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(57) Sang ché dé xuat hydrogel 1am chat nén sir dung axit hyaluronic (HA) lién
két goc nhdm pyrogalol (PG). Chét lién két HA-PG theo sang ché c6 thé duoc
tao lién két ngang nhanh chéng bai hai phuong phap khac nhau, méi phuong
phap c6 chit oxy héa dugc sir dung hodc pH duoc thém vao. Hydrogel theo sang
ché khong chi co tinh twong hop sinh hoc tuyét voi, ma con co cac dic tinh vat
ly duoc kiém soét tuyét voi nhu ti 18 lién két ngang, tinh dan hoi, va d6 bam
dinh, phu thudc vao timg phuong phap lién két ngang. Dua trén tinh on dinh va
tinh ning tuyét voi 46, hydrogel theo sang ché c6 thé dugc sir dung trong cac
linh virc khac nhau bao gém chét dan truyén thude, vat liéu dugc pham sinh hoc
nhu 1a chat 1am lanh vét thuong hoac chat chéng bam dinh, duoc pham, va cac

san pham my pham.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén hydrogel dua trén din xuét cuia axit hyaluronic dugc stra

d6i béi nhém galol va viée sir dung chiing.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Vit liéu sinh hoc chirc ndng dang ngay cang dugc chu y do céc thi truong lién
quan dén y té va cong nghiép cong nghé sinh hoc, cong nghiép m§ pham, va cac thi
trudng twong tu dang dwgc mé rong nhanh chong. Cu thé 13, viéc phat trién cua vat
liéu ¢6 tinh twong hgp sinh hoc sit dung polyme tu nhién dang ngay cang trd nén ph
bién, nhd d6 tinh én dinh dugc ddm bao hon so véi viéc dung polyme téng hop co thé

gdy ra doc t6 hodc cac tac dung phu.

R4t nhiéu nghién ctru va phat trién da dugc thuc hién dbi véi vat lidu c6 tinh
tuong hop sinh hoc axit hyaluronic. Axit hyaluronic 12 polyme sinh hoc c6 rét it tac
dung phu khi 4p dung cho co thé séng, va thAm nudc do cAu triic héa hoc ciia hgp chat
nhém dudng chira trong né. Hon nita, do chira rat nhidu d6 4m, axit hyaluronic dugc
biét dén 1a co tac dung tao dém tu nhién va tac dung bdi tron ddi voi ma sét caa khép
xuong, bao gém ca su dan hdi cia da. Thém vao d6, axit hyaluronic ¢6 déc tinh bao
vé chéng lai sy xam nhap ctia vi khuén tir bén ngoai va va phén huy tw nhién nh men
hiahuronidaza trong co thé séng khi dugc cdy vao co thé séng. Axit hyaluronic dugc
st dung 1am vat liéu quan trong cho hé din truyén thudc bing cach cho axit
hyaluronic lién két vé6i cac thube khac nhau. Cu thé 14, tir khi duoc chép thuan badi Cuc
quan 1y Thuc phdm va Dugc pham Hoa Ky, axit hyaluronic da dugc st dung rong rai
trong vat li€u y sinh, vat liéu lam gid d& dung cho cong nghé¢ mo, va polyme cho viéc
dan truyén thudc. Ngoai ra, axit hyaluronic c6 nhidu & mét vai 16p da khac nhau, va c6
chirc nang phirc hop nhu chirc ning cung cép do 4m, chirc ning hd trg mo ciia cdu
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trac nén, chirc nang hoat dong nhu 14 chét 1am dy, va chirc ning tham gia vao co ché
tai tao md. Tuy nhién, do 130 hoda, lugng axit hyaluronic, colagen, elastin, va céc
polyme nén khéc c6 trong da bi giam di. Vi du, su tiép xuc lap di lap lai véi tia cuc
tim tir mat troi 1am cho céc té bao da khong chi bi giam su tao thanh axit hyaluronic,
ma con 1am cho tdc d phan huy axit hyaluronic ting. Két qua cua viéc mat di vat liéu
nay 1a cac nép nhin, céc 16 rd, tinh trang mat 4m, va/hoic cac tinh trang khéng mong
mubn khac gép phan vao su 130 héa. Do d6, mdt trong nhitng phwong phap cai thién
tinh trang cua da 12 viéc sir dung rong rai chat lam ddy chura axit hyaluronic 13 thanh
phan chinh.

