzylic, 0,9% khdi luong trietanolamin, 0,2% khéi luong
metylparaben, 0,05% khéi lugng propylparaben. Theo cac khia canh khac nita, dugc
phém chita 5% khdi luong glyxerol, 1% khdi lugng Carbomer 940, 2% khéi lugng rugu
benzylic, 0,9% khdi luong trietanolamin, 0,2% khdi lugng metylparaben, 0,05% khéi
luong propylparaben, va nuée cho dén 100% khdi luong. Theo cac khia canh khac nira,
trong d6 gel 1a fibrin, colagen hodc gel axit hyaluronic. Theo céc khia canh khéc, trong
d6 gel chtra fibrin, colagen hodc axit hyaluronic. Theo céc khia canh cu thé, gel la
hydrogel.

Theo mot sb khia canh, phuong phap didu tri vét thuong & dbi twong bao gbm
viéc cho dbi trong dung lugng higu qua tri liéu ctia dugc phém chtra erythropoietin,
trong do duogc phim 1a gel, trong d6 dugc pham 1a gel dugc dé xuét trong d6 d6i twong
dugc chudn doan hoic bi mic bén c6 dudng huyét cao Theo cac khia canh khac, dbi
trong duoc chudn doan hodc bi bénh khang insulin. Theo cac khia canh khac, dbi tuong
duoc chudn doén hodc bi thiéu hut trong viéc san xuét insulin. Theo cac khia canh khac
nita, ddi tuong duge chuin doan hodc bi bénh tiéu duong. Theo mot ) phuong an, dbi
tuong 1a nguoi. Theo cdc phuong an khac, duge phdm duge dé xult qua nhiéu 14n dung.
Theo c4c phuong an cu thé, duogc phém duoc dung 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 1,12, 13, 14,
15,16, 17,18, 19,20 hodc nhiéu 14n hon. Theo cic phuong an bd sung, dugc phém duoc
d& xutqua1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23 hodc
24 tudn. Theo cac phuong 4n Khac nita, duoc phém duoc dé xuét qual,2,3,4,56,7,
8,9,10,1, 12,13, 14, 15, 16,17, 18, 19, 21,22, 23 hoac 24 thang. Theo céc phuong an,
khoang thoi gian gifta cac viécdungla1,2,3,4,5,6,7, 8,9,10, 1, 12, 13 hodc 14 ngay.

Theo cic phuong an khac nita, khoang thoi gian gifta cac viecdungla1,2,3,4,5,6,7
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hodc 8 tudn. Theo cac phuong an bd sung, gel duoc didu ché cho viéc dung 1én da hodc
duogc ding 1én da. Theo cac phuong an khac nita, vét thuong 12 vét loét hodc vét bong.
Theo mot s6 khia canh khéc, vét thwong 12 vét loét do bénh tiéu dudng. Theo cac phuong
an bd sung, vét thuong 1a vét 10ét do bénh tiéu duong man tinh. Theo mdt s6 phuong
&n, vét thuong 1a vét 10ét do bénh tidu duong man tinh nghi€m trong. Theo céac khia canh
khac, vét thuong 12 vét 106t ban chan do bénh tiéu dudng man tinh.

Ciing duoc dé xuét 1a cac phuong phap didu tri vét thuong & dbi tugng bao gdbm
viéc cho dbi twong dung lugng higu qua trl liéu cua dugce phém ma kich thich su biéu
hién aquaporin. Theo cac phuong an cu th8, aquaporin 1 aquaporin-3. Theo mot s6 khia
canh, trong d6 dugc phém la fibrin, colagen hodc gel axit hyaluronic. Theo cac phuong
4n khac nita, trong d6 gel chua fibrin, colagen hodc axit hyaluronic. Theo cac phuong
4n nita, gel 1a hydrogel. Theo cac phuong an cu thé, d6i tugng dugc chuén doan hodc bi
bénh duong huyét cao. Theo cac khia canh khac, ddi twong dugc chuén doan hoic bi
bénh khang insulin. Theo céc khia canh khéc, d6i tuong dugc chuén doan hoic bi thiéu
hut trong viéc san <uét insulin. Theo cac khia canh khéc nira, dbi tuong dugc chuén
doan ho#c bi bénh tiéu dudng. Theo mot s6 phuong an, dbi tuong 1a ngudi. Theo cac
phuong an khéc, dugc phim dugc dé xuét qua nhidu 1an dung. Theo céc khia canh cu
thd, duoc phim duge ding 2,3, 4, 5,6, 7,8, 9,10, 1, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,20
hoac nhidu 1an hon. Theo céc khia canh bd sung, dugc phém duoc dé xuét qual, 2,3,
4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23 hodc 24 tuan. Theo céc
phuong an khac ntra, duoc phém duogc dé xuit qual,2,3,4,5, 6,7,8,9,10, 11,12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23 hodc 24 thang. Theo cac phuong an bd sung, khoang
thoi gian gitta cac vige dunglal,2,3,4,5,6, 7,8,9,10, 1, 12, 13 hodc 14 ngay. Theo
cac phuong én khéc nita, khoang thoi gian gitta cac viéc dung 1a 1, 2.3,4,5,6,7hodc
8 tuan. Theo c4c phuong an bd sung, gel dugc didu ché cho viéc dung 1én da hodc dugc
dung 1én da. Theo cac phuong an khéc nita, vét thuong 1a vét loét hodc vét bong. Theo
mdt sb khia canh khéc, vét thuong 1a vét loét do bénh tiéu dudng. Theo cac phuwong an
bd sung, vét thuong 1a vét 1oét do bénh tiéu duong man tinh. Theo mot $6 phuong an,
vét thuong 12 vét loét do bénh tiéu duong man tinh nghiém trong. Theo cac khia canh
khéc, vét thuong 12 vét 1oét ban chan do bénh tiéu dudng man tinh.

Theo mdt sd cac dugc phim va cac phuong phép, erythropoietin va/hodc

fibronectin dugc két hop véi chét nén. Theo cac khia canh cu thé, erythropoietin va/hoéc
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fibronectin dugc két hop véi chat nén v it nhat mot chét c6 thé ¢4t duoc. Theo céc khia
canh khéc, chit nén két hop mot hodc nhidu chemokin c6 thé cét dugc, cac hoa chit din
du, cac hoa chit xua dudi hoic mot hodc nhiéu cytokin co thé cat duge. Vi du,
chemokincos thé 1a mot hodc bét ky hdn hop cta cac chemokin dugc chon tir nhom bao
gdm CCL1, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL6, CCL7, CCL8, CCL9/CCL10, CCL11,
CCL12, CCL13, CCL14, CCL15, CCL16, CCL17, CCL1S8, CCL19, CCL20, CCL21,
CCL22, CCL23, CCL24, CCL25, CCL26, CCL27, CCL28, CXCL1, CXCL2, CXCL3,
CXCL4, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8, CXCLD9, CXCL10, CXCL11, CXCLI12,
CXCL13, CXCL14, CXCL15, CXCL16, CXCL17, XCLI, XCL2 va CX3CL1. Cytokin
cho st dung véi cac phuong phap hodc cac dugc pham duge boc 10 & day co thé bao
gdm céc thanh phan cta IL 17, IL-10, Interleukin, Lymphokin, Monokin, Myokin, yéu
t6 hoai tir md hodc céac ho cytokin chéng viém. Céc vi du cu thé vé céc cytokin cho viéc
st dung véi cac phuong phap va cac dugc phdm duge mo ta ¢ day bao gbdm mdt hodc
nhiéu hdn hop cia GeMAF, yéu td kich thich tao cum bach céu hat, yéu td kich thich
tao cum hat dai thuc bao, yéu td ting trudng té bao gan, ILIA, Interferon, Interferon
beta- la, Interferon beta- Ib, Interferon gamma, Interferon loai I, Interferon loai II,
Interferon loai III, Interleukin 1 beta, chit ddi khang thu thé Inteleukin 13, Interleukin
10, Interleukin 12, Interleukin 13, Interleukin 16, Interleukin 2, Interleukin 23,
Interleukin 23 subunit alpha, Interleukin 34, Interleukin 35, Interleukin 6, Interleukin 7,
Interleukin 8§, ho Interleukin-1, Interleukin- 12 subunit beta, Interleukin-36, yéu td chét
ttc ché Leukemia, yéu td tang cuong té bao bach cau, lymphotoxin, Lymphotoxin alpha,
Lymphotoxin beta, yéu t6 kich thich cum khuén dai thyc bao, protein viém dai thuc bao,
yéu t8 kich hoat dai thuc bao, Myonectin, Nicotiamit phosphoribosyltransferaza,
Oncostatin M, Oprelvekin, yéu t6 tidu huyét ciu 4, Promegapoietin, RANKL, yéu t6
nhan dugc tr té bao co chét 1, yeu t4 hoai t&r md alpha hodc chét e ché ting trudng noi
mod mach méu. Cac yéu td ting trudng cu thé bao gém, vi du, FGF 1, FGF 2, IGF 1,
IGF 2, PDGF, EGF, KGF, HGF, VEGF. SDF-1, GM-CSF, CSF, G-CSF, TGF alpha,
TGF beta, NGF va ECGF. Ciing dugc bao gdm la cac yéu td cam Umg sy giam oxy huyét
(vi du, HIF-1 alpha va betavaf HIF~2), cac hocmon (vi du, insulin, hocmon ting trudng
(Gl i). CRH, Leptin, Prolactin va TSH), cac yéu t§ tao mach (vi dy, angiogenin va
angiopoietin), sy dong mau va céc yéu t6 chéng dong mau [vi dy, yéu t6 I, yéu t X111,

yeu t& mo, canxi, vVVE, protein C, protein S, protein 2, fibronectin, khang thrombin,
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heparin, plasminogen, heparin khdi luong phan tir thip (Clixan), kininogen khéi lugng
phan tir cao (HMVVK), prekailikrein, chét trc ché hoat hoa plasminogen 1 (PAI 1), chét
tc ché hoat hoa plasminogen 2 (PAI 2), urokinaza, thrombomodulin, chét hoat hoa
plasminogen mo (tPA), 2-antiplasmin alpha va chét e ché proteaza lién quan dén
protein Z.

Theo mdt sd phuong 4n, chit nén 12 gel. Theo cac phuong an nita, chét nén 14
hydrogel. Trong mot sb truomg hop nhét dinh, hydrogel chi cdc mang polyme lién két
ngang ua nuéc ba chidu ma c6 thé hip phu lugng 16n nude va dich sinh hoc ma khong
hoa tan. Cac hydrogel c6 thé duoc bao gdm cic polyme ma khong hoa tan do c6 mit cac
lién két chéo vat 1y (vi dy, cac viung tinh thé, cac twong tac gifta cac phan tir va cac
vudng méc) hodc cac lién két chéo hoa hoc (vi dy, lién két hoa tri). Theo cac phuong an
cu thé, hydrogel 1 hydrogel fibrin hodc hydrogel glycol polyetylen bién dbi mién fibrin.

Theo mdt phwong an, hydrogel la gel hydrogel fibrin ma dugce lién két chéo voi
tac nhan lién két ngang. Theo cac phwong an cu thé, hydrogel fibrin dugc li€n két ngang
c6 cac dic tinh co hoc hodc cac d3c tinh héa hoc, vat Iy ma thich hop cho viéc sir dung
chung trong viéc cly vao d6i tugng hodc bénh nhan, cu thé 1a cdy duéi da.

Khong c6 gidi han, gel ¢6 thé chira bit ky ty 1& cla tac nhan lién két ngang voi
fibrin. Do do, gel ¢6 thé chra tac nhan lién két ngang vai ty 1€ fibrin nam trong khoang
tr 0,1:1 dén 10:1. Theo mdt s6 phuong 4n ctlia cac khia canh dugc mo ta & day, gel chira
téac nhan lién két ngang: ty 18 fibrin tr 0,1:1 dén 5:1, tr 0,1:1 dén 4:1, tr 0,1 :1 dén 2:1,
tir 0,1:1 dén 1,5:1, tr 0,1:1 d@én 1,5:1, tir 0,1: 1 dén 1:1, tx 0,1:1 dén 0,9:1, tir 0,2:1 dén
0,8:1, va/hogc tir 0,25 dén 0,75:1. Theo mot s6 phuong an, gel chira tac nhan lién két
ngang: ty 1¢ fibrin la 0,20:1 dén 0,5:1. Theo mot sd phuong én, gel chira tac nhén lién
két ngang: ty 1€ fibrin 12 0,25:1 hodc 0,5:1.

Céc hydrogel ¢co thé duoc lam tir cac dung dich fibrin chira pham vi ndng d6 rong
fibrin. Theo d6, gel dugc tao nén tir dung dich fibrin voi ndng do khoang tir 50 dén 500
mg/ml, khoang tir 100 dén 400 mg/ml, khoang 150 dén 300 mg/ml, khoang 200 mg/ml
dén 250 mg/ml fibrin, hodc khoang bét ky co thé nhan dugc trong d6. Theo mot sd
phwong 4n cta cac khia canh dugc mo ta & déy, gel duge tao nén tu dung dich fibrin
chira khoang 200 mg/ml fibrin. Theo mot sb phwong 4n cua céc khia canh dugcmo ta ¢

day, hydrogel duoc tao nén tur dung dich fibrin chira khoang 250 mg/ml fibrin. Theo mot
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sd phwong 4n khéc nita clia cac khia canh duge mo ta & day, hydrogel dugc tao nén tur
dung dich fibrin chira khoang 300 mg/ml fibrin.

Theo cac phuong an khac, hydrogel chi polyme ma dugc tao ra boi sy polyme
hoa géc tw do ctia dung dich monome wa nudc dugc tao gell va dugc lién két chéo dé
tao ra ludi polyme ba chidu neo giit cac dai phan tir. Cac dai phén tir bao gdm thanh
phan chét nén ctia md, ching han nhu colagen tu nhién. Colagen c¢6 thé duoc dit trong
lu6i polyme tao ra hydrogel collagen. Theo mét s6 phuong an hydrogel colagen c¢6 kha
ning ting cuong ting trudng té bao biéu md.

Colagen hoa tan dé lién két ngang c6 thé dugc didu ché bang cac k¥ thuat duge
xéac nhén trong linh vuc k¥ thuat ndy. Thém vao do, cac protein khdc ma hd tro su lién
két va ting trudng té bao c6 thé dugc st dung dé tao ra hydrogel lién két ngang. Mot vi
du vé protein bd sung dugc biét 12 dé hd tro ting trudng té bao 1a fibronectin.

Polysacarit va mucopolysacarit cling c¢6 thé duge bd sung vao cac hydrogel cua
sang ché.

Céc polyme hydrogel dugc tao ra bdi su polyme hoa gbc tu do cua cac dung dich
monome cn lién két ngang dé tao ra cdu triic polyme ba chiéu cua ludi dé tao gel dung
dich chira nudc. Su bd sung clia cc tac nhan lién két ngang nhu dimetacrylat glycol
etylen véi qua trinh polyme hoa ¢6 thd thay ddi hydrogel két qua. Thong thuong, su bd
sung cta cac tac nhan lién két ngang c6 xu hudng lam tang do cing va do bén co hoc
cua hydrogel. Su bd sung céc lién két ngang, chdng han nhu dimetacrylat va
metylmetacrylat glycol etylen, vao hdn hop polyme hoa trong sy c6 mat cua colagen tu
nhién, van thay dbi cac dic tinh vat Iy cta hydrogel, su b sung nay vao hdn hop polyme
hoa phit hgp vdi colagen ty nhién, va két qua thu dugc hydrogel colagen. Céc tac nhan
lién két ngang da biét khac c6 thé dugc sir dung san xuét hydrogel colagen theo yéu ciu
bao gdm céc diacrylat va dimetacrylat hogc cac phan tir hoa tri hai khac.

Khong c6 gidi han, gel co thé chtra bat ky ty 1€ cua tic nhan lién két ngang véi
colagen. Do do6, gel c6 thé chira tac nhan lién két ngang vai ty 1¢ colagen nam trong
khoang tir 0,1:1 dén 10:1. Theo mot s phuong 4n cua cac khia canh dugc mo ta & day,
gel chira tdc nhan li€n két ngang: ty 1& colagen tir 0,1:1 dén 5:1, tr 0,1:1 dén 4:1, tx 0,1

-1 dén 2:1, tw 0,1: 1 dén 1,5:1, t0 0,1: 1 dn 1,5:1, tx 0,1: 1 dén 1:1, tir 0,1:1 dén 0,9:1, tur
0,2:1 dén 0,8:1, va/hodc tir 0,25 dén 0,75:1. Theo mot s6 phuong an, gel chira tac nhan
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lién két ngang: ty 1& colagen la 0,20:1 dén 0,5:1. Theo mot s6 phuong an, gel chira tac
nhan lién két ngang: ty 1& colagen 1a 0,25:1 hodc 0,5:1.

Céc hydrogel co thé duoc 1am tir cac dung dich colagen chtra pham vi ndng do
colagen 16n. Theo d6, gel dugc tao nén tir dung dich colagen voi ndng dd khoang tir 50
dén 500 mg/ml, khoang tix 100 dén 400 mg/ml, khoang 150 dén 300 mg/ml, khoang 200
mg/ml dén 250 mg/ml colagen, hodc khoang bat ky c6 thé nhan duogc trong d6. Theo
mdt sb phuong an cua céc khia canh dugc mo ta ¢ day, gel duge tao nén tir dung dich
colagen chira khoang 200 mg/ml colagen. Theo mot s6 phuong 4n cua céac khia canh
duge mé ta & day, hydrogel duoc tao nén tir dung dich colagen chira khoang 250 mg/ml
colagen. Theo mot s6 phuong 4n khac nita cia cac khia canh duge md ta ¢ ddy, hydrogel
duoc tao nén tir dung dich colagen chtra khoang 300 mg/ml colagen.

Céc hydrogel, ma co thé duoc st dung nhu cac polyme “dap g kich thich” tbng
hop ¢6 thd duogc dua vao cac polyme tdng hop, chiing han nhu poly(etylen glycol)
(PEG), rugu poly(vinyl) (PVA), poly(N-isopropylacrylamit) (poly( PAAm)). Cac
hydrogel nay di dugc dung trong nhiéu tng dung y hoc tai tao (xem vi duN. A. Peppas,
P. Bures, WLeobandung, and H. Ichikawa. Hydrogels in pharmaceutical formulations.
Eur. J. Pharm. Biopharm. 50:27-46 (2000)), dugc dua vao day bang cach vién dan.

Theo cac khia canh cu thé, cac hydrogel dugc didu ché vé6i nhidu polyme khac
nhau nhau ching han nhu ruou polyvinyl (PVA), polyvinyl pyrrolidon (PVP), hodc
polyacrylamit. Cac hydrogel dua vao PVA minh hoa dugc boc 19, vi dy, trong cac patent
M§ sb: 6,231,605; 5,346,935; 5,981 ,826; 4,663,358; va 4,988, 761, ndi dung trong cac
tai niéu nay dugc dua vao day bang cach vién dan. Theo cic phuong an cu thé cac
hydrogel dua vao polyetylen glycol (PEG) tao ra muc do 16n sy d8 md hdi trong céc
dung dich chtra nude. Cac hydrogel dwa vao PEG khéc nhau dugc boc 10 trong cac patent
My sd: 5,514,379; 6,362,276; va 6, 541,015, ndi dung trong cic tai niéu nay dugc dua
vao dy biang cach vién dan. DPon PCT W02006125082, dugc dua vao ddy bang cach
vién dan, @ xuét cac duge phém hydrogel chira cc hat hydrogel dugc hoa cuc trudce
trong cac dung dich hydrogel tién cht.

Khong co6 gidi han, gel co thé chira bat ky ty 1é cla tac nhén lién két ngang vai
poly(etylen glycol) (PEG). Do dé, gel co thé chra tac nhén lién két ngang vdi ty 1€ PEG
nim trong khoang tlr 0,1:1 dén 10:1. Theo mot sd phuong an cua cac khia canh duoc

md ta & day, gel chia tdc nhan lién két ngang: ty 18 PEG tur 0,1:1 dén 5:1, tir 0,1:1 dén
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4:1, tir 0,1 :1 dén 2:1, tir 0,1:1 dén 1,5:1, tir 0,1:1 dén 1,5:1, tir 0,1:1 dén 1:1, tr 0,1:1
dén 0,9:1, tir 0,2:1 dén 0,8:1, v&/hodc tir 0,25 dén 0,75:1. Theo mot sd phuong 4n, gel
chtra tac nhan lién két ngang: ty 18 PEG 12 0,20:1 dén 0,5:1. Theo mot s6 phuong 4n, gel
chita tac nhén lién két ngang: ty 18 PEG 1a 0,25:1 hogc 0,5:1.

Céc hydrogel ¢ thé duoc 1am tir cac dung dich PEG chira pham vi ndng do rong
PEG. Theo d6, gel dugc tao nén tir dung dich PEG v6i ndng do khoang tir 50 dén 500
mg/ml, khoang tr 100 dén 400 mg/ml, khoang 150 dén 300 mg/ml, khoang 200 mg/ml
dén 250 mg/ml PEG, hodc khoang bét ky ¢6 thé nhan duoc trong d6. Theo mot 56
phuong 4n cua cac khia canh dugc md ta & ddy, gel dwgc tao nén tir dung dich PEG chua
khoang 200 mg/ml PEG. Theo mdt s6 phuong 4n cta cac khia canh dugc md ta & day,
hydrogel dugc tao nén tir dung dich PEG chira khoang 250 mg/ml PEG. Theo mot s6
phuong én khac nita cua cdc khia canh dugc mo ta & day, hydrogel dugc tao nén tr dung
dich PEG chira khoang 300 mg/ml PEG.

Theo phuong én khéc, hydrogel la hydrogel axit hyaluronic ma dugc lien két
chéo v6i tac nhan lién két ngang. Theo cac phuong an cu thé, hydrogel axit hyaluronic
duoc lién két ngang co céc déc tinh co hoc hoic céc dic tinh hoa hoc , vat Iy ma thich
hop cho viéc sur dung ching trong vigc céy vao dbi tuong hodc bénh nhén, cu thé 1a céy
dudi da. Theo cac phuong an khéc, hydrogel axit hyaluronic dugc lién két ngang c6 céc
dic tinh co hoc hodc cac dic tinh hoa hoc , vat ly ma thich hop cho viéc st dung chung
trong viéc diéu chi cac vét thuong da clia dbi tuong hodc bénh nhén, cu thé 14 cac ing
dung trén da

Khong c6 gidi han, gel ¢6 thé chira bat ky ty 1 cla tdc nhéan lién két ngang vai
axit hyaluronic. Do do, gel c6 thé chira tac nhan lién két ngang voi ty 1€ axit hyaluronic
nam trong khoang tir 0,1:1 dén 10:1. Theo mot sb phuong 4n cua cac khia canh dugc
md ta & day, gel chira tic nhén lién két ngang: ty 1 axit hyaluronic t 0,1:1 dén 5:1, tr
0.1:1 dén 4:1, tir 0,1 :1 dén 2:1, tir 0,1:1 dén 1,5:1, tr 0,1:1 dén 1,5:1, tr 0,1:1 dén 1:1,
tr 0,1:1 dén 0,9:1, tir 0,2:1 dén 0,8:1, va/hodc tir 0,25 dén 0,75:1. Theo mot sd phwong
an, gel chira tic nhan lién két ngang: ty 1¢ axit hyaluronic 12 0,20:1 dén 0,5:1. Theo mdt
sd phuong 4n, gel chua tac nhan lién két ngang: ty 1& axit hyaluronic 1a 0,25:1 hodc
0,5:1.

Céc hydrogel ¢ thé dugc lam tir cac dung dich axit hyaluronic chira pham vi

ndng d9 rong axit hyaluronic. Theo d6, gel dugc tao nén tir dung dich axit hyaluronic
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v6i ndng dd khoang tir 50 dén 500 mg/ml, khoang tir 100 dén 400 mg/ml, khoang 150
dén 300 mg/ml, khoang 200 mg/ml dén 250 mg/ml axit hyaluronic, hodc khoang bat ky
c¢6 thé nhan dugc trong d6. Theo mot s§ phwong 4n cta cac khia canh dugc mo ta ¢ day,
gel dugc tao nén tlr dung dich axit hyaluronic chira khoang 200 mg/ml axit hyaluronic.
Theo mdt s6 phuong 4n cua cic khia canh duogc md ta & ddy, hydrogel dugc tao nén tir
dung dich axit hyaluronic chira khoang 250 mg/ml axit hyaluronic. Theo mot s& phuong
an khac nita ctia cac khia canh dugc mo ta & day, hydrogel dugc tao nén tir dung dich
axit hyaluronic chira khoang 300 mg/ml axit hyaluronic.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta sang ché nay, “a” hodc “an” c6 thé c6 nghia
12 mot hodc nhidu hon. Nhu dugc sir dung trong cac diém yéu cau bao ho, khi dugc st
dung két hop vdi thuat ngit “chira”, cac thuét ngir “a” hodc “an” ¢6 thé c6 nghia 1a mot
hoac nhiéu hon mat.

Str dung thuét ngit “hodc” trong cac diém yéu cu bao hd duge dung co nghia la
“ya/ho#c” trir phi dugc biéu thi 16 rang dé chi duy nhit su thay thé hogc su thay thé 1a
loai trir, méc du sang ché hd trg dinh nghia @8 chi duy nhét su thay thé va “va/hodc”.
Nhu duge st dung trong ban md ta sang ché nay, thuat ngit “khéac” co thé it nhat 12 hai
hogc nhiéu hon.

Trong toan by sang ché, thuat ngtt “khoang” dugc s dung dé chi ra gia tri gbm
bién thé cb hitu c6 sai sb véi thiét bi, phuong phap dugc st dung dé xac dinh gia tri,
hodc bién thé tdn tai trong sb cac muyc tiéu nghién clu.

Céc muc dich, dac didm va wu diém khac ciia ban md ta nay s trd nén rd rang
hon tir mo ta chi tiét sau day . Tuy nhién, nén hiéu rang, md ta chi tiét va vi du cu thé,
trong khi thé hién cac phuong an dugc wu tién clia sang ché, dugc duara chi nhim minh
hoa, do céc su thay ddi va bién ddi khac trong trong tinh than va pham vi cla sang ché

s& duge ngudi co trinh d6 trung binh trong linh vuc hidu 16 tir ban mo ta chi tiét nay.

M6 ta viin tit cac hinh vé

Céc hinh vé sau ddy tao thanh mot phan ciia ban md ta sing ché va gbm céc khia
canh nhét dinh duge ching minh khéc theo sang ché. Sang ché ¢6 thé duoc hiéu thém
tir mOt hodc nhidu hinh vé két hop v6i ban mo ta chi tiét vé cac phuong an thuc hién cu

thé dugc thé hién ¢ day.
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Fig.1: EPO tai chd 1am ting bang bo vét thuong va 1am tang luu lugng mau trong
da tai sinh cua cac vét thuong do bénh tiéu dudng theo cach thirc phy thudce lidu dung;
hiéu quéa dugc tang boi FN. Viéc bang b6 vét thuong va ty 1€ luu lugng mau trong da tai
sinh cua céc con lgn bi bénh tiéu dudng va khong bi bénh tiéu duong duoc xac dinh vao
ngay 0,2, 4,7,9, 11 va 14 sau cac didu tri khac nhau. (A) ty 1€ béng bo vét thuong clia
cac vét bong dugc diéu tri béng chét din thude, duge diéu tri béng FN, dugc diéu tri
bing EPO, va céac vét bong dugce diéu tri bing EPO/FN & céc con lgn bi bénh tiéu duong.
(B) ty 1¢ bang bo vét thuong cla cac vét bong duge didu tri bang chit dan thubc, dugc
diéu tri bang EPO lidu thip, va cac vét bong duge diéu tri bing EPO liéu cao & cac con
lon bi bénh tiéu duong. (C) Céac hinh anh chup minh hoa va méy quét Doppler laze cla
4c vét thuong dugc didu tri bang chét dan thubc, duge didu tri bang FN, duoc didu tri
bang EPO, va vét bong dugc didu tri bang EPO/FN ¢ con lgn khong bi bénh tiéu duong
(trai) va lon bi bénh tiéu duong (phai) ¢ ngay 0, 2,4, 7, 9, 11 va 14. (D) B0 hinh anh
chup minh hoa va may quét Doppler laze cua cac vét thuong dugc didu tri bing chét dan
thube tuong tu, duge didu tri bang FN, dugc didu tri bang EPO, va vét bong duge didu
tri béng EPO/FN & con lon khong bi bénh tiéu duong (trai) va lon bi bénh tidu duodng
(phai) & ngay 0, 2,4, 7,9, 11 va 14. Céc hinh tron tring trong cic may quet Doppler
Jaze thé hién khu vuc vét bong & ngay 0. Mau xanh sdm thé hién cac khu vuc khong
dugc tao mach, cac mau do va vang thé hién cac khu vuc duge tao mach v§Gi cac vung
mau do minh hoa cac ving ma dugc tao mach nhidu hon cac khu vuc mau vang. Kich
thuéc mAu trong mdi nhom diéu tri 12 12 ngoai trir nhom vét bong duge didu tri bang
EPO lidu thdp ma mAu 1a 6. * p <0,05 va ** p <0,01 va y nghia ctia su khac biét gitra
cac vét bong dugc didu tri bing chit dan thudc va cac phuong phap diéu tri khac theo
két qua cia ANOVA hai chidu véi sy hiéu chinh ciia Bonferroni. + p <0,05 va y nghia
cta su khéc biét giita (a) cac vét bong dugce didu tri bang EPO hodc duge didu tri bang
EPO/FN va cac vét thuong dugc didu tri bang FN va (b) céc vét bong dugc diéu tri bang
EPO lidu cao va vét bong dugc didu tri bing EPO lidu thip theo két qua ciaa ANOVA
hai chiéu va su hiéu chinh cta Bonferroni.

Fig.2: FN tai chd khong anh hudng ty 1¢ bang bo vét thuong va ty 1€ luu lugng
méau trong da tai sinh cta cac vét thuong khong phai do bénh tiéu duong. Viéc bang bo
vét thuong va ty 1€ luu lugng mau trong da tai sinh cua cac con lon bi bénh tiéu duong

va khong bi bénh tidu dudng duge xac dinh vao ngay 0,4, 9 va 14 sau céc diéu tri khac
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nhau. (A) ty 1€ bang bo vét thuong dugc didu tri bang chét din thubc, dugc didu tri bing
FN, dugc diéu tri bﬁng EPO, va cac vét bong duge diéu tri béng EPO/FN & cac con lon
khong bi bénh tiéu dudng. (B) BO hinh anh chup minh hoa (trai) va may quét Doppler
laze phai cua ac vét bong duge didu tri béng chét din thudc, duoc diéu tri bé‘tng FN, duogc
didu tri béng EPO, va vét bong dugc didu tri béng EPO/FN & con lon khong bi bénh tiéu
duong & ngay 0, 4, 9 va 14. Cac hinh tron mau tréng trong cac may quét Doppler laze
thé hién khu vuc vét bong & ngay 0. Mau xanh sAm thé hién cac khu vyc khong dugc
tao mach, cac mau do va vang thé hién cac khu vuc duoc tao mach véi cac ving mau
d6 minh hoa céc ving ma dugc tao mach nhidu hon cac khu vuc mau vang. Kich thuoe
mau trong mdi nhom didu tri & hai con lgn khong bi bénh tiéu duong 12 12. * p<0,05 va
** p <0,01 va y nghia cta su khac biét gitta cac vét bong dugc didu tri bang chét dan
thudc va cac phuong phap diéu tri khéc theo két qua cia ANOVA hai chidu véi su hiéu
chinh ctia Bonferroni. T p <0,05 va y nghia ctia sy khac biét gifra cac vét bong duge diéu
tri bing EPO/FN va cac vét bong diéu tri EPO theo két qua cua thir nghiém t cla sinh
vién tir hai phia.

Fig.3: EPO tai chd 1am ting mat do vi mach (MVD) va su biéu hién eNOS trong
da t4i sinh ctia céc vét thuong do bénh tiéu dudng va céc hiéu qua ndy duoc tang béi
FN. (A) B6 céc hinh anh hién vi ma thé hién viéc nhuom héa mo mién dich dbi véi su
biéu hién CD31 béng cac t& bao ndi mac mach mau cuia cac mao mach trong da ti sinh
ctia cac vét bong duoc diéu tri béng chét din thudc, FN, EPO va EPO/FN cua lon khong
bi bénh tidu duong (tim trén) va lon bi bénh tidu dudng (tAm dudi) duoc thu thép sau
14 ngay didu tri. MVD trong da tai sinh dugc xac dinh bang cach dém sb cac mao mach
trong nam linh vuc vi mo ngau nhién (phéng to 200 14n) theo kinh hién vi quang hoc
trong mdi vi tri vét thuong. (B) MVD trong da tai sinh cta cac vét bong dugc diéu tri
béng chét din thude, dugc diéu tri bang FN, duoc diéu tri bang EPO, va céc vét bong
duoc diéu tri bﬁng EPO/EN & céc con lon khong bi bénh tiéu duong. (C) MVD trong da
t4i sinh caa cac vét bong duge diéu tri béng chét din thudc, dugc diéu tri bﬁng FN, dugc
didu tri bang EPO, va céc vét bong duoc didu tri bang EPO/FN ¢ céc con lon bi bénh
tidu dudng. (D va E). Westen blots minh hoa cua sy biéu hién eNOS trong cac md ma
duoc thu thap & ngay 14 va sau d6 duge do trong cac san phim phan giai ma dugc diéu
ché tir da tai sinh cua céc vét bong duoc diéu tri bang chét dan thube, FN, EPO, EPO/FN

cia cac con lon khong bi bénh tiéu duong (D) va con lgn bi bénh tiéu duong (E). a-
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Actin dugc st dung dé chuln hoa viéc nap protein va cac vét dugc 14y tir cac mau ma
duoc phén tich ddng thoi trén gel riéng biét. Kich thuéc miu cia mdi nhom diu trj 1
12 va di liéu duoc bidu hién nhu trung binh ciia hai 1an do + SD (B va C) cho mdi nhém
didu tri. * p <0,05 va ** p <0,01 vay nghia ctia sy khéc bigt gitra cac vét bong duge
didu tri bang chat dan thudc va cac phuong phéap diéu tri khac theo két qua cia ANOVA
mdt chidu véi thir nghiém déanh gia cua Tukey. T p <0,05 va y nghia cla sy khéc biét
gifta cac vét bong dugc didu tri bing EPO/FN va céc vét bong diéu tri EPO theo két qua
ciia ANOVA mot chidu véi thir nghiém déanh gia ctia Tukey. Thanh quy m6: 200 pm
(A).

Fig.4: EPO tai chd lam ting lwgng hydroxyprolin (HP) va tbng hop axit
hyaluronic (HA) trong da tai sinh cua vét thwong do bénh tiéu dudng va hi¢u qua nay
duoc 1am ting boi FN. (A) B cac hinh anh hién vi ma thé hién viéc nhu¢m hoa mo
mién dich dbi v6i lugng FIP bang cach nhudm tricrom ciia Masson trong da tai sinh cua
c4c vét bong duoc diéu tri bing chét din thubc, FN, EPO va EPO/FN cua lon khong bi
bénh tiéu duong (tAm trén) va lon bi bénh tidu duong (tAm dudi) dugc thu thap sau 14
ngay didu tri. (B) Lugng FIP trong da tai sinh ctia cac vét bong duoc diéu tri bang chét
din thubc, FN, EPO, va céc vét bong dugce diéu tri béng EPO/FN & céac con lgn khong
bi bénh tiéu duong & ngay 14. (C) Luong FIP trong da tai sinh cta cac vét bong dugc
didu tri chat dan thude, FN, EPO, va céc vét bong duogc didu tri bang EPO/FN ¢ céc con
wan&mﬂ&umm%wB)UxmgHAum@dawmmhmhc&V&bmgdwxd@uui
béng chét din thudc, FN, EPO, va cac vét bong dugce diéu tri béng EPO/FN & céac con
lon khong bi bénh tiéu duong. (E) Lugng HA trong da tai sinh cta cac vét bong dugc
diéu tri bing chit din thubc, FN, EPO, va céc vét bong duoc didu tri bang EPO/FN &
cac con lgn bi bénh tidu duong. (F va G). Westen blots thé hién cac mtc do biéu hién
ctia HAS1 va HAS2 trong cac md ma dugc thu thap & ngay 14 va sau d6 dugc do trong
cac san phim phan giai ma dugc didu ché tir da tai sinh cta cac vét bong duoc didu tri
bang chét dn thude, FN, EPO va cac vét bong dugce didu tri bang EPO/FN ctia céc con
lon khong bi bénh tidu duong (F) va cac con lgn bi bénh tiéu duong (G). a-Actin duoc
stt dung dé chuin hoa viéc nap protein va céac vét dugc 14y tir cac méau ma dugc phan
tich ddng thoi chay trén gel riéng biét. Kich thudc mAu ctia mdi nhom diéu tri 1a 12 va
dit liéu duoc biéu hién nhu trung binh ctia hai 1an do ctia HP (B va C) hodc HA (D va
E) lugng + SD. * p <0,05 va ** p <0,01 va y nghia cla su khac biét gilta cac vét bong
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dwoc didu tri bang chét din thudc va cdc phuwong phap didu tri khac theo két qua cia
ANOVA mot chiéu véi thir nghiém dénh gia cua Tukey. 1 p <0,05 va y nghia cta su
khéc biét gilta cac vét bong duge didu tri bang EPO/FN (C) va céac vét bong diéu tri EPO
(E) theo két qua cia ANOVA mét chiéu véi thir nghiém danh gia cua Tukey. Thanh quy
mo: 200 um (A).

Fig.5: Sy biéu hién AQP3 bi giam trong vét thuong da khong do bénh tiéu duong.
B0 hinh &nh hién vi thé hién viéc nhudém hoéa mo mién dich cho AQP3 trén da khdng c6
vét thuong clia lon khong bi bénh tiéu duong (A) va lon bi bénh tidu duong (B). Thanh
quy mo: (trai) 50 um; (phai) 200 um (A va B). (C) B hinh anh hién vi thé hién viéc
nhudém mién dich huynh quang cho AQP3 trén da khong co vét thuong cua lgn khong
bj bénh tidu dudmg va lon bi bénh tiéu duong (D). Thanh quy md: 200 pm (C va D). (E)
Western blots thé hién su biéu hién cua AQP3 trong da khong c6 vét thuong cia cdc con
lon bi bénh tiéu dudng 30 ngdy sau khi cam tng DM va da khong ¢6 viét thuong cta
lon khong bi bénh tiéu dudng. Cac gid tri dugc bidu hién nhu do 1éch chuén + clia viéc
xéc dinh ba 1an cua su bidu hién protein AQP3 va nhu ty 1& phan trdm ctia cac gid tri da
khong bi bénh tiéu duong khong c6 vét thuong (100%) a-Actin dugc sir dung d8 chuén
hoa viéc nap protein va cac vét duoc 14y tir cac mAiu ma duoc chay dong thoi trén gel
riéng biét. (F) tong s&6 ARN dugc co 1ap khoi cac san phdm phan gia da khong c6 vét
thuong duoc didu ché tir cic mAu cla da tai sinh tlr cdc md vét bong cua hai con lgn bi
bénh tidu duong va con lgn khong bi tiéu duong va duge thu thap & ngay 14. AQP3
mARN dugc dinh luong bang RT-PCR. Céc gia tri dugc biéu hién nhu d0 léch chuin £
ctia viéc xac dinh ba 1An cta sy biéu hién mARN AQP3 va nhu ty 1€ phén trdm cla céc
gia tri da khong bi bénh tiéu duong khong co6 vét thwong (100%) T p <0,01 va su khac
biét gifta cac con lon khoe manh va con lon bi bénh tiéu duong theo két qua cta thir
nghiém t cta hai sinh vién.

Fig.6: EPO tai ch3 kich thich su biéu hién AQP3 trong da tai sinh cta cac vét
thuong do bénh tiéu dudng va cac hiéu qua nay dugc tang b&i FN. (A va B) B9 céac hinh
anh hién vi ma thé hién viéc nhu¢m héa mo midn dich d6i véi AQP3 trong da tai sinh
clia cac vét bong duge diéu tri bang chét d3n thudc, FN, EPO va EPO/FN cua lon khong
bi bénh tiéu duong (A) va lon bi bénh tiéu dudong (B) dugce thu thap sau 14 ngay didu
tri. Thanh quy md: (A hodc B; trai) 50 pm; (A hodc B; phai) 200 pm. (C va D) Western

Blots thé hién su biéu hién protein AQP3 sau 14 ngay didu tri cac vét bong cua hai con
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lon khong bi bénh tiéu dudng (C) va hai con lon bi bénh tiéu dudng voi cac gia tri gel
chira chét dan thudc, chita EPO va chira EPO/FN dugc biu hién v6i gia tri SD+ cia ba
lan do cia su biéu hién protein AQP3 trong céc vét bong dugc diéu tri béng chét dan
thudc ciia cac con lon khong bi bénh tiéu duong (100%). Western blots thé hién cua su
biéu hién protein AQP3 trong cac san phdm phén giai cua da téi sinh cla cac vét bong
tir lon khong bi bénh tiéu duong (E) va lon bi bénh tiéu dudng (F) sau 14 ngdy diéu tri.
a-Actin dugc st dung d8 chuén hoa viéc nap protein va cac vét dugce 14y tir cac mau ma
dugc chay ddng thoi trén gel riéng biét (G va H). Tong s& ARN duoc co 1ap tir cac san
phim phén giai cua da tai sinh cua céc vét bong duge didu tri bing chét din thude, FN,
EPO vi EPO/VN ciia lon khong bi bénh tiéu dudng (G) va lon bi bénh tiéu duong (H).
AQP3 mARN dugc dinh luong bing RT-PCR. Céc gid tri duge biéu hién nhu do 1éch
chudn trung binh + ctia viéc xdc dinh ba 1an cta su biéu hién mARN AQP3 va nhu ty 1€
phan trdm cua céac gia tri da khong bi bénh tiéu dudng khong c6 vét thuong (100%). **
p <0,01 va y nghia cta sy khac biét gifta cac vét bong dugc didu tri bang chat din thude
va cic phuong phap diéu trj khéc theo két qua cia ANOVA hai chiéu voi su hiéu chinh
cta Bonferroni. T p <0,05 va y nghia cua su khac biét gifta cac vét bong duge didu tri
bang EPO/FN va céc vét bong diéu tri EPO theo két qua cta thir nghiém t cia hai sinh
vién.

Fig.7: Su bidu hién protein AQP3 tuwong ung tich cuc v6i su kéo dai cta sy hinh
thanh mach va lugng cua hydroxyprolin (HP) va axit hyaluronic (HA) trong da tai sinh
ctia cac vét thwong do bénh tiéu duong. Su biéu hién protein AQP3 tuong Umg ding ké
v6i (a) mat do vi mach (MVD) (r=0,61), (b) lwong FIP (r=0,79), (c) lugng cta HA
(r=0,88) trong cac vét bong cua lgn khong bi tiéu duong. Su biéu hién protein AQP3
twong Ung dang ké voi (a) MVD (r=X), (b) luong FIP (r=0,60), (c) lugng cia HA
(r=0,93) trong cac vét bong cua lon bi tiéu duong (r=0,88). M3i diém 1a trung binh su
biéu hién protein AQP3, MVD, luong FIP va HA trén sau vét thuong.

Fig.8: Su e ché AQP3 boi HgCls 1am giam tac dong cua EPO 1én ty 1€ bang bo
vét thuong, kéo dai sy hinh thanh mach, va céac lugng cia hydroxyprolin (HP) va axit
hyaluronic (HA) trong cac vét thuong do bénh tiéu duong. Ty 1€ bang bd vét thuong va
lwu lwgng mau trong da tdi sinh cla lon bi bénh tidu duong dugc xac dinh sau 14 ngay
diéu tri voi gel chua chét d&n thude, chira EPO lidu cao va chira EPO/HgCl2. (A) ty 1€

bang bo vét thuong cua céc vét bong duoc didu tri bing chit dan thudc, EPO, va céc vét
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bong dugc didu tri bing EPO/HgCI2 cta lon bi bénh tidu duong. (B) Bo hinh anh chup
minh hoa (tdm trén) va may quét Doppler laze (tAm du6i) cla cac vét bong duoc diéu
tri bing chit dan thubc, EPO va EPO/HgCI2 trén lon bi bénh tiéu duong sau 14 ngay
diéu tri. Mau xanh sam thé hién cac khu vuc khong dugce tao mach, cdc mau do va vang
thé hién cac khu vuc duoc tao mach véi cac vung mau do thé hién cac vang ma dugc
tao mach nhiéu hon cac khu vire mau vang. Cac vét bong (n=6) trén mdi nhom diéu tri
ctia mdt trong s nhitng con lon bi be¢nh tiéu dudong dugc danh gia va so sanh. Westen
blots thé hién cac mirc do biéu hién eNOS, HAS1 va HAS2 trong cic mé ma duge thu
thap o ngay 14 va sau d6 dugc do trong c4c san phim phan giai ma duge didu ché tir da
t4i sinh cua cac vét bong dugce diéu tri béng chit d3n thudc, FN, EPO va céc vét bong
duoc diéu tri bang EPO/FN ciia cic con lon bi bénh tiéu dudng. a-Actin dugc st dung
dé chudn héa viéc nap protein va céc vét dugce 13y tir céc mAu ma duge chay dong thoi
trén gel riéng biét (D). MVD trong da tai sinh ctia cac vét bong dugc didu tri bang chét
dn thudc, EPO, va EPO/HgCI2 & cac con lon bi bénh tiéu duong. (E) lugng HP cua da
t4i sinh cua cac vét bong dugc diéu tri bing chat dan thudc, EPO, va EPO/HgCI2 & céc
con lon bi bénh tiéu dudng. (F) lugng HA ctia da tai sinh cua cac vét bong duoc diéu tri
bang chét din thubc, EPO, va EPO/HgCI2 & céc con lon bi bénh tiéu dudng. * p <0,05
va ** p <0,01 va ¥ nghia ca sy khac biét gifta cac vét bong dugc didu tri bing chit dan
thubc va cac phuong phap didu tri khac theo két qua cia ANOVA hai chiéu véi sy hiéu
chinh ctia Bonferroni (A). ** p <0,01 vay nghia ctia su khéc biét gilta cac vét bong dugce
didu tri bang chit dan thudc va cac phuong phap diéu tri khéc theo két qua cia ANOVA
mdt chidu véi thit nghiém dénh gia clia Tukey (D-F). T p <0,05 va y nghia cua su khac
biét gifra cac vét bong dugc didu tri bang EPO/HgCI2 va céc vét bong diéu tri EPO theo
két qua ctia thir nghiém t ctia hai sinh vién (D-F).