Do axit hyaluronic théng thudng lién quan dén cong nghé, cac vi du vé viée
tdng hop din xuét cua axit hyaluronic khéng tan duoc tao lién két ngang sir dung cac
hop chit ¢6 hai nhém chirc nhu 13 bisepoxit, bisalit, va fomandehyt d& dugc bao céo
trong mot vai tai liéu. Cu thé 13, Bang sang ché My sb 4,582,865 md ta vi du vé viéc
sir dung divinylsulfon cho viéc tao lién két ngang ciia axit hyaluronic; Bang sang ché
My s6 4,713,448 mo ta phan tng tao lién két ngang st dung fomandehyt; va Bang
sang ché My s 5,356,883 mé ta vi du téng hop vé gel dan xuét cta axit hyaluronic,
c6 nhém cacboxyl duoc sira dbi béi O-axylure hodc N-axylure sit dung céc
cacbodiimit. Tuy nhién, ché phdm dugc lién két ngang axit hyaluronic dugc bao ché
bing cic phuong phép theo céc sang ché nay c6 tinh 6n dinh thdp so véi axit
hyaluronic phan hity enzym va c6 ham luong héa chét khong phan tng cao, c6 thé gay
ra doc tinh sinh hoc. Thém vao d6, khong d& @& kiém soat sy lién két ngang hoic cac

tinh chét vat 1y cta cac ché phim nay dua trén viéc sir dung theo du kién. Do vay, c6

rat nhiéu han ché trong viéc 4p dung céc san pham trén cho cac vat liéu y t€ khéac nhau.

Vi thé, can thiét phai phat trién trinh do k¥ thuat dé kiém soat d& dang tinh chét vat ly
ctia hydrogel cia axit hyaluronic trong khi van duy tri kha ning twong thich sinh hoc

xuat sac cua no.

Theo d6, dé giai quyét cac van dé nay, sing ché @& xuat da ti€p tuc nd lyc phat
trién trinh d6 k¥ thuat trong viéc cai tién chirc ning cua axit hyaluronic 1a vét liéu c6
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tinh twong thich sinh hoc. Két qua 12 sang ché da phat trién k¥ thuat nén tang hydrogel
dua trén axit hyaluronic dugc sira di bi nhom pyrogalol, va hoan thién sang ché trén

co s& cua k¥ thuat nay.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich cia sang ché 1a dé xuat din xuat cla axit hyaluronic dugc diéu che

béng cach sira ddi axit hyaluronic bdi nhém pyrogalol va phuong phép diéu ché chiing.

Muc dich khéc cua sang ché 1a dé xuit phuong phap didu ché din xuit din
xuét hydrogel cla axit hyaluronic, bao gdm budc tao lién két ngang cac din xuét cua

axit hyaluronic.

Mot muc dich khac nita ciia sang ché 13 dé xuat din xuat hydrogel cua axit
hyaluronic ¢6 céu tric ma trong d6 cdc din xuat cua axit hyaluronic dugc tao lién két

ngang.

Mdt muc dich khac nira ctia sang ché 1a d& xut chit mang dan truyén thubc
hay 13 hé din truyén thudc: “drug delivery system” (DDS) sir dung dan xuét hydrogel

cla axit hyaluronic.

Mbt muc dich khéc nira ciia sang ché 1a dé xuét vat lidu y té 1a gia d dung cho

cong nghé mo sir dung dan xuét hydrogel ctia axit hyaluronic.

Mot muc dich khac nita cia sang ché 1a dé xuat bang vét thuwong hodc mang

chéng bam dinh dua trén dAn xuat cua axit hyaluronic.