Fig.9: Su biéu hién AQP3 didu hoa e ché glucoza cao trong cac té bao stng va
cac nguyén bao sgi duge 14y tir da nguoi; tic dong dugc tao khéi bsi EPO. (A) tac dong
ctia EPO 1én sy tang sinh cua HEKCs ¢ moi treong glucoza thap (binh thuong) va moi
trudng glucoza cao. (A) tc dong ctia EPO lén sy tang sinh cia HEKCs & moi truong
glucoza thap (binh thuong, NG) va mdi trudng glucoza cao (HG) (C va D). Western
blots thé hién cac mirc do biéu hién AQP3 ¢ cic san phim phan giai ma dugc diéu ché
NHBCs va HEKCs duge diéu tri bang EPO sau 5 ngay cly trong mdi truong NG hodc
HG. a-Actin dugc st dung d8 chuin hoa chay trén gel riéng biét (E va F). B cac hinh
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anh hién vi thé hién cta viéc nhudm hdéa mo mién dich d6i voi mirc do biéu hién AQP3
trong HEKCs (E) va NHBCs (F). Thanh quy md: 500 pm. ** p <0,01 va 1a su khac biét
theo két qua ctia ANOVA mot chiéu vai thir nghiém danh gia ctia Tukey.

Fig.10: Biéu dd duong thé hién sy giam chiéu dai va chiéu rong ctia vét loét chan
do bénh tiéu dudng man tinh trong nhiéu tudn diéu tri EPO/FN.

Fig.11: Bidu d6 duong thé hién sy giam khu vyc loét clia vét 10ét chan do bénh
tiéu dudng man tinh trong nhiu tudn diéu tri EPO/FN.

Fig.12: Céc hinh anh thé hién ciia viéc bang b6 vét thuong ciia vét 10ét chan do
bénh tiéu dudng man tinh trong nhidu tudn diéu trj EPO/FN.

Fig.13: Cac hinh 4nh thé hién ctia vét loét ban chan do bénh tiéu dudng man tinh

trude va sau khi nhiéu 14n didu tri EPO/FN.

M5 ta chi tiét sang ché

1. Sang ché

Trén co s& linh vuc k¥ thudt, cac tac gia sang ché cho ring hoat dong diéu tri c6
loi ciia EPO déi v6i viée chita lanh DSU la mot phan do kha ndng ctia n6 kich thich biéu
hién AQP3 trong da. Gia thuyét nay dugc thir nghiém & lon voi thir nghiém duoc gy ra
DM loai 1 va bong da mot phi?m. Pi duoc tim théy réng viée diéu tri EPO tai chd cua
céc vét bong & lon bi bénh tiéu dudng da ting cudng viéc chita lanh cia chung thong
qua co ché phu thudc AQP3 bing cach kich thich su hinh thanh mach va san xuat ECM.
Céc bing ching bd sung dé xuét 12 FN c6 thé c6 kha ning hoat dong ting cudng cla
EPO trén viéc chita lanh cac vét bong trén lon bi bénh tiéu duong. Cling dugc dé xuit
13 cac vét thuong ban chén do bénh tiéu dudng c6 thé duoc diéu trj theo sang ché. Viéc
diu tri & nguoi cling duge bao gom.

Do d6, sang ché mot phan lién quan dén céc dugc phdm va didu tri cac vét thuong
nhu dugc mo ta ¢ trén va & bét ky dau trong ban md ta sing ché nay. N6 ciing lién quan
mdt phan dén duge phdm chira gel, erythropoietin va fibronectin, trong d6 fibronectin
c6 mat trong duoc pham véi lugng c6 kha nang lam cho cac hoat dong c6 loi cia
erythropoietin khi dugc boi 1én vét thuong.

Phuong phap didu tri vét thuong bao gbm viéc dung tai chd luong hiéu qua tri

liéu ctia dugc pham ma dwgc mo ta & trén hodc & bat ky phan nao trong ban md ta sang
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ché nay dbi véi vét thuong dé didu tri va/hodc tang cuong viée chita lanh vét thuong, vi
du, vét bong hodc vét thuong ban chén do bénh tiéu duong.

Khong bi gioi han boi Iy thuyét cu thé bt ky, sing ché dugc tin rang viéc chita
lanh hoat ddng thong qua co ché phu thudéc AQP3 ma kich hoat sy hinh thanh mach,
kich hoat colagen va tdng hop axit hyaluronic va su tao thanh cta chit nén ngoai bao
(ECM), va kich thich sy tai biéu hién boi cac té bao simng. Viée bd sung cua fibronectin
trong dugc pham ¢6 thé ¢6 kha nang hoat dong ting cuong EPO vao viéc chira lanh vét
thuong do bong.

II. Pinh nghia

Do d6, theo mot khia canh cla sang ché da d& xuét phuong phap tang cuong viéc
chita lanh vét thuong va tai tao mo lién két & d6i tuong c6 nhu chu st dung ching. Theo
mdt sb phuong an, ddi tuong dugce chuin doan hodc bi bénh tiéu duong. Theo cic
phuong an khac, ddi tugng duge chuin doan hoic bi bénh duong huyét cao va khang
insulin.

Cum tir “md lién két” duge str dung trong ban mo ta sang ché nay dé chi mo dong
vat trong 46 chét nén ngoai bao (ECM) va colagen cu thé tao ra phan chinh, ma cic chirc
ning cua mo dé hd trg va lién két cac mo va cac bd phan co thé v&i mé va cac bd phén
khac. Vi du dién hinh 12 da va céc co quan ndi tang.

Cum tir “tai tao md li€n Kkét” nhu duge st dung trong ban mo ta sang ché nay dé
chi sy phuc hdi vé yéu t6 thAm m§, chu trac, chtic ning, va sinh ly da bi hong hodc mo
khong khoe. Su tai tao nay d3n dén viéc chita lanh tai tao. Hon nita, sy tai tao mo lién
két @& cap dén sy gia tang trong viéc san xuét colagen trong mo khoée manh. Theo
phuong an minh hoa, su t4i tao din dén su suy giam md. Theo cédc phuong an minh hoa
khéc, su tai tao mo lién két khong c6 so hoa.

Cum tir “md khong khoe manh hodc bi tdn thuong” nhu dugc s dung trong ban
mo ta sang ché nay dé cap dén mirc do chénh 1éch so véi mo c6 chirc nang khoe manh.
Trong trudng hop cua da, da s€ yéu, it dan hdi, va d& bi tén thuong hon 12 da khoe manh.
Chu triic ctia da yéu hodc da bi tdn thuong kém hon da khoe manh (vi dy, ha bi va biéu
bi ¢6 it t& bao va colagen hon). Muc dich dé didu tri da yéu 1a dé giam su thodi hoa cia
da va phuc hoi chirc nang ciia nd dén marc binh thuong hodc gén binh thuong.

Cum tir "md khoe manh" dugc sit dung trong ban mo ta sang ché nay dé cap dén

da khoe, dan hdi, min va déy dan. Muc dich dé didu tri da khoe manh la ngan su suy
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giam ctia da gdy ra boi lao hoa hodc moi trudng cang thing bao gdbm 4nh sang mat troi
qua nhidu va nhi®m vi khuén.

Thuat ngit “ting cudng” tuong (mg v6i mo lién két dé cap dén qua trinh gia ting
san xuét colagen boi cac té bao da ching han nhu nguyén bao soi va té bao simg, theo
cach ma cho phép su tdi tao da. Do d6 theo mot s6 phuong 4n cta sang ché, viéc ting
cuong dé chi tang it nhét khoang 10%, 20%, 50%, 80% trong su tai tao mo6 hodc ngan it
nhit 10%, 20%, 50%, 80% trong su thoai hoa md. Nhitng ngudi co hiéu biét trung binh
v& linh vure k§ thuat ndy s& hidu ring c6 thé sir dung céc phuong php luan va thu nghiém
khac nhau dé danh gia viéc thiic day su tai tao mo va cling ¢6 thé str dung nhiéu phuong
phap luan va thir nghiém c6 thé duoc dung dé danh gia sy thoai hda mo.

Thuat ngl “yét thuong” duge st dung trong ban md ta sang ché nay dé chi cac
chin thuong véi da hodc cac md dudi da cling nhu cac co quan ndi tang theo nghia rong
dugc bat d4u theo cach bét ky trong sb cac cach khac nhau (vi du, vét 10ét do bénh tiéu
duong, cac vét loét ap luc do nam giwdong kéo dai, cac vét thuong gy ra béi chén thuong,
cac vét thuong trong hodc sau qué trinh phiu thuét va twong ty) va v6i cac dac tinh khac
nhau. Vi du bao gdm, nhung khong gidi han, vét bam tim, vét xude, vét thuong do bong,
vét thuong do chay néng, vét thuong rach, vét thwong ha, vét thuong phau thuét, viém
loét hoai tu, vét 1oét, vét loét do & mau tinh mach, vét loét do bénh tiéu duong, vét loét
ta trang, vét loét aphthous, vét loét ap luc, vét seo , rung toc tirmg vung, viém da, viém
da do tiép xtc di mg, viém da di ung, viém da berloque, vién da do ta 16t, viém tui mat,
viém da cham, bénh Véy nén, eczema, ban do, myn coc, mun c6c hau mdn, dau mach,
dau mach do anh dao, chén clia van dong vién, ndt rudi khong binh thuong, ung thu biéu
md té bao co ban, bateman's purpura, pemphigoid & bo, Candida, viém xoang
chondrodermatitis, bénh Darier, dermatofibroma. Luput ban do dang dia, cham hinh
déng xu, cham di ing, cham 161 loan nhip, cham ¢ tay, ban ndt do da dang, bénh Fordyce,
Bénh thiéu mau da nang Keloidalis Nuchae, viém nang long, Granuloma Annulare,
Bénh Graver, phat ban nhiét, Bénh gidp da khong dau, bénh Zona (shingles), Viém
thuong vi, ndi mé day, nhdi mau co tim, bénh Véy c4, bénh chdc 10, xo day md, seo 161,
u gai sing, mun nhot teo, mun nhot teo nhu chirng day sung, Lichen Simplex Chxonicus,
Lichen Sclerosus, Ung thu bach huyét, Lupus da, bénh Lyme, Lichen Striatus, U nang
dang nhﬁy, u sui dang nim, u mém biéu mo, tan nhang, ndm mong tay, hoai tr m& dai

thao duong, nét sung viém da, Onychoschizis Onychomycosis, Pityriasis Lichenoides,
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bénh vay phén héng, bénh vay phén d6 toc, mun com, cdy son doc, cdy sdi doc,
Pompholyx, Viém md bang quang, nglra hau mon va Pityriasis Alba.

Céc vét thuong thuong dugce phén loai thanh mot trong bén loai phu thude vao
d6 sau vét thuong: (i) Loai 1: Vét thuong gidi han dbi v6i bidu mo; (i) Loai 2: vét
thwong kéo dai thanh viém da; (iii) vét thuong kéo dai thanh m6 dudi da; va (iv) loai 4
(hodc vét thuong toan bo): vét thuong noi da bi tiép xtc (vi du, diém ap luc xuong, vi
du nhu méu chuyén ho#c xwong cung 16n hon).

Thuat ngit "vét thuong ting phan" dugc sir dung trong ban md ta sang ché nay
lién quan dén cac vét thuong bao gdm céc loai 1 dén 111, vi du cac vét thuong ting
phén bao gdm vét bong, vét loét ap luc, vét loét do &t mau tinh mach va vét loét do bénh
tiéu duong.

Thuét ngit vét thuong sau” dugce st dung trong ban mo ta sang ché nay bao gbm
cac vét thuong loai ITI va loai IV.

Thuét ngit “vét thuong man tinh” dugc st dung trong ban mo ta sang ché nay dé
chi vét thvong ma khong chita lanh dugc trong vong 30 ngay.

Thuét ngtt “chita lanh” dé cap dén qua trinh hdi phuc vét thuong ching han nhu
su hinh thanh sgo (theo cac phuong 4n minh hoa viéc chita lanh khong c6 su hinh thanh
mo xo hoa).

Theo phuong an cu thé, cac duge phdm cta mot s6 phuong an clia sang ché tirc
13 ting cuong qua trinh chita lanh.

Cum tir “ting cudng hodc thic diy qué trinh chita lanh vét thuong da” dé cap
dén viéc khoi tao su hinh thanh cdc md hat cia sy co dan vét thuong va/hodc su kich
thich bidu m6 (nghia 13, tao ra cac mang mai trong biéu md). Viéc chira lanh vét thuong
dwoc do bang cach giam dién tich vét thuong.

Theo mdt s khia canh, viéc didu tri cla tat ca cac vét thuong, bao gbm cac vét
thuong sdu va cac vét thuong man tinh.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “didu tri” dé chi viée
ngin ngira, chita bg¢nh, dao nguoc, giam nhe, giam bot, giam thidu, tc ché hodc phong
ngira cac anh hudng c6 hai cta tinh trang thiéu méu, vi du bang cach tang cudng truyén
dich. Nhitng nguoi co hiéu biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay s€ hiéu ring c6 thé
stt dung cac phuong phéap luén va thir nghiém khac nhau c6 thé sir dung dé danh gia su
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tién tridn cua tinh trang, va twong ty, cac phuong phap luén va thtr nghiém khéac nhau c6
thé dwoc sir dung dé danh gia viéc giam , giam bot hodc phuc hdi tinh trang.

Viéc didu tri dugc danh gia bing thir nghiém thong thuong, ching han nhu cac
mau duge mo ta trong cic phan vi du bén dudi. Cac phép do két qua nhu sy truyén dich
va sy sdng sot, cling nhu tiéu chi md hoc va chirc ndng co thé duoc st dung dé danh gia
hiéu qua vé su thay d6i cac thong sb khéc nhau, dé tiép can hiéu qua t6i wu trong s cac
biéu md c6 gia tri tri liéu t81 da trong viéc didu tri cac vét thuong da. Céc thong s6 khac
nhau da biét trong linh vuc ky thuat nay c6 thé dugc dinh luong dé x4c dinh su truyén
dich trong mo bi anh hudng la chup X quang mach mau va MRI, va cac théng s6 1am
sang chéng han nhu kéo dai hoai tr md ¢ khu vuc bi anh hudng, vét 1oét va su cit cut
md cia cac ngén chan va/hodc cac ngon tay.

Trong bdi canh cua viéc “tang cudng” chita lanh vét thuong chi kha ning dé cho
phép hodc giup chita lanh vét thuong, theo cach diéu tri ching. Do d6 theo mot 50
phuong 4n cia sang ché, viéc ting cuong dé chi giam it nhét khoang 10%, 20%, 50%,
80% thoi gian dé chira lanh hodc ting it nhét 10%, 20%, 50%, 80% trong viéc bang bo
vét thuong.

Nhu duge st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuét ngit “dbi twong” dé cap
dén dong vat c6 va bét ky (vi du, ngudi hodc cac dong vat dugc thuan hoa), con duc
hotc con céi & dO tudi bt ky ma trai qua hodc ¢6 thé trai qua su tdn thwong md hodc bi
thuong hodc bi bénh thiéu mau & bat ky giai doan va/hodc mue do.

Nhu duoc d& cap, phuong phap theo khia canh nay cua sang ché dat dugc bang
cach dung tai chd cho d6i tuong cac liéu luong duge biéu thi ctia EPO va FN.

Nhu duoc sit dung trong ban md ta sang ché nay, thuat ngit “erythropoietin”
(EPO) dé chi protein erythropoietin & dong vat co va (vi du, nguoi) ( ¢ thé st dung
thay thé vé6i polypeptit) hodc chét tuong tu ctia chung nhu dugc d& cap trong s truy cap
ngan hang gen NP0Q0790. Erythropoietin co thé dugc tong hop bang cach str dung cac
k¥ thuét ADN tai td hop hodc cong nghé pha rén. Erythropoietin ciing dugc ban trén thi
truong (vi du, Cytolab/Peprotech, Rehovot Israel, Arenesp, Amgen, Thousand Oaks,
Calif, USA; and Epogen, Amgen, Thousand Oaks, Calif, USA, Bristol-Myers Squibb,
Roche and Sanofi-Aventis). Erythropoietin c6 thé duge dung nhw mot glycoprotein hoan
chinh hodc chi nhu tiéu don vi protein khong c6 dudng lién két. Vi erythropoietin cta

sang ché dugc st dung trong céc ing dung lam sang, t6t hon 1a né dugce vo trung hodc
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c¢6 thé dugc tinh ché cac yéu t§ c6 thé lay bénh (vi du, vi khuén, hodc cac thanh phﬁn vi
khu4n ching han bang bd 19c).

Nhu duge st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngtr “fibronectin” (FN)
@ chi protein fibronectin & dong vat ¢6 va (vi dy, nguoi) (co thé str dung thay thé véi
polypeptit) hodc chét tuong tu cua ching nhu dugc dé cap trong sb truy cap ngan hang
gen NP002017. Fibronectin ¢6 thé duoc tong hop bang cach st dung céc k¥ thuat ADN
t4i t hop hodc cong nghé pha rhn. Fibronectin cling c6 béan trén thi trudng (vi du,
Chemicon international Inc., Temecula, Calif, USA). Vi Fibronectin ctia sang ché duoc
st dung trong cac img dung lam sang, t5t hon 1a n6 dugc vo trang hodc co thé duoc tinh
ché cac yéu td ¢6 thé 1ay bénh (vi dy, vi khudn, ho#c cac thanh phan vi khu4n ching han
bang bd loc).

Can phai hiéu rang khi cac duge phim mirneiic dugc s dung cac 1iéu lugng cua
FN va EPO nén dugc hiéu chinh chéng han theo gia tri mol. Su hiéu chinh nay 1a cach
tinh toan théng thuong ddi v4i nhitng ngudi co hidu biét trung binh trong linh vuc k¥
thudt nay.

Céac duge phim hodc my phdm cla sang ché c6 thé chira erythropoietin va
fibronectin trong déng dugc phim (nhu dugc d8 xuét trong vi du 1 bén dudi) hodc trong
hai dugc phim riéng biét.

Nhu duge st dung trong ban mo ta sang ché nay cum tur « dung tai chd” dé chi
viéc ding hogc lay lan cac dugc phim cua sang ché 1én trén bé mit cua co thé, tic 13,
da, da déu, téc, mong va tuong tu, t6t hon 1a trén bé mat cua mod ton thuong (vi du, da),
vét thuong hodc trén bé mit cta vét thuong hodc vét loét do bénh tiéu duong. Khi khong
duoc dong didu ché theo cong thuc, viéc dung cia erythropoietin va fibronectin c6 thé
bj anh hudng ddng thai hodc lién tiép.

Céan phai hidu rang lidu luong cta erythropoietin va fibronectin dugc sit dung
theo hudng din cla sang ché c6 thé thay d6i. Do d6 , erythropoietin ¢o thé duoc dung
véi lidu lugng gitra 10 dén 30 pg/cm? md phu thude vao muc d6 nghiém trong cla ton
thuong mo hodc vét thuong duge didu tri. Theo mot phuong an liéu lugng cua
erythopoietin nim trong khoang tir 15 dén 25 pg/cm? mo. Theo phuong an khac lidu
lugng cia erythopoietin 6 khoang 20 pg/cm* mo. Fibronectin c6 thé dugc dung voi lidu
lugng nim trong khoang tir 100 dén 300 pg/cm? md phu thude vao muc dd nghiém trong

ctia su ton thuong mo va vét thuong dugc didu tri, theo mot phuwong an lidu luong cua
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fibronectin ndm trong khoang tir 150 dén 250 pg/cm? md. Theo phuong an khac liéu
lugng cua fibronectin & khoang 200 ng/cm? mo.

Theo cac phuong an cu thé, lidu lugng cta erythopoietin duoc dung nim trong
khoéang tir 0,1 dén 10 pg/cm? mo. Theo cac phuong an khac, liéu lugng cta fibronectin
dwoc dung nim trong khoang tr 10 dén 100 pg/cm? md. Theo cic phuong an cu thé,
lidu lugng erythopoietin va/hodc fibronectin dugc 1am cho thich hop dé sir dung trong
m§ pham. Vi dy, lidu lwgng cua erythropoietin va/hodc fibronectin c6 thé dugc 1am cho
thich hop dé didu tri da bi xudc. Do d9, cac dugc phim cta sang ché cling c6 thé duoc
str dung trong thAm m§ vd/hodc viée chita lanh vét thuong nho a8 didu tri ddi véi cac
tinh trang bénh v& da v6i cac vét thuong nhé hodc rét nhé ma dé lai cac vét xudc, chd
da né mém , muyn va twong ty véi tén ctia mot vai cac vi du khong gigi han. Do do, sang
ché lién quan mot phan dén phuong phép diéu tri thAm my bé mit da bi xudc bang cach
dung lugng vira du dugc phim theo sang ché 1én bé mit da bi xudc @8 didu tri thAm my
bé mat, vi dy, noi bé mat da bi xude dé lai vét xudce, chd dané mém, mun va tuong tu.

Sang ché ciing lién quan dén phwong phép chita lanh bé mit da bi xudc bang cach
dung lugng vira du dugc phém theo sang ché 1&n bé& mit da bi xude d8 chita lanh bé mit
da bi xudc, vi dy, noi bé mit da bi xudc dé lai vétxudce, chd dané mém, mun hodc twong
tu.

Céc duge pham chua erythropoietin va/hodc fibronectin theo cac phuong én c6
thé dugc dung cho dbi tugng da biét hodc trong dugc phim hodc m¥ phim. Theo mot

s6 khia canh, erythropoietin va/hodc fibronectin theo cac phuong dn dugc diéu ché theo
cong thuc trong chit nén. Theo cac khia canh cu thé, chét nén 1a gel. Theo céc phuong
an cu thé khéc, gel 12 hydrogel.

Nhu dugc st dung trong ban md ta sang ché nay “dugc pham hodc m¥ phim” aé
chi dugc phdm cta cac thanh phan hoat tinh dugc mo ta & day voi cac thanh phan hoa
hoc nhu cac chét mang va ta dugc sinh Iy phu hop. Muc dich cua dugc pham 12 c6 thé
1am cho viéc dung céc thanh phan hoat tinh (vi du, EPO va FN) cho ddi twong mot cach
dé dang.

Nhu duge st dung trong ban md ta sang ché nay « thanh phan hoat tinh” dé chi
cac duoc phim erythropoietin va dugc phdm fibronectin chiu trach nhiém vé tac dong
sinh hoc dugc dy bdo (tie 13, ting cuong viéc chira lanh vét thuong, sy téi tao md lién

két va didu tri bénh thiéu mau).
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Duéi day, cac cum tur “chAt mang chap nhan dugc v& mit sinh Iy” va “chét mang
duoc dung” co thé dugc st dung thay thé cho nhau d& chi chat mang hodc chét pha lodng
ma khong gay ra su kich thich dang k& dbi vei abi tugng va khong hily bo cac hoat tinh
va dic tinh sinh hoc cia cac thanh phan hoat tinh duge dung. Chét phu gia cling dugc
bao gdm theo cac cym tlr ndy

Trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngit “ta dugc” @& chi chét tro dugc thém vao
duoc pham (dugc phim hodc m§ phdm) con tao diéu kién thuan loi dung thanh phén
hoat tinh cua sang ché.

Céac k¥ thuat d6i v6i duge phdm va viéc dung cac thubc c6 thé dwoc tim thdy
trong ""Remington's Pharmaceutical Sciences," Mack Publishing Co., Easton, Pa., tai
ban méi nhit, ma dugce két hop vao day bang cach tham khao.

Dugc phim c6 thé duge diéu ché & dang lidu don vi, & dang nay, dugc pham
dugc chia nho thanh céac lidu don vi chira cac dinh lwong thich hop cia c4c thanh phan
hoat tinh nhu dung don lidu. Dang liéu don vi ¢ thé dugc dong goi dugc phém, viéc
dong gobi chira cac dinh luong riéng biét cia dugc phim, vi du, bang vét thuong bam
dinh, bang vét thuong khong bam dinh, khin lau, khan lau cho té so sinh, gac, dém bong
gon va dém bdng gon vé sinh.

Dang liéu don vi theo cdc huong dan clia sang ché co thé chia erythropoietin voi
lidu lugng khoang 10 dén 30 pg, fibronectin v6i lidu luong khoang 100 dén 300 pg, hoge
ca erythropoietin véi lidu lugng & vao khoang 10 dén 30 pg va fibronectin v6i lidu lwong
& vao khoang 100 dén 300 pg. Theo mot phuong an, dang lidu don vi chira erythropoietin
vé6i lidu luong khoang 15 dén 25 pg, fibronectin v6i liéu luong khoang 150 dén 250 pg,
hodc ca erythropoietin voi liéu luvong & vao khoang 15 dén 25 pg va fibronectin v6i lidu
lugng & vao khoang 150 dén 250 pg. Theo phwong an khac, dang liéu don vi chira
erythropoietin vdi lidu luong khoang 20 pg, fibronectin v6i lidu lugng khoang 200 ug,
hodc ca erythropoietin voi lidu lwong & vao khoang 20 pg va fibronectin v6i liéu luong
& vao khoang 200 pg. Ngoai ra, dang liéu don vi theo cac huéng din cla sang ché c6
thé chtra erythropoietin voi liéu luong khoang 0,1 dén 10 pg, fibronectin v&i lidu luong
khoang 10 dén 100 pg, hodc ca erythropoietin v6i lidu luong & vao khoang 0,1 dén 10
ng va fibronectin vdi liéu lwgng & vao khoang 10 dén 100 pg.

Dinh lugng ctia hop chét hoat tinh & dang lidu don vi cta duge phim c6 thé dugc

thay d6i hodc dugc didu chinh thich hop theo ing dung cu thé.
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Céc dugc pham (vi dy, cac dugce pham hozc m¥ phim) ctia séng ché ¢6 thé dugc
dung theo cach tai chd, vi dy, thong qua viéc dung cac dugc pham truc tiép 1én viing md
(vi du, vét thuong) ctia bénh nhan. Vi dy, cac duong dung thich hgp cua dugc phém, cod
th8 bao gdm viéc dung tai chd (vi dy, 1én mo sing, nhu da, téc, méng, da dau) va viée
dung qua da (vi dy, dudng miéng, tinh mach, mét).

Céac dugc phdm cia sang ché c6 thé duge dung qua viéc tiém duoc pham bao
gbm thanh phﬁn hoat tinh (vi du, EPO va FN) va chit mang duoc chép nhan v& mit sinh
ly. D61 véi viée dung tai chd, dugc phém c6 thé dugc tiém vao vét thuong, va/hodc vao
da khée manh ma xung quanh da bi thuong, hodc ca hai.

Céc dugc phdm theo séng ché c6 thé duoc san xuét theo cach thirc da biét trong
linh vuc k§ thuét nay, vi du, bing céc quy trinh tron, hoa tan, nghién hat, tao vién bao
duodng, tan thanh bot min, nhii twong hoa, dong g6i, quan hogc dong kho nhanh truyén
thdng.

Thanh phén hoat tinh ¢6 thd & dang bot dé chu thanh véi chit din thude thich
hop, vi du dung dich dya vao nuée khong c6 pyrogen v trung.

Do d6, cac dugc phém sit dung theo sang ché c6 thé duoc diéu ché theo cach
thong thudng st dung mot hodc nhidu chit mang dugc chip nhan vé& mit sinh ly chtra
céc ta duoc va cac chét phu trg, ma tao diéu kién thuan l¢i cho qua trinh cua cac thanh
phan hoat tinh vao cac duge phim. Dugc phém thich hop phu thudc vao cach tiép can
viéc dung dugc chon.

Viéc xac dinh lugng hiéu qua tri liu la nam trong kha nang cuia nhitng ngudi co
hiéu biét trung binh vé linh vuc k§ thuat nay, cu thé 1a dugc boc 10 chi tiét trong ban mod
ta sang ché nay.

Péi voi bat ky dugce phdm duge st dung theo phuong phép cua sang ché, lidu
lwong hodc lugng hiéu qua (tri liéu) co thé dugc udc tinh ban dau tir cac thr nghiém in
vitro. Thém vao do, lidu lugng c6 thé dugc didu ché trong cac hé théng céy mo hodc &
cac dong vat mo hinh dé dat duoc ham lugng hodc lvgng mong mudn. Thong tin ndy c6
thé dugc stir dung dé x4c dinh chinh x4c hon cac liéu luong c6 loi & ngudi.

Hiéu qua tri liéu va doc tinh cua céac thanh phén hoat tinh dugc md ta trong ban
mb ta sang ché nay c6 thé duoc xac dinh boi quy trinh dugc chun in vitro, trong ciy té
bao hoic cac dong vat dung dé thit nghiém. D1t liéu thu dugce tir cac thir nghiém cly té

té bao va thir nghiém in vitron va cac nghién ctru trén dong vat duge st dung trong di€u
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ché ¢6 khoang liéu ding & ngudi. Liéu luong c6 thé thay d6i phu thudc vao dang lidu
lugng duoc st dung va dudng ding duoc s dung. Dugc phdm, dudng ding va lidu
luong chinh x4c ¢6 thé dugc chon boi bac sy riéng theo tinh trang bénh cua nguoi bénh.
(See, e.g., Fingi, E. et ai. (1975), “The Pharmacological Basis of Therapeutics," Ch. 1,
p. 1)

Tuy thudc vao mirc do nghiém trong cla tinh trang (vi dy, ving, d6 sau va mirc
d6 ton thuong md, vét thuong hodc thiéu mau) va sy dap Gng ctia mo, lidu luong co thé
dung don lidu hodc da lidu, véi qua trinh diéu tri kéo dai tir vai ngay dén vai tudn hodc
cho dén khi didu tri duoc thuc hién hogc 1am giam tinh trang da. Tt hon 13, duge phém
cia sang ché duge dung it nhit mdi ngay mot 1an.

D1 nhién, lugng ché pham dugc dung s& phu thudc vao dbi tuong duge didu tri,
muc do cua bénh, cach thuc dung, danh gia cua bac s§ ké don thudc,v.v.

Néu mong mubn, cac duge phim cua sang ché c6 thé c6 mit trong mot thiét bi
doéng goi hodc phan phéi, chéng han nhu bd dung cu dugc FDA chép thuén, co thé chtra
mot hodc nhidu don vi liéu luong chira thanh phén hoat tinh. Vi duy, thiét bi dong goi co
thé chuia 14 kim loai hodc 14 nhya, chéng han nhu bao goi phéng. Thiét bi déng gbi hodc
thiét bj phan phdi c6 thé di kém véi céc chi dan cho viée ding. Thiét bi dong goi hodc
thiét bi phan phdi cling co thé dugc kém véi thong béo theo don do co quan chinh phu
quy dinh vé san xuét, st dung hodc ban duge pham ma thong béo d6 phan anh su chip
thuén cluia co quan vé dang dugc phim dung cho ngudi hodc tha y. Vi dy, thong bdo nhu
vay co thé bao gdm viéc dan nhan da dugc Co quan Quan ly Thuc pham va Duoc phim
Hoa Ky phé duyét cho thudc theo toa hodc bang cach chén san pham dugc chép thuan.
Céc duge phim bao gbm duge phdm cua sang ché duoc diéu ché trong chét mang dugc
dung cling cd thé dugc didu ché, dugc dit trong hop chira thich hop, dwoc dan nhéan dé
didu tri bénh chi dinh, nhu dugc md ta chi tiét & trén.

Vi cac duoc phim cia sang ché d3 dugc st dung trong co thé, nén cac dugc phim
nay c6 d¢ tinh khiét cao va khong chira cac chét gay 6 nhiém c6 hai, vi du nhu it nhét 13
Loai Thyc pham Quéc gia (NF), thuong it nhét 12 loai phan tich, va t6t hon 12 it nhit 1a
loai dugc phﬁm Trong pham vi ma hop chét nhit dinh phai dugc tong hop trude khi st
dung, viéc tong hop hodc thanh loc nay t6t hon 1a s& din dén mot san phdm hoan toan
khong ¢ bét ky chét doc doc hai nao co thd d3 duoc st dung trong qud trinh tdng hop

hodc tinh ché.
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Céc yéu tb bd sung c6 thé duge két hop cac dugc pham hodc gel cua sang ché
(tirc 13, erythropoietin va fibronectin dugc & trén). Cac yéu t5 nay bao gdbm, nhung khong
gigi han, cac thanh phﬁn chit nén ngoai bao (vi du, vitronectin, laminin, colagen,
elastin), céc yéu tb tang truéng (vi dy, FGF 1, FGF 2,IGF 1, IGF 2, PDGF, EGF, KGF,
F1GF, VEGF, SDF-1, GM-CSF, CSF, G-CSF, TGF alpha, TGF beta, GF va ECGF),
yéu t6 cAm Ung su giam oxy huyét (vi dy, HIF-1 alpha va beta va HIF-2) cdc hocmon
(vi du, insulin, hocmon téng trudng, (GH), CRH, Leptin, Prolactm va TSH), cac yéu tb
tao mach (vi dy, angiogenin va angiopoietin), cac yéu td dong mau va yéu t6 chdng dong
mau [vi du, yéu td 1, yéu t6 X111, yéu td md, canxi, vVVF, protein C, protein S, protein
2, fibronectin, khang thrombin, heparin, plasminogen, heparin khdi lwong phan tir thép
(Clixan), kininogen khéi luong phan tir cao (HMVVK), prekailikrein, chét e ché hoat
hoa plasminogen 1 (PAI 1), chét e ché hoat hoa plasminogen 2 (PAI 2), urokinaza,
thrombomodulin, chat hoat hoa plasminogen mo (tPA), chét tc ché proteaza lién quan
dén protein Z, 2-antiplasmin alpha, cac xytokin (IL-1 alpha, EL-1 beta, IT -2, 1L-3, IL-
4, TL-5, IL-6, IL-7, IL-8, JL-9, IL-10, IL-1 1, IL-12, IL-13 and INF-alpha, INF, beta,
and INF-gamma), cac chemokin (vi du, MCP-1 hodc CCL2), cac enzym (vi du
endoglycosidaza, exoglycosidaza, endonucleaza, exonucleaza, peptidaza, lipaza,
oxidaza, decarboxylaza, irydraza, chondroitinaza, chondroitinaza ABC, chondroitinaza
AC, hyaluronidaza, keratanaza, heparanaza, phuong sai heparanaza, coilagenaza,
trypsin, catalaza), cac chit dan truyén than kinh(vi du, axetylcholin va monoamin),
neuropeptit(vi du, chit P), vitamin (vi du, D-biotin, Cholin Clorua, axit Folic , Myo-
inositol, Niacinamit, axit D-Pantothenie, mudi Canxi, Pyridoxai.HCI, Pyrodixin.HCI,
Riboflavin, Thiamin, HCI, Vitamin B 12, vitamin E, vitamin C, vitamin D, vitamin B 1-
6, vitamin K, vitamin A and vitamin PP), carbohydrat (vi du, Mono Di/Polysacarit bao
gdm glucoza, manoza, maltoza and fructoza), cac ion, chét tao phuc (vi du, chét tao
phuc Fe, chét tao phuc Ca), chét chdng oxy hoa (vi dy, Vitamin E, Quarcetin, chét khtr
superoxit, Superoxit dismutaza), chat khir H202, chét khtt cac gbe tu do, chét khtt Fe),
cac axit béo (vi du, Triglyxerit, Phospholipit, Cholesterol, cac axit béo tu do va céc axit
béo khong tu do, rugu béo, axit Linoleic, axit oleic va axit lipoic), chét khang sinh (e.g.,
Penicillin, Cephalosporin va Tetracyclin), thubc giam dau, thudc gy mé, chit khéng
khuén, thudc chéng nidm men, thube chong nim, thudc khang virut, thudc khang sinh,

thudc chéng dai trang, thudc chong rit, thubc chéng tram cam, thuoc chong budn non,
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thudc chdng viém, thudc chéng trAm cam, thudc chng tran,thudc chdng sung tay, thudc
chéng & mang, thudc chéng histamin, axit amin(vi du, glutamin va arginin thiét yéu va
khong cin thiét dic hidu (tr A dén 7)), cac mubi (vi du, céc mudi pmrivat va cac mudi
sulphat), sulphat (vi du, Canxi Sulphat), steroit (e.g., androgen, estrogen, progestagen,
glucocorticoit va ocorticoit khoang), catecholamin (, Epinephrine and Norepinephrine),
Nucleosides and Nucleotides (vi du, Putin va Pyrimidin), Prostaglandin (vi du,
Prostaglandin E2), Leucotrien, Erythropoietin (vi du, Thrombopoietin), Proteoglycan
(vi du, Heparan sulfat, keratan sulfat), Hydroxyapatit [vi du, Hydroxyapatit
(Ca10(PO4)s(OH)2)], Haptoglobin (Hp 1-1, Hp2-2 va Hp 1-2), Superoxit dismutaza (vi
du, SOD 1/2/3), Nitric Oxit, phﬁn t& cho nitric oxit (vi dy, nitropmsside, Sigma Aldrich,
St. Louis, Mo., USA, Glutathion peroxidaza, cac hop chét Hydrat (vi du, vasopressin),
té bao (vi du, tiéu cdu), mdi truong té bao (vi du Ml 99, DME /F12, RPMI, Iscovs),
huyét thanh (vi du, huyét thanh & nguoi, huyét thanh thai nhi, huyét thanh bo thai), chét
dém (vi du, HEPES, Natri Bicacbonat), chét tay rira (vi du, Tween), chit khir trung, co,
chiét xuét trai cay, chiét xuét rau (vi du, cai bap, qua dua chudt), chiét xuét hoa, chiét
xuét thuc vat, fiavinoid (vi dy, nude ép qua lyu), gia vi, 14 (vi du, Tra xanh, tra hoa cuc),
Polyphenol (vi dy, rugu vang do), mét ong, lectin, vi khuén, hat nano(iyposom), mixen,
canxi cacbonat (CaC03, vi dy, canxi cacbonat két tha, ground/pulverized canxi cacbonat
bot/duoc nghién, albacar, PCC, GCC), canxit, da voi, da voi nghién, da voi, voi, phin
(vi du nhu phan tréng, phin champagne, phan Phap) va cac yéu td nhu BH4
(tetrahydrobiobterin).

Sang ché ciing c6 thé chira cac thanh phan cac chét, cac nguyén td va cac nguyén
liéu ¢6 hydro, nhom alkyl, nhom aryl, nhom halo, nhém hydroxy, nhém alkoxy, nhom
alkylamino, nhém dialkymino, nhém acyl, nhém earboxyl, nhom carboamido, nhém
sulfonamit, nhém aminoacyl, nhom amit, nhom amin, nhém nitro, hop chét selen hitu
co, hydrocacbon, va hydrocarbon tudn hoan.

Dugc phim sang ché c6 thé dugc két hop voi cac chit nhu benzol peroxit, thudc
co mach, thude gidn mach, axit salicylic, axit retinoic, axit azelaic, axit lactic, axit
giycolic, axit pyreuric, tanin, benzliden camphor va cac dAn xut cua chung , hydroxy
alpha, cac chét hoat dong bé mit.

Céc dugc pham theo mot s6 phuong 4n cla sang ché c6 thé duge lién hop sinh

hoc v&i polyetylen glycol (vi du, PEG, SE-PEG ma bao quan dd 6n dinh (vi dy, chéng
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lai c4c hoat tinh proteaza) va do hoa tan (vi du, trong dich sinh hoc nhu mau, dich tiéu
hoa) cia cac thanh phan hoat tinh (tirc 1a cdc dugce phim EPO va/hodc FN cua sang ché)
trong khi bao quéan cac hoat tinh sinh hoc va kéo dai chu ky ban ra cua no.

Thém vao d6 lugng hiéu qua vé mat duoc ly cta tac nhan duge boc 16 ¢ day, cac
dwoc phim theo khia canh nay cua sang ché ciing bao gdm chit mang duoc chip nhan
v& mit da lidu.

Cum tu “chét mang dugc chép nhan vé mit da 1i8u” @& chi chit mang thich hop
cho viéc dung tai chd 1én da, tc 13, mo stng co6 cac dac tinh thAm m¥ tdt, phu hop vé6i
céc tac nhan hoat tinh ctia sang ché va bat ky thanh phan khac ma an toan va khong doc
dé st dung cho cac dong vét c6 vu.

Pé ting cudng su hép phu qua da cla cac thanh phéan hoat tinh (vi dy,
erythropoietin va/hodc fibronectin ctia sang ché), mot hodc nhiéu luong cac tac nhan c6
thé duoc bd sung vao cac duge phém bao gém, nhung khong gidi han, dimetylsulfoxit,
dimetylaxetamit, dimetylsulfoxit, dimetylaxetamit, dimetylformamit, chét hoat dong bé
mit, azon, rugu, axeton, propylen glycol va polyetylen glycol.

Chét mang dugc dung trong cac duge phim cia sang ché c6 thé & cac dang khac
nhau phd bién. Céc chit mang nay bao gbm céc chit mang nhii trong, bao gdm, cac nhil
teong 1éng dau trong nude, nhil twong 1ong nude trong dau, va nhil twrong silicon dau
trong nudc, kem, thudc md, dung dich chira nude, thudc xirc ngoai, banh xa phong, bot
nhao, nhii thuong, gel, binh xit hodc binh phun. Nhu dugc hiéu boi nhitng ngudi ¢6 hiéu
biét trung binh trong linh vyc nay, thanh phan nhét dinh s& phén phdi chu yéu vao nudc
hodc pha dAu/silicon, phu thudc vao hop chit hoa tan trong nudc cta thanh phéan trong
duoc pham.

Nhil tuong theo sang ché thuong chira luong higu qua vé mat duoc ly cua tac
nhan duoc boc 10 trong ban mo ta sang ché nay va lipit hodc lipit dau va dau c6 thé dugce
14y tir dong vét, thuc vat, hodc diu va c6 thé 13 tu nhién hodc tbng hop (trc 14, nhén tao).
Céc vi du vé céc chit nhil tvong thich hop dwgc mo ta trong cac sang ché My sd
3,755,560, dugc dua ra boi Dickert, et al. Aug. 28, 1.973; U.S. Pat. No. 4,421,769, duoc
dua ra boi Dixon, et al, Dec. 20, 1983: va McCuteheoiis Detergents and Emulsifiers,
North American Edition, pages 317-324 (1986), tt ca duoc dua vao day bang cach tham
khéo.
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Chét nhil trong cling c6 thé chira chét chéng tao bot dé giam thiéu sy tao bot khi
dung 1én mo stmg. Cac chét tao bot tay bao gdm céc silicon khéi lugng phan tir cao va
céc chét khac da biét dén trong linh vuc k¥ thuat nay dé st dung nhu vay.

Céc chét nhil twong thich hop c6 thé co pham vi d0 nhét rong, phu thudc vao
dang san pham mong mudn.

Céc vi du vé cac chét mang thich hgp chira cac chét nhil twong dau trong nude
dugc md ta trong patent My No. 5,073,371 dén Turner, D. J. et al, dugc cip ngay 17
thang 12 nam 1991, va Patent My $6 5,073,372, dén Turner, D. J. et al, dugc cép ngay
17 thang 12 ndm 1991, toan bd céc cong bb nay dugc dua vao day voi muc dich tham
khao. Chét nhil twong dAu trong nude dic biét dugc uu tién chra tac nhan tao Kkét cAu,
chit hoat dong bé& mit wa nudc va nude, dugc mod ta chi tiét dudi day.

Chét nhii tuong dau trong nude duge vu tién chira tac nhan tao két ciu trong viéc
tao thanh cAu truc mang gel tinh thé 16ng. Khong gidi han boi ly thuyét, sing ché duoc
tin rang tac nhan két cAu hd tro trong viéce tao ra cac dic tinh luu bién vao dugc phim
ma lam tang do 6n dinh cua duogc pham. Téc nhén két cAu ciing c6 thé ¢ chirc ndng nhu
chit nhil twong hodc chét hoat dong bé mit.

Céc chét hoat dong bé mit anion khic nhau phd bién ciing hitu ich trong ban mo
ta sang ché nay. Vi du xem patent M§ s6 3,929,678, dén Laughlin et al, duoc cAp ngdy
30 thang 12 ndm 1975, toan b cac cong bd nay dugc dua vao day véi muc dich tham
khao. Thém vao do, cac chét hoat dong bé mit ludng tinh va chét hoat dong ion ludng
tich cling huu ich trong ban md ta sang ché nay.

Céc duge phim cua sang ché c6 thé duge didu ché theo cong thirc ¢ cac dang
khac nhau bét ky duge dung trong nganh cong nghiép dugc cho Gng dung da bao gdm
dung dich, thudc xuc, thube xit, kem, thubc m&, ddu md, gel, dau, giit, vv, nhu md ta
dudi day

Céc duoc phim cua sang ché co thé dugc diéu ché @i nhot dé gitt trén ving da
dugc didu tri, khong bay hoi, va/hodc khong dé& loai bd bﬁng cachria b%mg nudc, nhung
c6 thé loai bo véi sy hd tro cia xa phong, chét 1am sach va/hodc dau goi.

Céc phuong phap 48 didu ché cac duge phdm c6 cac dac tinh nhu vay da biét véi
nhitng nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay, va dugc mod td mot

cach chi tiét trong Remington's Pharmaceutical Sciences, 1990 (supra); va
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Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 6th ed., Williams & Wilkins
(1995).

Céc dugc pham dung tai chd ctia sang ché bao gdm nhung khong giéi han thude
xtre va kem, co thé chira chat 1am im duoc chép nhan v& mit da lidu. Nhu dugc sit dung
trong ban mo ta sang ché nay, ““chAt 1am 4m” @& chi chét hitu ich cho viéc ngén va lam
nhe viéc kho, cling nhu bao vé da. Nhiéu loai chét 1am 4m thich hop dugc biét dén va
¢6 thé duge st dung trong ban mo ta sang ché nay. Vi dy, xem: Sagarin, My phém, Khoa
hoc va Cong nghe, An ban 1an 2, Vol. 1, trang 3243 (1972), trong d6 c6 nhiéu vi du vé
céc chét phit hop lam chét 1am 4m vaduoc dua vao day bang cach tham khdo. Chét 1am
Am dugc wu tién la glyxerin.

Céc thube xtrc va kem theo sdng ché thuong chtra hé chit mang dung dich va mot
hodc nhidu chét 1am am.

Dugc pham dugc dung tai chd cla sang ché ciing c6 thé bao gém céc thanh phan
bd sung ma dugc thém vao, vi du, dé nang cao cac dugc phérn véi huong lidu va cac
yéu td dinh dudng cia da.

Céc thanh phan nay dugc chon thich hop st dung trén mo simg & ngudi ma khong
gy doc tinh, tinh khong twong thich, tinh khong 4n dinh, phéan tng di mg, va tuong tu
trong pham vi y kién y khoa hop ly, thém vao do, cac thanh phan tity ¥ nhu vay dugc e
xuét hitu hiéu ma ching khong chip nhan thay ddi céac loi ich ctia cac hop chét hoat tinh
theo sang ché.

The CTFA Cosmetic Ingredient Handbook, Second Edition (1992) mo ta rat
nhidu cac thanh phan my pham khong gi6i han dugc st dung phd bién trong nganh cham
séc da, phit hop cho sir dung trong cac dugc pham theo sang ché. Céc vi du vé céc loai
thanh phan nay bao gom: chét mai mon, chit hép thy, cac thanh phan thAm m$ nhu nudce
hoa, chit nhudm, chét tao mau/ chét mau, tinh dAu, da nhay cam, chét 1am se, vv (vi du,
diu dinh huong, mentol, camphor, diu bach dan, eugenol, mentyl lactat, chung ctcay
phi) tac nhan chéng mun trimg c4, tdc nhan chéng déng bang, tic nhan chéng tao bot,
tac nhan khang khudn (vi du, iodopropyl butylcarbamat), chét chéng oxy hoa, chét két
dinh, chét phu gia sinh hoc, cac chét dém, céc chét tai, cac chét tao phirc, cac chét phu
gia hoa hoc, chit tao mau, chét 1am se m§ phém, chét diét khuin m¥ phém, chit 1am
bién tinh, thude giam dau, chét 1am se thudc, chét tao mang hodc cac chét, vi du nhu

polyme, d8 hd trg cac dic tinh tao mang va tinh chét cua dugc phém (vi dy, copolyme
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eicosene va vinyl pyrrolidon), cht lam md, chét didu chinh pH, chét dly, cac chat khi,
céc chét dudng da (vi du, chét 1am uét, bao g6m dic tinh khac nhau va ngoai bié€n), cac
chit 1am diu da va/hodc chita lanh da (vi du nhu paiithenoi va cac chét din xuét (nhu
etyl panthenol), cay 16 hdi, axit pantothenic va cac d3n xuét cia né, ailantoin, bisabolol
va dikali glycyfthizinat), cac chét diéu tri da, chét 1am dic, vitamin va cac chét dAn xuét
cta chung.

Céc dugc phém ctia sang ché c6 thé duoc dung truc tiép lén da.

Ngoai ra, n6 ¢ thé dugc phan phbi qua viéc dung 1én da thong thuong bang céc
hé théng phan phdi thubc qua da khac nhau ma da biét trong linh vuc k¥ thuat nay, chéng
han nhu cac tim 4p da ma giai phong duge pham vao da theo cach giai phong theo thoi
gian. Céc hé¢ théng phan phdi thubc khac da biét trong linh vyc k¥ thuat nay bao gbm
binh xit hoi nuéc ap suét cao, su dién chuyén ion hoic sonophoresis. Su dién chuyén
ion dwoc dung dé 1am ting su thdm thau qua da va tao diéu kién thuan loi phan phdi qua
da. Pon xin cép Patent My S6 5,667,487 va 5,658,247 boc 10 thiét bi ionosonic thich
hop cho vén chuyén qua trung gian siéu &m trén cac chét diéu tri trén da. Ngoai ra, hodc
thém vao do, cac liposom hodc mixen ciing ¢6 thé dugc dung lam chét din thudc phan
phdi.

Vi vét thuong va thiéu méau cuc b co thé dinh vao da dau, nén cac dugc pham
ciia sang ché bao gbm cac chit 1am Am, c4c chat hoat dong bé mit va/hodc chét dudng
thich hop cho viéc st dung trén da va toc cta da dau.

Céc chit 1am 4m bao gdm, nhung khong gidi han, dau hydrocarbon va sép, ching
han nhu dau khoang, dAu hoa, va cac loai dau tuong tu, dAu thyc vat va dong vat va chét
béo nhu dau dliu, dau co, diu thiu dau, dau ngo, dAu dau nanh , va céc dau tuong tu, va
lanolin va cac dAn xuét clia no, chéng han nhu lanolin, diu lanolin, sap ong lanolin, rugu
lanolin, va cac chat tuong ty. Cac chit 1am 4m khac bao gdm este clia axit béo c6 10 dén
20 nguyén tu cacbon, chiing han nhu axit myristic, axit stearic, axit isostearic, axit
palmitic, va cac chit tuong ty, ching han nhu metyl myristat, propyl myristat, butyl
myristat, propyl stearat, propyl isostearat, propyl palmitat, va cac chét twong tu. Céc
chit 1am Am khéc bao gém céc axit béo ¢ 10 dén 20 nguyén tir cacbon bao gbm axit
stearic, axit myristic, axit lauric, axit isostearic, axit palmitic, va chét twong tu. Cac chét
lam 4m ciling bao gbm céc rugu béo ¢ 10 dén 20 nguyén tir cacbon, chéng han nhu

xetyl, myristyl, iauryl, isostearyl, stearyl va tuong tu.
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Tét hon 14, chit nhil tuong/chét hoat dong bé mit duoc st dung khi didu ché cac
duoc phdm ciia sing ché dé str dung Ién toc.

Céac vi du vé céc chit hoat dong bé mit bao gém , nhung khong gidi han, cic san
phim tring ngung oxit polyoxyalkylen oxit cua alkyl ky nudce, alken, hodc nhém chue
thom alkyl c6 hydro phan Gng tw do ¢6 kha nang trung ngung voi alkylen oxit ky nude,
polyetylen oxit, propylen oxit, butylen oxit, polyetylen oxit hodc polyetylen glycol. Dac
biét hiéu qua 1a céc san phim ngung tu cua octylphenol vdi khoang 7 dén 13 mol cua
etylen oxide, dugc ban boi Cong ty Rohm & Haas duéi cac dong san phim nhan hidu
TRITON 100® cua ho.

Cac thanh phén khac nhu, nudc hoa, chét 6n dinh, thudc nhudm, chét chéng vi
trung, chét khang khuén, chét chéng két tu, chét hép thu burc xa tia cye tim, va cac chét
twong tu cling dugc dua vao trong dugc phim theo cac phuong 4n.

Chét dudng 6n dinh dé thiry phan axit, ching han nhu hgp chét silicon c6 it nhét
mdt gdc amoni bac bdn ciing voi monoquat etoxyl hoa tSt hon 14 cling dugc st dung dé
4n dinh va do day tuy y duoc phim theo cac phuong 4n.

Cac chét c6 thé duge st dung d8 1am mo cac dugc phdm cia sang ché bao gém
céc este béo, cac polyme 1am mo, nhu céc polyme styren; nhu OPACIF1ER 653 ™ tur
Morton, International, inc .; va rugu béo. Du6i day 1a danh sach khong giGi han cta cac
rugu béo: ruou xetyl; ruou stearyl; rugu cetearyl; rugu behenyl; va rugu arachidyl.

Céc duge phim dudng cla sang ché 12 khong rd rang c6 thé bao gbm amin S-13,
dixetyl amoni clorua, ceteareth-20.

Theo mot phuong an cu thé, dugc phim erythropoietin va duge pham fibronectin
chira erythropoietin khoang 10 dén 30 ug/mL va khoang 100 dén 300g/mL fibronectin,
khoang 0,20% Metyl Paraben, khoang 9% Laureth va isoparafm va Polyacrylamit,
khoang 12% nudce khir jon, va lén dén 100% dung dich dém phosphat.

Theo phuong an khéc nita, dugc phim erythropoietin va dugc pham fibronectin
chira 5% khéi Iwong erythropoietin (EPO), 30% khdi lugng fibronectin (FN), 5% khéi
luong glyxerol, 1% khéi lugng carbomer 940, 2% khdi lugng rugu benzylic (BA), 0,9%
khdi luong trietanolamin, 0,2% khdi luwong metylparaben, 0,05% khdi lugng
propylparaben (PP) va 100% khéi lugng nude.

Theo cac khia canh khéac nita, dugc phém erythropoietin va dugc phém

fibronectin chira erythropoietin véi lugng cua bat ky gia tri nam trong khoang tir 0,01
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dén 30% khéi lugng, fibronectin vdi lugng cua bat ky gia tri nam trong khoang tir 0,01
dén 50% khéi lugng, glyxerol voi lugng cia bat ky gid tri nam trong khoang tir 0,01 dén
30% khdi luong, carbomer 940 v6i luong cua bt ky gia tri nam trong khoang tir 0,01%
dén 30% khéi luong, rugu benzylic véi lugng cua bét ky gia tri nam trong khoang tir
0,01 dén 30% khéi luong trietanol amin véi lugng cua bét ky gia tri ndm trong khoang
tir 0,01 dén 30% khdi luong, metylparaben v6i lugng clia batky gid tri nam trong khoang
tir 0,01 dén 30% trong lugng, propylparaben voi lugng cua bat ky gid tri nim trong
khoang tir 0,01 dén 30% khéi lugng, va nudc véi lugng cla bat ky gid tri nim trong
khoang tir 0,01 dén 100% khdi lugng.

Do d6, cac phuong an cia sang ché bao gdm cic dugc phim tai chd dé tang
cudng su hinh thanh mach va chita lanh vét thuong.

Can phai hiéu ring cac dugc phim clia sang ché c6 thé dugc st dung két hop véi
céc liéu phéap thyc hanh hién tai khac chéing han nhu, ma khong bi giéi han , liéu phap
anh séang/anh (e.g., Derm an wand™ for Wound Care by National Biological Corp.
Beachwood, Ohio) va liéu phap siéu dm (xem vi du, U.S. Pat. 56 6.960.173).

Nguoi ta du kién rang trong sudt thoi gian cua sang ché bit dau tir tng dung nay,
s€ phat trién dwoc nhidu dugce pham erythropoietin va dugc pham fibronectin ¢ lién
quan va pham vi cia thudt ngi cic duge phdm erythropoietin va céc dugc pham
fibronectin dugc dy dinh bao gdm tét ca cac cong nghé mdi do.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta sang ché nay, thuat ngtr “khoang” dé chi 10%.

Céc dugce phém erythropoietin va fibronectin va cac dugc phdm duge mo ta trong
1US2014/0154205 Al ("Erythropoietin And Fibronectin Compositions For Therapeutic
And Cosmetic Applications") va trong US2010/0310626 Al ("Erythropoietin And
Fibronectin Compositions For Bone Regeneration"), ndi dung trong cac tai li€u nay

dugc dua vao day bang cach vién din toan bd ching.

Vi du thye hién sang ché

Céc vi du sau day duoc gdm @ ching minh céc phuong an thyc hién duoc vu
tién clia sang ché. N6 nén duoc danh gia cao boi nhitng ngudi co chuyén mén trong linh
vuc k¥ thuat nay trong do cac k¥ thuét duge bdc 10 trong cac vi du tiép theo thé hién céc
k§ thuét dugc phét hién boi cac tac gia 8 thuc hién t6t trong thuc tién cua sang ché, va

do d6 ¢6 thé dugc can nhic dé cau thanh cac cach thire duge wu tién véi thue tién cla
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n6. Tuy nhién, nhitng ngudi ¢6 chuyén moén trong linh vuc k¥ thuét nay, trong viéc lam
sang t6 ban mo ta, nén danh gid ding nhiéu thay dbi c6 thé dugc thuc hién trong cic
phuong an thyc hién cu thé duge boc 16 va van thu duge két qua gidng hodc twong tu
ma khong tach khoi tinh thin va pham vi cta sang ché.

Vidul

Bén con lon trong d6 hai con lon bi DM va hai con lon dbi chimg, di hoan thanh
giai doan nghién ctru 14 ngay. Hai con lon bi tiéu dudng c6 mirc glucoza trong mau va
hemoglobin glycosyl hoa cao hon dang ké va cac khdi luong co thé thip hon hai con
lon d6i chimg. Viéc didu tri tai chd cua céac vét bong bé'lng cac gel chira chét dAn thube,
FN, EPO va EPO/FN di khong thay ddi (a) té bao hdng cau, t& bao bach ciu, hoic lugng
tidu cAu va cdc murc glucoza trong méu ting & cac con lon bénh tidu dudng, va (b) cac
mic HbAlc va mic hemoglobin huyét trong cac con lon bénh tiéu duong va dbi ching
(bang 1)

Bang 1: Téc dong ciia bénh tiéu duong 1én khéi lugng co thé ciia lon va viée didu

trj vét thuong tai chd v& huyét hoc.

Con lgn khing bi Con lgn bi bénh
bénh tiéu dudng tiéu dwing
{n=2) (n=2)
Ngay 0 | Ngay7 | Ngay 14 | Ngay0 | Ngay7 Ngay 14
Trong lugng co thé 68+3 7314 7844 S4x3% 53+3*% 52£3%
(kg)
| Mire gloza huyét 109+8 9910 102=7 | 587+123% | 601£134% | 569+187*
(mg/dl)
_ , + 0£0. 3=0. 2£0. 5+0.4
HbAlc (%) 57203 | 49%03 | 5.0+03 | 5304 | 52+£04 | 5350
. -t 4+0.5 8=x0. |610. 0x0.
Luong RBC (70%4) 72404 | 6903 | 7.4%0 6804 | 6605 | 7.0£07
Luong bach cdu 176207 | 18200 | 18.0+08 | 19.6£1.1 | 17.520.8 | 183409
(10° ) ,
Lugng ticu ciu A07571 | 461592 | 387x69 | 419+73 | 428482 | 456£101
(10%d)
Céc mic Hemoglobin | 9-6£0.6 | 10.7£0.9 | 10.7x1.1 | 8.8+0.7 10.9+1.2 | 10.8£0.9
(g/dl)

Céc gié tri dugc biu hién nhu d6 1éch chuén +, (n) 12 56 lgn.

Y nghia théng ké dugc xéac dinh & mic 5%. * p <0,05 va 12 y nghia cia su khéc
biét trong nhém gifta ngay 0, 7 va ngay 14, NS; khong dang ké; RBC, té bao hdng cau;
HbAlc, hemoglobin dugc glycat.

-38-



41804

EPO tai chd lam ting bang bo vét thuong va lam ting luu lugng mau trong da tai
sinh cua céc vét thwong do bénh tiéu duong theo céach thirc phu thude lidu diing; hiéu
qué dugc tang bai FN. Vét thuong do bénh tiéu duong dugc didu tri bang EPO, FN va
EPO/EN dugc dong nhanh hon cac vét thuong do bénh tiéu duong duge diéu tri bang
chét din thudc. Sw khac biét dang ké nhét vé ty 18 viéc bang bo vét thuong d3 dugce phat
hién gifta cac vét thwong do bénh tiéu duong duge didu tri chat dan thude va dugc didu
tri bdng EPO/FN tlr ngay thi 4 tré di. Tir ngay thi 4 tr& di, ty 1€ bang bo vét thuong cla
céc vét thuong dugc didu tri bang EPO/FN nhanh hon déng ké véi cac vét thuong do
bénh tiéu dudng duoc didu tri bang EPO va FN. Tir ngy thir 9 tr¢ di, ty I¢ bing b6 vét
thwong cda cac vét thuong do bénh tiéu dudong dugc didu tri bang EPO nhanh hon céc
vét thuong do bénh tiéu duong duge didu tri bang FN.

Ty 16 bang b6 vét thuong ciia cac vét thuong do bénh tidu duong dugc diéu tri
bing chit din thudc 14 cham hon déng ké so véi cac vét thwong khoe manh duge didu
tri bing chét din thudc. Céc ty 1¢ bang bo vét thuong cla cac vét thuong do bénh tiéu
duong dugc didu tri bang EPO 1a phu thudc liéu dung. Ty 1€ bang bo vét thuong cua céc
vét thuong do bénh tiéu duong dugc diéu tri bang EPO lidu cao 12 nhanh hon dang ké
so v6i cac vét thuong do bénh tiéu duong dugc diéu tri bang EPO lidu thép. Thém vao
do, ty 1€ bang bo vét thuong cla cc vét thuong do bénh tiéu duong duge didu tri bang
EPO lidu thip 12 nhanh hon dang ké so v6i cac vét thuong do bénh tiéu duong duge didu
tri bang chat dan thudc lidu thap (Fig.1B).

Su luu lwgng mau trong cac vét thwong do bénh tiéu duong duge didu tri bang
chit dAn thudc it hon cac vét thuong khong do bénh tiéu duong dugc didu tri bing chét
dan thudc tir ngay thi hai tro di. IT cling phat hién ra rang su luu lugng méu trong vét
thuong do bénh tiéu duong khong khac biét dang k& vé6i vét thuong do bénh tiéu duong
duoc diéu tri bang EPO/FN, hai sy luu lugng mau nay cao hon dang ké so véi sy luu
lwong mau trong cac vét thuong do bénh tiéu duong duoc diéu tri bang chit dan thudc
va duoc didu tri bang FN (Fig.1C: TAm bén phai). Sy luu lvong mdu trong cac vét
thuong do bénh tiéu duong dugc diéu tri bang EPO lidu cao cao hon dang ké cac vét
thuong do bénh tiéu duong duoc didu tri bing chét dan thudc tir ngay tht 4 trd di va cac
vét thuong do bénh tidu duong dugc diéu tri bing EPO liéu thip tir ngay tht 7 trd di.

Sy luu lugng méu trong cac vét thuong do bénh tiéu dudong duoc diéu tri bang EPO lidu
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thip cao hon déang ké cac vét thuong do bénh tiéu duong duoc didu tri bang chét dan
thubc tir ngay thir 9 tro di (Fig.1D: Tém bén phai).

FN tai chd khong anh hudng viéc bang bo vét thwong va luu lugng méu trong da
t4i sinh cia cac vét thwong khong phai do bénh tiéu duong. Céc ty 1€ bang bo vét thuong
va luu lugng méu cia cac vét thuong dugc diéu tri bang chit dan thudc va FN & cac con
lon khoe manh 1a rit gibng nhau. Tl ngay thir 4 tr¢ di, ty 1€ bang bo vét thuong va sy
luvu lwgng mau cuia cac vét thuong khong do bénh tiéu duong dugc didu tri bang EPO
nhanh hon déng ké véi cac vét thuong khong do bénh tiéu duong dugc didu tri bing
chét din thube va FN. Dang cht ¥ 13, sy khéc biét dang k& nhét trong cac ty 1& bang bd
vét thuong va su luu luong méu dugce phat hién gifta cac vét thuong dugc didu trj bang
EPO/FN va cac vét thuong dugc diéu tri bing chét din thudc , FN va EPO 6 cac con lon
khoe manh qua thoi gian tir ngay thir 4 dén ngay tha 11 (Fig.2A va 2B).

EPO tai chd lam ting mat do vi mach (MVD) va va cidc muc biéu hién eNOS
trong da tai sinh cta cac vét thuong do bénh tiéu duong va cac hiéu qua nay dugc ting
bdi FN. Cac mirc bidu hién MVD va eNOS trong cac vét thuong do bénh tiéu duong
duoc diéu tri bang chit dan thudc 1a thip hon mirc biéu hién & trén trong cac vét thwong
khong do bénh tidu duge duoc dicu tri bing chit din thudc (cac Fig.3A-E). Viée didu
tri FN tai chd trong 14 ngay khong c6 anh hudng dén cac muc biéu hién MVD va eNOS
trong cac vét thuong do bénh tiéu duong va khong do bénh tiéu duong (cac Fig.3B-E).
Mit khac, vige didu tri EPO tai chd trong 14 ngay lam tang dang ké cac mirc biéu hién
MVD va eNOS trong cac vét thuong do bénh tiéu dudng va khong do bénh tiéu duong
(c4c Fig.3B-E). Trong cac vét thuong khong do bénh tiéu duong duoc didu tri bang
EPO/FN, cac mirc bidu hién MVD va eNOS khong khéc biét dang ké v6i muc biéu hién
& trén trong cac vét thwong khong do bénh tiéu dudng duoc didu tri bang EPO. Ngugc
lai, cac muc bidu hién MVD va eNOS cua cac vét thuong do bénh tiéu duong duogc didu
tri bang EPO/FN cao hon déng k& v&i cac mitc biéu hién & trén trong cac vét thuong do
bénh tidu dudng dugc diéu tri bang EPO.

EPO tai chd lam tang ling dong colagen va tdng hop axit hyaluronic (HA) trong
da ti sinh ctia cac vét thuong do bénh tidu dudng va cac hiéu qua nay dugc tang bdi
FN. Céc luong ctia hydroxyprolin (HP) va HA va cac mic biéu hién cua hai synthaza
HA, HAS1 va HAS2 trong céc vét thuong do bénh tiéu dudong duge didu tri bang chét

dan thuéc 1a thip hon muc biéu hién & trén trong cac vét thuong khong do bénh tidu
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duoc dugc diéu tri bé’mg chét din thudc sau 14 ngay (cac Fig.4A-G). Viéc diéu tri FN
tai chd trong 14 ngay khong lam thay dbi cac luong HP va HA va cdc muc biéu hién
HAS1 va HAS2 trong céc vét thuong do bénh tiéu duong va khdng do bénh tiéu duong
(cac Fig.4B-G). Mt khac, viéc didu tri EPO tai chd trong 14 ngay lam tdng dang ké cac
luong HP va HA va cac mirc biéu hién HAS1 va HAS2 trong céc vét thuong do bénh
tiéu duong va khong do bénh tiéu duong (cac Fig.4B-G). Lugng HP trong cac vét thuong
khong do bénh tiéu duong va do bénh tiéu duong dugc diéu tri bang EPO/FN cao hon
dang ké so véi cac lugng HP trong cac vét thuong khong do bénh tiéu duong va do bénh
tiéu duong dugc didu tri bang EPO. Lugng HA va cac mirc bidu hién HAS1 va HAS2
trong cac vét thuong khong do bénh tiéu dudong duge didu tri bang EPO/FN 1a rit gidng
vé6i luong HA va cac muc biéu hién HAS1 va HAS2 ctia cac vét thuong khong do bénh
tiéu duong duge diéu tri b%lng EPO. Ngugc lai, lugng HA va céac mtrc biéu hién HAS1
va HAS? cta céac vét thuong do bénh tiéu duong dugc didu tri bing EPO/FN cao hon
dang ké voi lugng HA va cac muc biu hién HAS1 va HAS2 trong céc vét thuong do
bénh tiéu dudng dugc didu tri bang EPO (céc Fig 4E & 4G).

Su biéu hién AQP3 bi gidm trong vét thuong da khong do beénh tiéu duong. Cac
mitc bidu hién AQP3 trén da lon bi bénh tiéu duong khong ¢6 vét thuong thap hon so
véi mic biéu bién AQP3 ¢ da lcjn khoe manh khong co vét thuong (céc Fig.5A-D). Cac
mire bidu hién protein AQP3 trén da lon bi bénh tiéu dudng khong c6 vét thuong thap
hon dang k& so v6i muc biéu bién protein AQP3 & da lgn khoe manh khong co vét
thuong (cac Fig.5E & 5G). Két qua nay ciing phan chiéu cac mic biéu hién mARN
AQP3. Céc mirc biéu hién mARN AQP3 trén da bj bénh tidu duong khong c6 vét thuong
thp hon (p<0,01) dang ké so v6i mirc bidu bién mARN AQP3 & da lon khoe manh
khong c6 vét thuong (Fig.5F).

EPO tai chd kich thich sy biéu hién AQP3 trong da téi sinh cta céc vét thuong
do bénh tiéu dudong va FN lam ting hiéu qua ndy. Sau 14 ngay, cac muc biéuhién mARN
AQP3 trong cac vét thuong do bénh tiéu duong dugc didu tri bang chit din thude 1a
thip hon déng k& mic biéu hién biéu hién mARN AQP3 trong cic vét thuong khong do
bénh tiéu duge duge didu tri bang chét din thubc (cac Fig.6A-H). Theo cac con lon bi
bénh tiéu duong va cac con lgn dbi chimg, su biéu hién mARN va protein AQP3 trong
(a) cac vét thuong dugc didu tri bang EPO cao hoan déng ké so v6i cac vét thuong duge

didu tri bing chét dan thudc va FN, (b) céac vét thuong dugc didu tri bing EPO/FN cao
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hon dang ké so véi cac vét thuong duoc didu tri bang EPO, va (c) cac vét thuong duge
didu tri bing chat din thube va FN khong khac nhau (céc Fig.6A-6H).

Su biéu hién protein AQP3 twong g tich cuc v6i su kéo dai cua sy hinh thanh
mach va cic luong HP va HA trong da tai sinh cia cac vét bong do bénh tiéu dudng. Su
tuong quan cua Pearson dugc st dung dé khao sat mdi quan hé giita mirc biéu hién
protein AQP3, murc d0 hinh thanh mach va luong HP va HA trong cac vét bong & cac
con lon khoe manh va con lon bi bénh tiéu duong. O cac con lon khde manh va con lon
bi bénh tiéu duong, muc do biéu hién protein AQP3 tuong quan tich cuc voi muc do
hinh thanh mach (Fig.7A & 7B), lugng HP (Fig.7C & 7D) va luong HA (Fig.7E & 7F).
Pang cha ¥ 1a sy twong quan nay c6 y nghia manh dang ké trong viéc da téi sinh cua cac
vét bong clia cac con lon bi bénh tiéu duong hon so véi duoc tim thdy trong da tai sinh
vét bong ctia cac con heo khde manh.

Su tre ché AQP31am giam tac dong ciia EPO 1én ty 1¢ bang b6 vét thuong, kéo
dai su hinh thanh mach, va céc lugng HP va HA trong cac vét bong do bénh tiéu dudng.
Khi hoat tinh AQP3 bi chin bai HgCI2, ty 1¢ bang bo vét thuong ctia vét thuong do bénh
tiéu dudng dugc didu tri bing EPO/HgC12 dugc giam dang ké (Fig.8A). Viéc giam ty
16 bing b6 vét thuong di kem voi sy giam luu lugng mdu (Fig.8B), mirc biéu hién eNOS
thip (Fig.8C), mirc biéu hién HAS1 va HAS2 thép (Fig.8C), su kéo dai sy hinh thanh
mach thip (Fig.8D) luong HP giam (Fig.8E), va luong HA giam (Fig.8F). Hon nita, cac
ty 1€ bang bo vét thuong, cac muc biéu hién cia eNOS, HAS1 va HAS2, va cac lugng
cua HP va HA trong céac vét thuong do bénh tiéu dudng duoc diéu tri EPO/HgCI2 thap
hon dang ké so véi cac vét thuong do bénh tiéu duong dugc didu tri bang EPO.

Sy biéu hién AQP3 didu hoa wc ché glucoza cao trong cac té bao stg va cac
nguyén bao soi dugc ldy tir da ngudi; va tac dong nay dugc tao khéi bai EPO. Ty 1€ tang
sinh ctia HEKCs va NHFCs ma dugc tiép xtic v6i cac muc glucoza cao (HG) trong 35
ngay thap hon céc té bao duoc tiép xuc véi cac mic glucoza binh thuong (NG) (céc
Fig.9A & 9B). Cac mic biéu hién AQP3 trong céc té bao tiép xtic HG duoc xem la thap
hon céc té bao tiép xic NG (cac Fig.9C & 9D). Viée didu tri EPO da phuc hdi cac muc
bidu hién AQP3 va ty 1¢ tang sinh cua cac té bao dugc 1 trong HG trong 5 ngay.

Phuong phap

M5 hinh lgn ciia DM loai 1. Nghién ctru bao gém 4 con lon cai khoé manh 60 kg

(Sus domesticus), dugc mua tir Vién Nghién ctu Dong vat Lahav (Kibbutz Lahav,
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Israel). Lon dugc chon lam dong vat thi nghiém cho cudc diéu tra ndy vi viéc chira lanh
vét thuong da & lon twong tu nhu & ngudi (Sullivan, 2001). Lon duge nudi & dbn dién
trong mot can phong c6 chu trinh sang/tbi 12 gid nhan tao ¢ khodng nhiét do khong dbi
(24 £2°C) va dd 4m twong ddi (55 £ 10%). Céc con lon da dugc thich nghi trong mot
tudn trude khi nghién ctu, va da dugc truy cap tu do vao thire #n va nude phong thi
nghiém chuén. Viéc duy tri va phic loi clia cac con lon tuan thu (a) cac hudng dan vé
phic lgi dong vat va diéu tri dong vat nhén tao dugc md ta trong "Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals", tdi ban 1an thr 7, Nha xuét ban Hoc vién Quéc gia,
Washington DC, USA va (b) cdc hudng din cua Technion, pht hgp v6i luét phap qubc
gia cla Israel vé viéc st dung dong vat cho cac muc dich thuc nghiém va cac muc dich
khoa hoc khac.

Viéc gy mé DM, tao vét thuong, diéu tri vét thuong, thay ddi viéc bang bo va
thu thap dit liéu duoc thuc hién bang viéc gdy té toan than boi vi rat kho dé 1am sach,
diéu tri va bang vét thwong trén nhitng con lon c¢6 nhan thic ma khong ¢ dinh. Gay té
toan than da dugc giy ra bang céach st dung propofol tiém tinh mach (5 mg/kg) va sau
d6 duy tri bang cach st dung 5% isofluran & 2:1 oxy/hdn hop oxit nito sau khi dat nodi
khi quan vao. Ong thong tinh mach dugce dat c¢b dinh trong tinh mach ¢ bén phai dudi
su gdy té toan than & 4 con lgn dé 14y miu méu trong qué trinh didu tra va truyén dich
trong khi bit dau didu tri bdng DM & hai con lon. Ty 1€ nhip tim va d6 bao hoa oxy trong
méu cta lon dugc gy mé da dugc theo doi bang cach s dung phuong phap do oxy
khong xam 14n va nhiét 4o co thé cta lon dugce theo ddi bé‘mg nhiét ké truc trang sb. Sau
tAt ca cac quy trinh, lon dugc phép hdi phuc tir gy té trén ban md, rat ndi khi quan va
sau do6 tré vé don dién cta chung. Vao ngay 14, ngay cudi cing cta thi nghiém, lon da
dugc gy me dé thu thap dir liéu va mau vat va sau do bi giét bing thudc tiém KC1 (2
mmol/kg, 40ml) va dung qua liéu isofluran (5%).

DM d3 dugc gy ra ¢ hai con lon theo quy trinh dugc mo ta trude day (Hara,
2008). Tom lai, lon dugc dé d6i qua dém va sau do dugc ngam nudc tiém tinh mach
0,9% NaCl (10 ml/kg/h) trong mot gio trude khi dung streptozotocin (STZ, Alexis
Biochemicals, San Diego, CA, USA). STZ (200 mg/kg) di dugc hoa tan trong 0,9%
NaCl, va tiém tinh mach théng qua éng ciy truyén tinh mach trong mot phut. Muc
glucoza trong méu dugc kidm tra mdi 1an 15 phut trong vong 6 gio sau viée dung STZ

str dung dudng ké (FreeStyle FREEDOM Lite, Abbot Diabetes Care Inc., Alameda, CA,
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USA). Glucoza (50 g dugc hoa tan trong 100 ml nudc) dugc truyén qua ven lién tuc
hoic khong lién tuc trong sudt hai gio' dau tién sau khi dung STZ sao cho tranh khoi
ching gidm glucoza huyét nghiém trong ma c6 thé bi gy ra boi sy tdn thuong giy ra
STZ ciia t& bao ndi mod B. Muc glocoza trong mau duge kidm tra it nhit 2 14n mdi ngay
bing dudng ké trong subt giai doan nghién ctru. Viéc gy mé DM duogc xem 1a thanh
cong khi cac muc glucoza trong mau tuong duong hoic cao hon 300mg/dl, 6 gio sau
khi dung STZ va da tdn tai trong giai doan nghién ciru 14 ngay. Insulin tac dung kéo dai
(24 IU Lantus; Aventis Pharmaceuticals, Kansas City, Mo, USA) dugc ti€m trong ven
dé duy tri cac muc glucoza trong mau nhanh ctia cac con lon gitra 300 dén 400 mg/dl.

Viéc tao ra cac vét bong trén da day mot phan. DM dugc duy tri trong mot thanh
trude khi cac vét bong da day mot phén dugc tao ra trong diéu kién gay té. Sau khi gy
mé, 1ong cua da lung & mai bén cot séng cia mdi con lon duge 14y di bang cach st dung
kem lam rung 1dng VEET (Reckitt Benckiser pic, Slough, Berkshire, Anh). Sau do6, da
duoc lam sach bang nudc va lam kho bang cac md trude khi tao ra vét bong trén bé mit
da day 12cm2 trén da lung cta lon bang k¥ thuat vo trung. Cac vét bong dugc tao ra
bing cach st dung phuong phép dugc mo ta trude d6 (Davis, 1990). Tém lai, bdn thanh
ddng bang hinh try, mdi éng c6 dudng kinh 2.25 cm va nang 358 g, dugc dit trong nude
néng (92°C) trong hai phut. Bén nhom c6 sau vét bong co6 dd day mot phan dugc tao ra
bing cach dat thanh vudng goc trén da ctia mdi con lgn duge gay mé trong 20 gidy va
khong ¢6 ap luc b sung. O hai con lon bi bénh dai duong, nhém bd sung cua 6 vét bong
¢6 d6 day da dugc tao ra. Trudce khi st dung thanh néng 1én da, thanh da dugc lau kho
d8 tranh tao hoi nudc trén da khoi nhitng giot nudc bay hot.

Cac duoc phém EPO cho diéu tri vét thuong tai chd. Sau gel khac nhau dé didu
tri vét thuong tai chd da dugc chudn bi trong phong thi nghiém Remedor Biomed theo
céc khuyén céo trong Duge dién Hoa K¥: (a) gel khong chira cac thanh phén hoat tinh
(gel din thudc), (b) gel chia 2000 Tu/g EPO (EPO lidu cao), (c) gel chua 500 IU/g EPO
(EPO lidu thép), (d) gel chtra 300 pg/g FN, (e) gel chira 2000 [U/g EPO va 300 pg/g FN,
va (f) gel chta 0,1 mM HgCl2 va 2000IU/g EPO. EPO tai td hop & ngudi duge mua nhu
1a thudc tiém (EPREX® 40,000IU, Janssen Cilag Bucks, UK). FN dugc mua nhu 1
mg/ml dung dich (EMD Millipore, Billerica, Massachusetts, USA). HgClI2 (O. ImM)
duoc dua vao gel chira 2000 [U/g EPO dé tao khéi hoat dong AQP3 trong da (kiém soat

am) va dugc mua tir Sigma (Sigma-Aldrich, USA). Két qua thir nghidm vé& do on dinh
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Dugc pham theo cdng thirc clia duge phim dugc dung trong cac vi du

Tén chit % trong lugng | Chi tiét (nha cung cép)

Erythropoietin (EPO) 5 JANSSEN-CILAG, EPREX
40000IU

Fibronectin (FN) 30 Probe International Inc

Glyxerol 5 Merck

Carbomer 940 1 Spectrum

Rugu benzylic (BA) 2 Merck

Trietanolamin ~0,9 Merck

Metylparaben (MP) 0,2 Merck

Propylparaben (PP) ' 0,05 Merck

Nuac (WFI) QS 100%

Téng 100,0

Phuong phép didu ché theo duoc pham. Duoc pham dugc didu ché nhu sau:

1. Metylparaben (MP) va Propylparaben (PP) duogc can vao cbe thiry tinh va hoa
tan trong Glixerol va ruou benzylic (BA).

2. 1/3 kich ¢& mé dugc bd sung va khudy & 60°C trong 30 phut, bang cich st
dung tAm nhiét va may tron trén.

3. Hdn hop dugc lam mét bing céch khudy lén dén 30°C.

4. Thém lugng yéu ciu cia Carbomer 940 cham trong khi khudy ma khong dun
nong/

5. Thém EPO vao hdn hgp va tron trong 10 phut.

6. Thém FN vao hdn hop va tron trong 10 phut.

7. Diéu chinh pH t6i 6,5 £ 0,3 bing cach bd sung dt lugng Trietanolamin.

8. Thém di lugng WEI dé c6 dugc khéi lwong yéu cau.

9. Tron trong 30 phut & nhiét do trong phong.

Dang diéu ché ctia mé duoc wu tién cua gel dung tai chd Carbopol 940 3000IU/gr
(gram) Erythropoietin (EPO) & 300pg/gr (gam) Fibronectin (FN)

Céc thanh phan Ddi véi 100 gr (grams)
Kich thudc mé
EPO *300000/BA
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FN (1,0 mg/ml) 30 gr (grams)

Rugu benzylic 2 gr (grams)

Glyxerin 5 gr (grams)
Carbomer 940p 1 gr (grams)
Trietanolamin Qs ml (~0,9 gr (grams)
Metylparaben 200 mg

Propylparaben 50 mg

Nudc Qs 100gr (grams)

* Theo két qua hoat tinh sinh hoc (Tl thit nghiém CoA hodc thir nghiém di dén)

BA= hoat tinh sinh hoc (IU/ml)

Khéi lugng = 300000/X

Phuong phép didu ché Luong yéu cau cla mdi thanh phan dbi v6i tong luong
duoc diéu ché. Mbi thanh phan dugc can chinh xdc. Téng lwgng cua metylparaben va
propylparaben dugc tron voi glyxerin va ruou benzylic. Khoang 40 gram nudc duge bd
sung vio hdn hop va hén hop dugc trdn déu trong 30 phut va 1én t6i 60°C. Carbopol
940p duogc ric tir tir vao hdn hop duge tron nhanh va tron déu & nhiét @6 30°C. Sau do,
t4t ca EPO trong hdn hop dugc tron déu trong 10 phut. Sau do, tét ca FN duoc bd sung
vao hdn hop dugce tron déu trong 10 phaut. Bé sung day du trietanolamin vao hdn hop
sau do tron cho dén khi dat dugc d6 nhdt mong mudn, sau khi xac nhan khong c6 khdi
Carbopol 940p trong hén hop. Bo sung dAy di nude va tong luong 100gr (gram), va hdn
hop dugc tron ddu. Sau do6, gel dugc dong goi trong 1o Eppendor cho mdi gel. Sau do
dan nhan 1én céc 16 v6i s6 mé, ngdy didu ché , ngay dang didu ché va didu kién luu tri.
Mau 30gr (gram) gel da duogc dung d8 kiém tra do 6n dinh va thr nghiém vi sinh va
phén bd nhu sau: a. 20 gr(gram) & nhiét do 4°C cho cac thtr nghiém Elisa b. 10 gram &
nhiét dd 4°C cho céc thir nghiém vi sinh

Diéu tri vét thuong bang céac dugc phim EPO dung tai chd khac nhau. Mdi nhém
trong sau vét bong c6 dd day mot phan dugc phén ngAu nhién d8 dwoc didu tri bing mot
trong sd nhitng loai gel dung tai chd sau day: gel chira chét dan thubc, gel chira EPO
lidu cao, gel chita FN, va gel chira EPO/FN. Nhom bd sung cua céc vét bong trén mot
con lon bénh tiéu dudng duge didu tri bang gel chita EPO/HgCI2 va nhom bd sung cua

vét bong trén con lgn bénh tiéu duong tht hai dugc didu tri bang gel chaa EPO lidu thap
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(EPO lidu thép) Gel (3g) dugc boi tai chd cho timg vét thuong mdi 14n hai ngay trong
giai doan nghién ctru 14 ngay. Dé ngin chin viée loai bo gel sau khi co xat va dé bao vé
vét bong gitta cac phuong phép didu tri, cac vét thuong da duge didu tri dugc phi bang
miéng gac khong dinh, di duoc ¢ dinh bing biang dinh co gian Tensoplast (Smith &
Nephew, London, UK). Cac thudc gidm dau va khang sinh sau khi md khong dugc dung
vi céc thude nay ¢6 thé anh hudng dén qua trinh chira bénh, va do d6 lam nham 13n viéc
giai thich dit liéu.

Céc thong sb nghién ctu. MBJi con lon duge can & thoi diém dAu va cudi cla giai
doan nghién ctru 14 ngay, cling nhu trong giai doan nghién ctru. Vao mdi ngay diéu tri,
mdi vét thuong dugce chup bing may anh s6 12 megapixel (Olympus, Styles Tough,
Tokyo, Japan), va mot mau mau dugce thu thép dé xac dinh hé)ng cau, bach clu va sb
luong tiéu cAu va lugng hemoglobin huyét tuong va lugng HbAlc. L4y mAu sinh thiét
tir ving dugce chon ngﬁu nhién cta da tai sinh cua vét bong d3 dugc diéu trj va dugc diéu
tri bing chat ddn thubc va da khong bi thwong ctia cac con lon bénh tiéu duong va khong
bénh tiéu dudong da dugc thu thap vao ngay thtr 2, ngay thtr 7 va ngay tha 14 bang ludi
tron 6 mm. Cac miu cia mdi mAu sinh thiét da duge c6 dinh ngay 1ap tirc trong 10%
formalin dém trung tinh dé xac dinh mé hoc cia MVD (xem chi tiét sau) hodc dugc luu
trit trong nito 16ng dé x4c dinh ham lugng protein bang cach st dung phuong phap mién
dich hoc, phan tich western blot, ELISA va PCR (xem chi tiét sau).

Xéc dinh ty 16 bang b6 vét thuong. Ty 1¢ bang bo vét thuong duge tinh tir dién
tich m6 tai bidu hién trén vét bong. Pé tinh ty 1€ ndy, dién tich cua mdi vét bong dugc
phan thanh ba khu vuc (a) vung vay, noi da bi bong trd thanh 16p vy cting sau khi tao
ra thuong tich do bong, (b) ving do noi c6 thé tach roi vay nhung khong co té bao biéu
mo, va (c) vung tréng c6 thé tach roi vét seo va co cac t& bao biéu mod méi. Ty 1€ bang
b6 vét thuong duge tinh bang cach do vung tréng vao ngay tht 2, 4,7,9, 11, va 14 khi
vét thuong dugc didu tri va bang da dugc thay. V6i myc dich nay, gidy trong sudt dugc
dat trén mdi vét thuong, va hinh dang cla vung tring da dugc kéo ra trén gidy. Sau do,
gidy trong sudt dugc chong 1én gidy @6 thi lmm? d& do vung tring trong vét thuong.
Thay d6i theo thoi gian trong kich thude ctaty 1€ tréng dugc tinh bang cong thirc sau:

Vung tring & ngay thir X

% Viing tring (dong vét thiong) = x 100
Vung vét thuong & ngay 0
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T4t ca cac phép do cua ving tréng dugc thuc hién boi ba ngudi kiém tra khong
tim thiy phuong thic diéu tri.

Xéc dinh luu lvgng mau trén cac vét bong. Luu lugng mau trong cac vét thuong
duge do khong x4m 14n bang hé théng anh truyén dich Doppler laze (Peri Scan PIM 2
System, Perimed, Stockholm, Thuy Dién) vao thoi gian d4u va két thiic giai doan nghién
ctru 14 ngay va trong sudt giai doan nghién ctru. Viéc quét vét thuong dugc thuc hién &
céc cai dit sau: bude song laze 670 nm (nhin thdy mau dd), khoang cach tir cac vét bong
- 25 cm, d6 phan giai quét - 256 x 64 pixel, va thoi gian quét - 180 gidy. Pau do cua
may quét duge dat vudng goc voi da dé tranh su phan xa cua tia laze tir cac vang khong
hop 1&, nhu dwgc d& xuét trong huéng dan cla thiét bi. D6i véi mdi vét bong, thong s6
truyén dich, chi s6 truyén dich Doppler laze c6 ty 1€ tuyén tinh v6i sy lan truyén md,
duoc tinh toan tlr sw phan xa ciia chum tia laze tir sy di chuyén hong cAu. Su truyén dich
trong ving duge quan tdm (ROI) duoc do bing thang sdu mau, trong d6 mau xanh dam
miéu ta toc do truyén dich thép nhét va mau d6 tuong trung tdc do truyén dich nhanh
nhét bang phan mém PIMSoft dbi vai hinh anh truyén mau (Lisca Development AB,
Linkoping, Sweden) Péi voi mdi vét bong, ROI 1a vong tron 12 cm? dugc v& xung quanh
vét bong ban dau va luu lvgng mau trong vét thuong 1a gia tri trung binh cua tAt ca cac
mau trong ROL

Xéc dinh mic do sy hinh thanh mach trong da tai sinh ctia cac md vét bong.
CD31 1a phéan t bam dinh duoc biéu hién béng cac t& bao ndéi mac mach mau va duge
st dung rong rai nhu la mot dAu hiéu dé chimg minh su c6 mit clia cac té bao no6i md va
cac mao mach méi duge hinh thanh trong céc mo. Chét danh déu nay dugc str dung dé
xac dinh MVD va mirc d9 sy hinh thanh mach trong da tai sinh cta vét thuong lanh lai.
Débi véi muc dich nay, cac phan day Spm cia cac mau duogc duy tri bang formalin dam
cac sinh thiét cia vét thuong, duge thu thap trong cac ngay thir 2, 7, va 14, da dugc
chuén bi va gén trén cac mit na thay tinh dé nhuém CD31. Tom lai, céc mau duoc nhing
trong cac khéi paraffin, dugc khir sit bang cach su dung xylen, dugc thAm thiu trong
mot loat cac dung dich propanol dugc phan loai (100-0%) trong nudc khtr tring doi
(ddH20) va sau d6 dugc ngdm trong nuée mudi dém Tris (TBS d pH 7,5) trong ndm
phut. Sau khi didu tri bang TBS, peroxidaza noi sinh trong cac phan da dugc tao khi
bing cach nhiing cac mit trong 3% dung dich hydro peroxi /metanol trong 20 phut. Sau

do6 cac mat dugc rua bang nudc mudi dém phosphat (PBS) va ngam trong 10 mM dung
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dich dém xitrat (46 pH 1a 6,0) & nhiét d6 90°C trong 10 phut dé 16 ra khang nguyén bing
viée 1am néng bing 16 vi song. Céc mit ddu tién dugc tao khéi boi huyét thanh dé binh
thuong 1: 50 (Sigma) trong 30 phut dé loai bo viéc nhudém khong dic hiéu ctia khang
nguyén, duoc rira trong PBS, va 1 qua dém ¢ nhiét do 4°C trong bong t6i voi khang thé
CD31 1: 100 (R & D Systems, MN, USA). Sau khi G qua dém, cac mat nay dugc rira
bing PBS va dugc cha lai bing hematoxylin ciia Mayer (Sigma) trong 10 gidy trudc khi
dung 1% axit axetic dé phan biét phin mo va rira dudi voi nude dang chay. Cac mat da
duoc kiém tra duéi kinh hién vi Nikon Eclipse E800 thang dung va cac hinh anh cta
cac phan dugc chyp va dugc phén tich bang phén mém phén tich hinh anh Metamorph®
(Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA). S6 luong cac mao mach trong da téi sinh
& mdi vét thuong duoc tinh bing ndm linh vue hién vi ngdu nhién (phong dai x200) boi
ba nguoi nghién ctru chay 4u lam phuong phap diéu tri.

Phéat hién AQP3 trong da tai sinh cuia cdc md vét bong. AQP3 dugc phat hién trén
da heo khoe manh khon c6 vét thuong va da heo bg¢nh tiéu dudong, mot thang sau khi
gdy mé DM va mot ngay trudce khi tao ra cac vét bong va trong da tai sinh cla cdc vét
thwong trong giai doan nghién cttu 14 ngay bang phwong phap héa mo mién dich va
mién dich huynh quang. Péi v6i hoa md mién dich AQP3, cac phéan day 5 pum tir cac
mau vat dugc léy tir da lon khong bi bénh tiéu duong khong co vét thuong va da lgn bi
bénh tidu dudng va ngay tha 2, 7, va 14 tir da tai sinh trong giai doan nghién ctru 14
ngay da dugc chudn bi va gin két trén cac mit na thiy tinh theo céch gidng nhau da
duoc mo ta dé nhuom CD31. Cac phan nay bi chin dAu tién v6i 1: 50 huyét thanh dé
(Sigma) trong 30 pht, rita nhe bang PBS, va dugc i qua dém & nhiét do 4°C trong bong
t6i v6i 1: 200 khang thé chinh AQP3 da dong (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA). Sau khi 0 qua dém, céc trang duoc rira sach bé“lng PBS va u véi 1 khang thé
phu IgG dugc biotin hoa (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) trong 30
phit & nhiét do phong trong bong t6i. Sau khi 1, cac phan dugc rira nhe bang PBS va
dwoc U bang streptavidin peroxidaza (Jackson Immuno Research, West Grove, PA)
trong 30 phit & nhiét do phong trong béng tdi. Phat hién khang nguyén duoc tao didu
kién bang cach st dung S- (2-aminoetyl) -l-cystein (AEC/RED, Invitrogen Corp.
Camarillo, CA, USA) 1am chét nén, cho dén khi phét hién tin hiéu mau. Sau do, cac san
phdm dugc rira ngay bang PBS va nghién lai v6i dung dich hematoxylin cua Mayer

(Sigma) trong 10 gidy trudc khi ding 1% axit axetic trong PBS dé phan biét cac phan
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md. Sau d6, cac phan ndy dugc rira sach bang nuée & voi dang chay va, khir nude trong
céc etanol dugc phan cip trong ndm phut trude khi chiing dugc gén két véi Immu-Mount
(Thermo Scientific, Pittsburgh, USA). Hinh anh ctia cac phén d3 dugc phén tich bing
phan mém phéan tich hinh 4&nh Metamorph®, nhur 3 md ta trude do.

Dé x4c nhan sy ¢6 mit cia AQP3 bang cach mién dich huynh quang trong da lon
khoe manh khong c6 vét thuong va da lgn bi bénh tiéu duong va trong da téi sinh cla
vét thuong, mot bo cac phan parafin dugc khir paraffin hoa duge 4 véi 1: 100 khang thé
AQP3 da dong & thd (Santa Cruz) qua dém & nhiét do 4°C. Sau khi 1, cdc mat dugc rua
nhe bang nude voi, duge & voi voi khing thé phu IgG két hop rhodamin 1: 200 (Jackson
ImmunoResearch) trong 30 phut trong bong tdi & nhiét do phong, va sau d6 dugc phan
chét nhudém vé6i vét 6 hat nhan, TOPRO-3 (Invitrogen ) trong 30 phit. Khi két thic qué
trinh @ TOPRO-3, cac mit da duge kiém tra dudi kinh hién vi dong tu (Bio-Rad MRC
1024, CA, USA) sau khi rira nhe trong PBS. Hinh anh cua cac phan da dugc phan tich
bing phdn mém phan tich hinh anh Metamorph®, nhu da mé ta trude do.

Phat hién colagen trong da tai sinh ctia cac mo vét bong. Lugng colagen trong da
t4i sinh duoc xac dinh bing mau da dugc thu thap trong cac ngay tha 2, 7, va 14 sau khi
nhudm tricrom ctia Masson (Sigma-Aldrich) cua mot s6 phan day 5 pm da duge chuén
bi cho viéc nhudm mién dich CD31 va AQP3. Su dung phuong phap nay, cic soi
colagen dugc nhudm mau xanh da troi, nhan dugc nhud¢m mau den, t& bao chét va cac
s0i co duge nhudm mau do. Hinh anh cta cac phf?m da dugc phan tich b?mg ph??m mém
phén tich hinh anh Metamorph®, nhu d& md ta trudce do.

Xac dinh lugng colagen trong da tai sinh cta cac md vét bong. Hydroxyprolin
(HP) 1a thanh phan axit amin cta colagen loai I va thuong dugc st dung lam chét danh
dau colagen, do do, lugng HP trong mau da duoc léy tir con lon khoe manh va con lon
bénh tiéu duong vao cac ngay thr 2, 7, va 14 d3 dugc st dung nhu mot chi s6 vé lugng
colagen trong da ti sinh cua vét thuong. Vi muc dich nay, cac mau da 100 mg da dugc
ddng nhat trong PBS chua hdn hop chit G ché proteaza (Sigma-Aldrich, MO, USA) st
dung chat ddng hoa md (HG-300, MRC, Hoi on, Israel). Cac chit ddng nhét diu tién
dugc ly tAm tai 1500g trong ndm phut & nhiét do 4°C. Céc dich ndi duoc thu thap, dugc
loc qua gidy loc Whatman Grade 540 (Sigma-Aldrich), dugc thuy phan trong HCI, va
sau d6 pha lodng véi nude khir ion. Cac ude s6 (2 um) ctia dung dich pha loang trudc

tién duoc tron voi dung dich cloamin-T trude khi thém p-dimetyl-amino-benzaldehyt,
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stt dung mot quy trinh duge md ta trude day (Hamed, 2009). Cac ude sd (150 pm) cua
dung dich thu dugc sau d6 dugc chuyén sang tdm vi thé, va su hép thu ciia mdi mau
duoc do bang mot dau doc vi tAm huynh quang tai 557 nm. Két qua duoc biéu hién bing
ty 18 phan trim trung binh ctia cac phép do lugng HP trong céc vét thuong dugc didu tri
béng chit din thudc & cac con lon khoe manh (100%).

Xac dinh lugng HA trong da tai sinh cua cac mo vét bong. K& tir khi HA dugce
lién két véi stre chiu va do 4m cua da, luong HA trong da tai sinh cua cac md vét bong
duoc xac dinh trong mau da duge 14y tir nhitng con lgn khong bi bénh tiéu dudng va
con lgn bi bénh tiéu dudng vao cac ngay thr 2,7, va 14 bﬁng cach sir dung Hyaluronan
Quantikine ELISA Kit (R & D Systems) theo quy trinh ctia nha san xuat. Tém lai, cac
udce sb (150 um) cua cac dung dich pha loang tuong tu dugc chuén bi dé x4c dinh luong
HA trong da tai sinh cta cac vét bong duge chuyén vao tAm vi thé. Su hép thu ctia mdi
m3u sau d6 duge do bing dau doc vi tAm huynh quang & budc song 450 nm vdi sy hiéu
chinh bugc song 1a 570 nm. Két qua duge biéu hién bang ty 1& phén trim trung binh ctia
cac phép do lugng HA trong cac vét thuong duge didu tri bang chét din thube & cac con
lon khoe manh (100%).

X4c dinh cac muc biéu hién AQP3, eNOS, va HASI1, va HAS 2 trong da tai sinh
clia cac md vét bong bang phuong phap Western blot. K& tr khi biéu hién AQP3 trong
da tai sinh duoc lién két v6i su hydrat hoa trén da, anh huong cua EPO trén AQP3 va
su hydrat hoa té bao trong tang vét bong da duge kiém tra boi vi AQP3 tao diéu kién
thuan lgi cho nudc xdm nhép vao té bao. Vi HA duoc lién két véi va do 4m cua da, anh
hudng cta EPO 1€n sy biéu hién HAS2 va HAS2 di dugc kiém tra bai vi HA 1a mot
phén tr quan trong lién quan dén d6 4m da va dugc tong hop boi HAS1 va HAS2. Vi
su hinh thanh mach trong da téi sinh, anh hudng ciia EPO d6i v6i su biéu hién eNOS da
duoc kidm tra bdi vi eNOS 1a isoform NOS uu tién va muc biéu hién cia n6 cho théy
muc d6 sy hinh thanh mach. Cac muc biéu hién ctia AQP3, eNOS, HAS1 va HAS2 duoc
xéc dinh trong da tai sinh cia cac md vét bong da dugc thu thap tir lgn khoe manh va
lon bi bénh tiéu duong vao ngay tha 14. Tom lai, cac mau trude tién duoc dong nhét
trong PBS chua hdn hop chét tc ché Proteaza (Roche Applied Science) va sau d6 dugc
ly gidi trong chét dém RIPA. Phép dién di gel SDS-polyacrylamit dugc st dung dé tach
céc protein trong cac mAu protein 40g cua lysat. Sau do, cac protein tach ra da dugc

chuyén sang cac mang nitroxenluloza trudc tién dugce U qua dém voi khang thé AQP3
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dadong 1: 100, khang thé eNOS don dong 1: 150, mot khang thé HAS1 1: 100 va khang
thé HAS2 2: 100 (tit ca mua tlr Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) trong
bong tdi & nhiét do 4°C, va sau do duoc U véi khang thé phu IgG lién hop peroxidaza
(HRP) ctia cdy cai ngya (Jackson ImmunoResearch. Europe) trong 30 phut ¢ nhiét do
phong trong bong tdi. a-Actin (Santa Cruz) dugc st dung dé binh thuong hoa lugng
protein. Cac mirc biéu hién protein dugc phat hién bang phép do ty trong sir dung hé
thdng phat hién chemiluminescence HRP ciia Bio-Rad Immun-Star (Bio-Rad, USA).
Két qua duoc biéu hién bang phan trim muc protein trung binh cla cac 14n doc trong
cac vét thuong duoc diéu tri béng chét din thudc & cac con lon khée manh (100%).

PCR thoi gian thue (RT) dé dinh luong mirc 40 mARN AQP3. RT-PCR da duoc
sit dung dé kidm tra xem anh huong cta EPO di v6i su biéu hién AQP3 a do anh
huéng ctia n6 1én gen AQP3. Cac mAu ciia da tai sinh tir cac md vét bong clia cac con
lon khoe manh va con lgn bi bénh tiéu dudng vao ngay thir 14 va dugc dbng nhét trong
PBS. Téng ARN da dugc chiét xut tir homogenat bang cach sir dung b6 tinh khiét ARN
MasterPure (EPICENTER Biotechnologies, Madison, WI, USA). Pbi véi mbi mau, xap
xi 2 pm ARN, da duoc sao chép bang ba thanh tring sir dung cac chét phan ting chuyén
ma ngugc hoan toan QPCR va b sao chép nguge Verso cADN, ca hai déu dugc mua
tr ABgene, Anh. Dinh luong biéu hién gen AQP3 trong céc mau da tai sinh duoc thyc
hién bang phuong phap RT-PCR bang cach st dung SYBR Green PCR Master Mix
(Molecular Probes, Eugene, OR) trong Rotor-Gene 6000 Cycler (Corbett Life Science,
Sydney, Australia). Phuong phép dya trén duong cong chuén dugc st dung dé danh gia
hiéu qua PCR va sy bién ddi ndi suy. Céc diéu kién chu ky nhiét 1a mot chu ky (10 phut
@ 95°C), tiép theo 12 40 chu ky (30 gidy @ 95°C, 1 phut @ 60°C va 30 giay @ 72°C),
tip theo 1a mot chu ky (1 phut @ 95°C, 30 gidy @ 55°C va 30 gidy @ 95°C). Phuong
phép 2 "AACT da dugc st dung dé phan tich sy thay d6i trong dbi trong biéu hién gen
AQP3 trong cac méau md d3 duoc diéu tri, dugc diéu tri bﬁng chét din thubc va khong
duge didu tri, duge 14y tir céc vét thuong khong bi bénh ticu dudng va bi bénh tiéu
duong. Két qué dugc biéu hién béng su thay dbi ph?m tram tur sy kiém soat sau khi binh
thuong héa thanh gen tham chiéu ndi sinh (glyxeraldehyt-3-phosphat dehydrogenaza;
GAPDH).

Nubi ciy té bao: Cac té bao simg biéu bi & nguoi chinh (HEKCs) va nguyén bao

soi & ngudi chinh (NHFCs), ca hai dugc lay tir bao da trudc sinh (Cell Systems,
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Kirkland, WA, USA), bidu hién AQP3. Hai loai té bao da dugc nhan gibng riéng trén
cac binh chira dugc phii colagen loai 1 trong moi trudong CSC (Hé théng Té bao) da
dugc bd sung 10% huyét thanh bo thai nhi (FBS), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin va 2 pg/ml amphotericin. Kha nang cta chung 1a tang sinh khi ¢6 mat ndng
dd NG (5 mmol/ml D-glucoza) va ndng @6 HG (30 mmol/ml D-glucoza) va EPO (100
R7/ml) dugc xac dinh vi AQP3 dugc cho 14 can thiét cho su ting sinh cta ching. Vai
muc dich nay, trude tién cac té bao dugc thu hoach, chuyén to1 cac giéng (100000 té
bao/giéng) clia tAm 24 giéng dugc phu colagen loai 1 ¢6 chira mdi trudng CSC véi 10%
FBS, va sau d6 tiép xtc v6i ndng 5 HG c6 hogc khdng ¢6 EPO (100 [U/ml) trong ndm
ngay trong budng @ dugc gitt Am & 5% C02 va 37°C. Sau nim ngdy, sy tang sinh cia
HEKCs va HFCs dugc do bang thir nghiém MTT (Sigma) theo quy trinh ctia nha san
xuit. Ba 1An 1dp lai thir nghiém da dugc thuc hién va ket qua duoc thé hién bang ty 1€
phédn tram trung binh £ d¢ 1éch chudn (SD) vé ty 1€ tang sinh ctia cac té bao khong dugc
diéu tri dbi chung (100%). Chiét xuét protein ctia hai loai té bao da dugc chuén bi dé
x4ac dinh cac murc bidu hién AQP3 bang viéc sir dung phan tich western blot, nhu da mo6
t4 trude d6. Thi nghiém mién dich huynh quang da duogc st dung dé nam trén AQP3
trong su gin két HEK Cs va FFCs. V6i muc dich nay, trudc tién cac té bao dugce cd dinh
bing paraformaldehyt 2%, sau do U v6i khang thé AQP3 da dong ¢ tho 1: 100 (Santa
Cruz) & nhiét d 4°C trong hai gio. Sau khi 1, céc t& bao dugce rira nhe trong PBS trude
khi 0 ching vé6i khang thé phu IgG dugc két hop v6i rhodamin 1:200 (Jackson
ImmunoResearch) trong 30 phut trong bong tdi & nhiét do phong. Sau d6, nhén cua cac
té bao sau d6 duge phan chét nhuém véi TOPRO-3 (Invitrogen) trong 30 phut. Sau khi
phan chat nhuém véi TOPRO-3, té bao dugc ria nhe trong PBS va sau do duoc kiém
tra dudi kinh hién vi cung tiéu didm (Bio-Rad MRC 1024, CA, USA). Hinh anh cta cac
té bao nhudm da duge phan tich bang phan mém phan tich hinh anh Metamorph®, nhu
da mo ta trudce do.

Théng ké tAt ca cac phan tich théng ké dugc thuc hién bang cach st dung chuong
trinh théng ké trén may vi tinh (GraphPad Prism phién ban 5.0, GraphPad Software Inc,
CA, USA) va tit ca cac dit liéu dugce trinh bay 1a trung binh hodc ty 1€ phan trdm + SD.
Y nghia théng ké duge xac dinh & mac 5%. Thir nghiém t cia hai sinh vién cu thé da
duoc st dung dé so sanh cac thong s6 nghién ctru cia lon khoe manh va bi bénh tiéu

dudng va ANOVA hai chiéu voi su diéu chinh ctia Bonferroni d8 kiém soat 15i loai I da
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duoc stt dung d8 so sanh nhidu 1an. Hé sb twong quan cua Pearson dugc st dung dé xac
dinh mdi quan hé gitra sy biéu hién protein AQP3 va (a) sy hinh thanh mach dugc thé
hién béi MVD, (b) ham lugng colagen dugc thé hién béng luong FIP, va (c) HA trong
da tai sinh cia cac md vét bong. Ty 1& bang bd vét thuong gifta cdc nhom dugc so sanh
va phén tich bang cach sa dung ANOVA mot chiéu vé6i thir nghiém sau cua Tukey va
ANOVA hai chiéu véi su didu chinh cua Bonferroni dé kiém soat 151 loai I trong céc so
sanh nhidu 14n. Dit liéu tir nhitng con lgn khée manh va con lon bi bénh tiéu duong da
duoc so sanh bﬁng cach st dung thit nghiém t ctia hai sinh vién cu thé.

Thao luan Su chita lanh ciia DSU bj tri hodn vi su hinh thanh mach bi suy giam,
giam hoat dong cua té bao da va ting dap (ng viém. Do do, vét thwong man tinh phat
trién, va trong trudng hop ning, ton thuong chan tay co thé xay ra. Trudc day, c6 bdo
c4o cho rang EPO tai chd 1am ting kha nang chita lanh toan bd vét thuong trén da cla
chudt va chudt bi tiéu duong thong qua mot s6 co ché bao gbém (a) kich thich sy hinh
thanh mach, (b) tdng su ling dong colagen, (¢) ngan chan dap Ung viém, va (d) giam
qué trinh ché té bao & vét thuong (10, 11) (Hamed, 2010; 2011). Mot co ché moi da
duoc phat hién b%mg cach st dung EPO tai chd thic déy viéc chita lanh vét thuong trén
da do bénh tiéu dudong: dung EPO tai chd 1am tang biéu hién AQP3 trong vét thuong
ctia cac con lon khoe manh va lon bi bénh tiéu duong.

Nang cao cdc muc biéu hién AQP3 trong vét bong cuia lgn bénh tiéu duong sau
khi didu tri EPO tai chd phan anh higu qua tich cyc ciia EPO d6i v6i s hinh thanh mach
va luong HP vaHA va két qua 1a bang b6 vét thuong da tang. K& tir khi céc tac gia sang
ché phat hién ra ring su biéu hién AQP3 dugc giam & da lon bi bénh tiéu duong khong
c6 vét thuong, cac tac gia sdng ché cho rang muc do thap cia AQP3 trong té bao, it nhat
12 mot phan, khong chira lanh duge DSU. Hon nfta, cling phat hién ra ring (a) mic biéu
hién AQP3 thap hon & cac té bao stg va nguyén bao soi duge didu tri bang HG so véi
c4c té bao simg va nguyén bao s¢i duge didu tri bang NG va (b) kha nang sinh ra cac té
bao strng va cac nguyén bao soi dugc didu tri bang HG it hon cac té bao sting va nguyén
bao soi duge didu tri bing NG. Pidu thu vi 13, dieu tri bang EPO c6 thé ngén chin tac
dong tiéu cyc nay ctia HG d6i v6i cac té bao simg va nguyén bao s¢i. Nhitng phat hién
nay hamy rang mirc HG 1am giam biéu hién AQP3 trong té bao da va cung cip su chung

thuc in vitro cho két qua thir nghiém cua cic tc gia sang ché trén da cua lgn bi DM.
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bay 1a nhiing co ché c6 thé giai thich; tac gia sang ché khong c6 y dinh bi rang budc boi
cac Iy thuyét nhu vay.

Céc téc gia sang ché da phat hién thdy mirc biéu hién AQP3 c6 lién quan dén ty
1€ bang bo vét thuong trén vét thuong trén da do bénh tiéu dudong. Mot ching ¢t ngay
cang ting co thé cho thiy su thiéu AQP3 trong da tai sinh ciia DSU lam giam sy di cu
va tang sinh t& bao biéu mo va lam giam tai biéu hién va 1am cham lai viéc chita lanh
vét thuong (Levin, 2006, Sigomoto, 2012). Tac gia sang ché d3 bao cdo rang su di cu té
bao, su tdng sinh, sy tai biéu hién té bao biéu mo gidc mac duoc kich thich bdi AQP3
(Levin, 2006). D c6 bao cao ring viéc bidu hién diéu hoa e ché ctia cdc AQP c6 thé 14
nguyén nhin dAn dén viéc giam kha nang tap trung tiét liéu trong suy than cip tinh ching
thiu méu cuc b va EPO ¢6 thé ngan qua trinh didu hoa e ché nay (Gong, 2004). Theo
d6, da dat ra rang kich thich bidu hién AQP3 tai chd trong DSU bang EPO ¢6 thé lam
ting qua trinh chita lanh vét thuong. Két qua ctia nghién clru nay cung cAp bang ching
hd tro gia thuyét clia cac tac gia sang ché ring viéc diéu tri EPO tai chd d6i v6i thuong
tich do bong & da lgn bénh tiéu duong nhanh chong lam lanh vét thuong thong qua co
ché phu thudc AQP3 béng viéc kich thich sy hinh thanh mach va san xuat ECM. Céac
két qua cta nghién ciru nay cling cung cép bang chung rang kich thich biéu hién AQP3
trong vét loét chira chita lanh boi EPO tiép tuc dy nhanh qua trinh chita lanh bang cach
tang cuong do hydrat hoa té bao va lam tang do 4m cua vét thuong. Tang cuong do
hydrat hoa té bao va tang do 4m tao ra su twong tac giita cdc loai té bao khic nhau va
cac thanh phan ECM. Tuong tac nhu vay din dén van dong di chuyén té bao, di cu va
su biét hoa, va cudi cung 13 khdi phuc lai da nguyén ven.

Sy hinh thanh mach, téng hop céac thanh phén ECM nhu colagen va HA, va su
hydrat hoa té bao thich hgp trén vét thuong 1a can thiét cho viéc chita lanh vét thwong
binh thuong. EPO kich thich tang sinh té bao ndi mo va tiét xytokin tao mach va cac
yéu t tang trudng nhu yéu td tang trudng ndi mo mach, yéu t tang trudng nguyén bao
soi va yéu td tang truéng gidng insulin 1 tir cac té bao ndi md va céac té bao sung, gy ra
Su nay mAam cta cac mach mau méi vao tang vét thuong (Anagnostou, 1990). Trong qua
trinh diéu tra nay, tac gia sang ché nhén théy réng viée didu tri vét thuong béng EPO tai
chd lam tang déng ké Iuu lugng mau trong da tai sinh cua vét bong do bénh tiéu dudong
duoc do bang phuong phap quét Doppler laze. Hiéu qua nay da dugc khéng dinh khi do

céc murc biéu hién cia MVD va eNOS trong da téi sinh cua vét bong do bénh tiéu duong:
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cac mirc biéu hién cuia MVD va eNOS trong da tai sinh cua céc vét bong do bénh tiéu
duong dugc didu tri bang EPO d3 cao hon so v6i ¢ nhitng vung da ti sinh cua vét
thuong do bénh tiéu duong duoc diéu tri béng chét dan thubc. Viéc diéu tri béng EPO
tai chd ciing lam ting dang ké lugng HP va HA trong cic vét thuong do bénh tiéu duong.
Vedrenne di bao cdo su ton tai cia mdi quan hé chit ché gitta ECM va su tbng hop cac
phén tir didu chinh su lién két giita cac té bao va ECM, su hinh thanh mach, viéc chita
lanh vét thuong & da, va vong tudn hoan cta nguyén bao so¢i da ¢ nguoi (Vedrenne,
2012). Sy hydrat hoa t& bao va mdi trudong 4m w6t 1 nhitng yéu td quan trong dé tao
diéu kién cho vong tudn hoa ctia nguyén bao s¢i, sy hinh thanh mach va su téi biéu hién
t€ bao bing céc té bao sing trong qua trinh chita lanh vét thuong. Do d6, bat ky yéu tb
hodc su kién nao ngan chdn hodc giéi han su biéu hién va/hoic kich hoat protein AQP3
cuc bod ¢6 thé 1am gidm muc hydrat hoa té& bao va chita lanh vét thuong giam. Colagen
va HA ¢6 nhiéu chtrc ning trong ECM, trong d6 c¢6 gian mo té bao dé duy tri hinh dang
va biét hoa té bao, hd trg viéc di chuyén va di cu té bao, va cho phép ECM trong 16p da
chéng lai sw nén.

HA 12 mdt phan ti rat wa nuGc va dic tinh nay cho phép no dé didu chinh su
hydrat héa mo vi n6 thu ht va lién két v6i nude. Téc gia sang ché phat hién thiy muc
biéu hién AQP3 dugc giam xubng trén da khong c6 vét thuong cua lon bi bénh tiéu
duong. Tac gid sang ché cling phat hién ra ring, ngodi viéc gidm su hinh thanh mach va
luong HP va HA thap, muc biéu hién AQP3 trong da tai sinh ciia vét bong dugc diéu tri
bing chit din thudc & nhitng con lgn bi bénh tiéu duong thap hon so véi nhitng nguoi
trong da tai tao cua vét bong duge didu tri bang chét dan thudc trong cac con lon khoe
manh. C4c tac gid sang ché ciing phat hién ra rang diéu tri EPO tai chd lam ting déng
ké su hinh thanh mach va lugng HP va HA trong cac vét thuong do bénh tiéu dudng va
su gia ting ndy di kém voi sy gia tdng dang ké& murc biéu hién AQP3. Céc tac gia sing
ché ciing thdy rang su trc ché ctia AQP3 boi HgCI2 trong céc vét bong cuia nhitng con
lon bi bénh tiéu duong da gy phan tac dung véi cac hoat dong tich cuc cia EPO, va két
qua nay cho thdy su kich thich cia AQP3 qua trung gian EPO c6 thé kich thich viéc
chita lanh vét thuong trong DM. Hon nifa, cac tic gia sang ché ciing phat hién thay mirc
biéu hién AQP3 tuong quan v6i mirc do sy hinh thanh mach va lugng HP va HA trong
cac vét bong dugc diéu tri b%lng EPO cho nhiing con lgn khoe manh va con lon bi bénh

tiéu dudng. Céc tac gia sang ché ciing phat hién thdy céc mbi trong quan nady manh hon
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trong cac vét bong duge didu tri bang EPO va céc vét bong duge didu tri bing EPO/FN
cua nhitng con lon bi bénh tiéu dudng hon céc vét bong duge diu tri bang EPO va céc
vét bong dugc didu tri bing EPO/FN ctia céc con lon khée manh. Vi (a) EPO c6 tac
dong tich cuc dbi voi bidu hién AQP3 trong da tai sinh cia vét thwong & lon bénh tiéu
dudng va (b) su trong quan gifta muc bidu hién AQP3 va mirc sy hinh thanh mach va
luong HP va HA trong cdc md vét thuong trude va sau khi didu tri tai chd rit manh, c6
thé két luan rang tang tdc qué trinh chita alnhf do EPO géy ra la trung gian thong qua co
ché phu thuoc AQP3. Khi co ché nay dugc kich hoat, cac su kién chinh cua qua trinh
chita lanh vét thuong, tirc 1a sy hinh thanh mach, tdng hop colagen va HA, va tdi biéu
hién, dugc kich thich va ty 1€ bang bo vét thuong nhanh hon.

Su biéu hién AQP3 giam trong da tdi sinh trong qua trinh chita lanh vét thuong
toan bo do day & chudt bi bénh tiéu duong duge bao cdo bdi Sugimoto et al, 2012. Hara-
Chikuma va Verkman ciing bdo cao rang luong nudce va tinh dan hdi ctia 16p stng thap
hon va viéc chita lanh vét thuong va sinh tong hop ECM cham hon & chudt nhit AQP3
so v4i chuodt hoang da (Hara-Chikuma, 2008a). Diéu tha vi 13, su biéu hién AQP3 ¢ da
ngudi ting 1én & mot s bénh vé da, chéng han nhu bénh cham da di img va ung thu da
(Hara-Chikuma, 2008b) va vét bong da (Sebastian, 2015). Nhitng phat hién nay c6 ham
y ring AQP3 1a nhan td chinh trong sinh hoc 16p biéu bi, su phuc hdi da sau khi vét
thuong dugc ting cuong khi AQP3 dugc kich thich.

Hon nita, c4c tac gia sang ché phat hién ra rang ty 1 bang bd vét thwong cham
ctia vét thwong do bénh tiéu duodng lién quan dén qua trinh tao mach giam va luong HP
va HA thép trong vét thuong. Céc tac gia sang ché cling phat hiénra rang kha ning giam
cita HEKC va HBC dugc diéu tri HG tang lén lién quan dén viéc lam giam mirc bidu
hién AQP3 trong té bao. Nhitng phat hién ndy ham y rang mic biéu hién AQP3 giam la
do ndng @6 HG va lam co s& cho sy gia tang giam cac té bao stng va nguyén bao soi
trong DM. Vi EPO d@ ngén chin duoc cac tic dong bét 1oi cta néng do HG d6i véi su
tang lén cua té bao va biéu hién AQP3, bang ching cho thdy rang EPO ting tbc qua
trinh chita lanh vét thuong do bénh tiéu dudng thong qua (céc) co ché phu thuéc AQP3
ma céc md thira ciia mot sb tic dong cua ndéng d6 HG.

MOt phat hién tha vi khac nita 1a mirc biéu hién AQP3 trong cac vét thuong do
bénh tiéu duong dugce didu tri bing EPO/FN cao gép bdn 14n so vé6i cac vét thuong do

bénh tidu dudng duge diéu tri bing EPO. S gia tang déng k& muc biéu hién AQP3
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trong cac vét thuong do bénh tiéu duong duoc didu tri bang EPO/FN c6 lién quan dén
ty 18 bang bé vét thuong nhanh chéng va tang luu lwong mau va ting gép d6i lugng
MVD va luong HP va HA trong cac mo vét thuong. FN va fibrin 12 hai thanh phan quan
trong cua chit nén tam thoi hd trg cac dai thue bao, nguyén bao soi va sy hinh thanh
mach (Stadelmann, 1998). Sy hinh thanh phu hgp cua chit nén tam thoi va md hat cho
phép biéu md va bang b6 vét thwong (Martin, 1997). Trong DM, su thiéu hut FN va/hogc
su xudng cdp ctia né béi cac proteaza dan dén sy phan hiy cta chét nén tam thoi va qua
trinh tai biéu hién khong xay ra hodc bi tri hoan. P4 bao cdo trudc day ring viéc chita
lanh vét thuong trén da ctia chudt bi bénh tiéu dudng duge diéu tri bang EPO/FN nhanh
hon so v&i nhitng vét thuong trén da cla chudt bi bénh tidu duong duogc didu tri bang
EPO (Hamed, 2011). FN c6 chtrc nang thiét yéu trong su hinh thanh md hat trong giai
doan tang sinh cua viéc chita lanh vét thuong. Do d6, tac gia sang ché cho ring FN ngoai
sinh c6 thé khdi phuc chét nén tam thoi thong thudng trong cac vét thuong do bénh tiéu
duong. Céc tac gid sang ché @3 phéat hién ra rang FN mot minh khong c6 anh huong dén
ti I¢ bang bo vét thuong, tdc d6 luu thong méau, mic do tao mach mau va céc luong HP
va HA trong vét thuong cta cac con lon khoe manh. Hon nita, cac tac gia sang ché phat
hién ra ring FN ngoai sinh khong 1am tang hoat dong cia EPO dbi voi viée chita lanh
cac vét thuong ctia con lgn khde manh béi vi FN néi sinh c6 mat 6 mirc binh thuong va
khong bi suy thodi & cac con lon khée manh. Vi FN ndi sinh bi phan hiy trong DSU,
dua FN vao gel chira EPO 1a mong mudn béi vi FN ¢6 khé ning hoat dong cta gel chira
EPO.

Do do, céc tac gid sang ché da chimg minh ring tmg dung EPO tai chd dbi véi
vét thuong do bénh tidu duong tang sy ti bidu hién va ti 1¢ bang bé vét thuong, do dé
dua trén cac phat hién trén cac con lgn bénh tiéu duong, viéc ap dung EPO tai chd c6
thé ¢6 loi cho strc khoe dé kich thich su chita lanh ctia DSU bang cach ting muc biéu
hién AQP3 trén da.

Vi du 2 - biéu tri vét 1oét do bénh tiéu duong man tinh & nguoi

Cong thirc ctia Vi dy 1 da dugc thir nghiém dé xdc dinh higu qua diéu tri vét loét
do bénh tiéu duong man tinh & ngudi. Mot ngudi dan dng 77 tudi dugce chan doan bi
bénh tiéu dudng, ting huyét ap va ting duong huyét xuét hién cac vét 10ét do bénh tiéu
duong & chin phai va lung. Tén thuong da khoang 9,6 cm2 (xem Fig.13, tAm
“TRUCC”).
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Céc thong sb ciia bénh nhan

Gi¢i tinh: Nam

Tudi: 77 tudi

Dan tdc: Bic Phi

Hut thube: Tién sir 1a khong hat thude

Tidn sir bénh tim mach, ting huyét ap, tang lipid.
Chiéu cao: 176 cm

Trong lugng: 96 kg

BMI: 30,99 kg m-2

ABI 0,76 (Nhiém nhe)

RBC 4,13 10A8/ul

S lugng tidu cau 169 10A3/ul
Glucoza 159 mg/dL

Thudc ding kém (dang duoc tién hanh):
Amlodipine tir 2015

Metformin tir 2015

Pravastatin tur 2013

Cartia tir 2002

Enaladex tur 2012

Vét loét do bénh tiéu dudng

Vi tri: vi tri phia sau, vi tri trung gian
Dién tich: 9,6 cm

Tién st: hon 2 thang khong céi thién
Kiéu Wagner:

Vi khuén thiéu khi (Pseudomonas aeruginosa)

Vét thuong duge mo ta ludt qua trude khi dung dugc pham vao ngay thi 1. Duge

phdm cta vi du 1 da dugc boi 1én vét thuong 5 ngay mot tudn véi liéu 0,25 g/cm?2 cla
vét thuong, theo dién tich cua vét loét vao ngay diéu tri. Viéc diéu tri kéo dai gﬁn tam
tudn (55 ngay) va bao gdm 36 mg dung tai chd vé& dugc phdm cta vi du 1 cho dén khi
vét thuong két thtc, nhu bac si chén doan. Viéc diéu tri dugc cung cép tai nha ctia bénh

nhén boi y t4 kham. Bénh nhén da dén phong kham ngoai trd hang tudn dé danh gia, xét
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nghiém va danh gia vét loét. Fig.13 (TAm "SAU") 1a hinh anh ctia vét thuong d6ng hoan
toan sau khi diéu tri 8 tudn.

Viéc diéu tri bang dugc pham ctia Vi duy 1 trong tdm tudn khong c6 bit ky hiéu
qua hé théng ndo dugc nhan thdy, nghia 1a khong giy ra nhiing thay d6i dang ké vé

thong s& mau hoic huyét ap. Mot s6 cac thong s6 dugc c6 mit dudi bang 3

Bang 3.
Cac théng sb duogc do  Trudc khi diéu fri  Sau khi didu il‘i o
Hemoglobin {(g/dL}) 123 T ' 1'3,5 -
HCT (%) 36,5 37.8
RBC (10™8/ul) 4,13 4,32
Luong tiéu cau (10°3/pl) 169 167
Huyét ap (mmFHg) 139/70 139/79

Céc tac dung phu

Qua trinh tao hat da dugc quan sat thiy sau ba tudn diéu tri. P4y dugc coi 1a tac
dung phu nhé. Do d6 viéc diéu tri da duoc tam dung trong 3 ngay, trong khi ba don
thudc hang ngay da dugc bo qua. Sau ba ngay khoang thoi gian hiéu qua tao hat cao
duoc giam va viéc diéu tri duoc tiép tuc. Khong co dAu hiéu ndo ctia qua trinh tao hat
cao dugc cho dén khi két thuc qua trinh diéu tri.

Két luan

Viéc didu tri & bénh nhan K. bing RMD-GI 1a an toan va hi¢u qua. Vi¢e déng
hoan toan vét thuong do bénh tiéu dudng man tinh dugc quan sat trong 8 tudn ctia viéc
diéu tri.

* ok ok

T4t ca cac phuong phéap da boc 19 va trong yéu cdu bao ho cua sang ché c6 thé
duoc tao ra va thyc hién ma khong can thtr nghiém qua mirc theo sang ché. Trong khi
céc thanh phén va phuong phap theo sang ché da dugc minh hoa theo cac phuong an
duoc, nguoi cé trinh do trung binh trong linh vuc s€ dé dang hiéu duoc réng 6 thé ap
dung cac bién dbi cho cac phuong phép va trong cdc bude cla phuong phén da mo ta
ma khong rdi khoi y niém chung, tinh than va pham vi cua sang ché. Cu thé hon, n6 s&
lam 13 ring céc chét da biét c6 lién quan ca v& phuong dién hoa hoc va sinh 1y hoc ¢6
thé dugc thé boi cac chat duge md ta ¢ day trong khi van dat dugc cac két qua tuong tu.

TAt c& céc cai bién va cac phan tir thay thé tuong tu trén 13 rang hon v6i nhitng ngudi
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¢6 chuyén mon trong linh vuc k¥ thudt nay duong nhu nim trong tinh than, pham vi va
Kkhéi niém ciia sing ché nhu dwgc dinh rd boi cc diém bao ho dinh kem.
| Tai liéu tham khao

Caéc tai liéu tham khao sau day, d@ xuét phuong phéap lam thi du hodc bd sung cac
chi tiét khac cho cac phuong phéap dugc dua ra & déy, dugc két hop cu thé & day bang
cach tham khao.
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YEU CAU BAO HO

1. Dugc pham chura:

gel;

erythropoietin; va

fibronectin; trong do6 fibronectin ¢6 mét trong dugc phim vé6i lugng c¢6 kha ning
tang cudng cac hoat dong co loi clia erythropoietin khi dugc boi 1én vét thuong;

trong d6 duoc phim nay chira rugu benzylic & ndéng do nam trong khoang tir

0,01% dén 30% (khdi luong/khdi lugng) va polyme carboxy polyvinyl.

2. Dugc phdm theo diém 1, trong d6 erythropoietin c6 mat vdi ndng do 1a 5% khoi

lugng/khdi lugng.

3. Duoc phém theo diém 1 hodc diém 2, trong d6 fibronectin c6 mat véi néng dola 30%

khéi luong/khdi luong.

4. Dugc phdm theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 polyme carboxy

polyvinyl 1a Carbomer 940.

5. Dugc phim theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 4, trong d6 dugce pham chtra
erythropoietin voi ndng dd nim trong khoang tir 0,01 dén 30% (khdi lwong/khéi lugng),
fibronectin véi ndng do ndm trong khoang tir 0,01 dén 50% (khdi lugng/khdi luong),
glyxerol véi ndng d6 nam trong khoang tir 0,01 dén 30% (khéi lugng/khdi luong),
Carbomer 940 v&i ndng do ndm trong khoang tir 0,01% dén 30% (khéi lugng/khdi
lugng), trietanolamin voi ndng do nam trong khoang tir 0,01 dén 30% (khbi lwong/khbi
lugng), metylparaben v6i ndng do nim trong khodng 0,01 dén 30% (khdi lwgng/khdi
luong), propylparaben véi ndng d6 nam trong khoang tir 0,01 dén 30% (khéi lugng/khdi

luong).

6. Dugc pham theo diém 5, trong d6 dugc phim nay chira 5% (khéi lwong/khdi lugng)

glyxerol, 1% (khéi lugng/khdi lugng) Carbomer 940, 2% (khéi lvong/khdi lugng) ruou
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benzylic, 0,9% (khéi luong/khdi lugng) trietanolamin, 0,2% (khdi lwong/khéi lugng)
metylparaben, 0,05% (khéi luqng/khéi luong) propylparaben.

7. Dugc phdm theo diém 6, trong d6 duoc phdm nay chira 5% (khi luong/khdi luong)
glyxerol, 1% (khéi lugng/khdi lugng) Carbomer 940, 2% (khdi lwong/khdi lugng) rugu
benzylic, 0,9% (khdi lugng/khdi luong) trietanolamin, 0,2% (khdi lrong/khdi luong)
metylparaben, 0,05% (khéi lu’qng/khéi luong) propylparaben, va nudc cho dén 100%
(khdi lwong/khéi lugng).

8. Dugc phim theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6 gel bao gbm

fibrin, colagen hodc axit hyaluronic.
9. Dugc pham theo diém bét ky trong s6 céc didm tir 1 dén 8, trong d6 gel la hydrogel.

10. Dugc phim duge chta erythpoietin, trong d6 duoc phdm nay dugc bao ché & dang
gel, va trong do dugc phim nay chira ruou benzylic ¢ ndng do nam trong khodng tir

0,01% dén 30% (khdi lugng/khdi luong) va polyme carboxy polyvinyl.
11. Dugc phim theo diém 10, trong d6 duoc phim nay chira fibronectin.

12. Dugc pham theo diém 10, trong d6 erythropoietin c6 mit voi ndng do 1a 5% (khoi

lugng/khdi lugng).

13. Dugc phém theo diém 11, trong d6 fibronectin c6 mat véi ndng do 1a 30% (khéi

lwgng/khdi lugng).

14. Dugc pham theo diém 13, trong d6 dugc pham nay chira erythropoietin véi ndng dod
ndim trong khoang tir 0,01 dén 30% (khdi lwong/khoi lugng), fibronectin v6i ndng do
nam trong khoang 0,01 dén 50% (khbi luong/khdi luong), glyxerol véi ndng d6 nim
trong khoang 0,01 dén 30% (khdi luong/khoi lugng), Carbomer 940 vdi ndng d6 nam
trong khoang 0,01% dén 30% (khoi lwong/khdi luong), trietanolamin v6i ndng do nam

trong khoang 0,01 dén 30% (khdi lwong/khdi lugng), metylparaben véi ndng do nim
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trong khoang 0,01 dén 30% (khoi lwong/khdi lwong), propylparaben voi nong dd nim

trong khoang 0,01 dén 30% (khoi lwong/khdi lugng).

15. Duoc phém theo diém 14, trong d6 dugc phém chtra 5% (khéi luqng/khéi luong)
glyxerol, 1% (khbi lwong/khdi lugng) Carbomer 940, 2% (khdi luqng/khéi lugng) ruou
benzylic, 0,9% (khdi luong/khéi lugng) trietanolamin, 0,2% (khéi luong/khdi luong)
metylparaben, 0,05% (khéi luong/khdi lugng) propylparaben.
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