Mot muc dich khac nita cua sang ché 1a dé xuat chat lam day c6 chaa dan xuat

hydrogel cta axit hyaluronic.

Mdt muc dich khéc nita cia sang ché 13 dé xuét phuong phap cai thién cdc nép

nhan trén da, bao gdbm buéc tiém chét 1am diy trong hodc dudi da clia mot ca thé.

Tuy nhién, céc vAn d& k¥ thuat dugc giai quyét boi sang ché khéng chi gisi

han & nhitng vin dé néu trén ma céc van dé khac khong dugc dé cép cling c6 thé duge
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hidu mot cach ro rang ddi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat

nay tir phdn mé ta dudi day.
Giai phap cho van d&

Dé dat dugc cac muc dich cua sang ché néi trén, sang ché @ xuit phuong
phap diéu ché hydrogel cla axit hyaluronic, phuong phép bao gbm bude tao lién két
ngang gifta cac din xuét cla axit hyaluronic, mdi din xudt dugc sira dbi boi nhém
galol, trong d6 din xudt cta axit hyaluronic dugc sira d6i béi nhém galol do phan tng

gifta axit hyaluronic va 5'-hydroxydopamin.

Theo mot phuong 4n cua sang ché d& xuét, dn xuét cia axit hyaluronic c6
Cong thirc 1 sau déy, trong d6 dan xudt cua axit hyaluronic c6 khdi Iugng phéan tir tir

10.000 Da dén 2.000.000 Da, va c6 ti 1 thay thé nhom galol khoang 0,1% dén 50%.

[Cong thire 1]

n

(Trong Coéng thirc 1, Ry 1a nhém hydroxyl hodc ,vanlasd

nguyén tir 1 dén 1.000).

Theo mot phuong an khic cia sang ché d& xult, & budc tao lién két ngang,

lién két ngang dugc thuc hién bang cach bd sung chét oxy hoa hoidc chét diéu chinh
4
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pH, trong d6 chat oxy héa co thé 1a natri periodat, hydro peroxit, peroxidaza cai ngya,
hodc tyrosinaza, va chit diéu chinh pH c6 théla natri hydroxit, liti hydroxit, kali
hydroxit, rubidi hydroxit, xesi hydroxit, magie hydroxit, canxi hydroxit, stronti

hydroxit, hoac bari hydroxit.

Theo mot phuong an khéic nita cua sang ché dé xuét, & budc tao lién két ngang
duoc thuc hién bing cach bd sung chat oxy héa, lién két ngang c6 Cong thirc 2 duge

tao thanh gitra cac dAn xuat cua axit hyaluronic.

[Cong thire 2]
OH
HO OH HA'
HA® HO OH
OH

(Trong Cdng thuc 2, HA' thé hién axit hyaluronic, trong d6 nhém cacboxyl

duoc thay thé bang nhém amit.)

Theo mdt phuong an khic nita cia sang ché dé xuét, & budc tao lién két ngang
dugc thyc hién bang cach bd sung chét didu chinh pH, lién két ngang c6 Cong thiic 3

dugce tao thanh giita cac dan xuét clia axit hyaluronic.

[Cong thirc 3]

HO

OH

HA'
HA'
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(Trong Cong thic 3, HA' thé hién axit hyaluronic, trong d6 nhom cacboxyl
dugc thay thé bang nhém amit.)

Ngoai ra, sang ché d& xuét hydrogel cia axit hyaluronic dugc didu ché boi
viéc tao lién két ngang cac dan xudt cua axit hyaluronic, mdi dn xuét c6 Cong thirc 1,
vi duy, hydrogel cua axit hyaluronic, trong do li€n két ngang c6 Cong thirc 2 hodc Cong
thitc 3 dwoc tao thanh giita céc din xuét ciia axit hyaluronic; va chit mang dé dan
truyén chét c6 hoat tinh sinh hoc c6 chira hydrogel cla axit hyaluronic. Tir quan diém
nay, theo mdt phuong an cua sang ché d xuAt, chit mang bao gbm, nhung khong gi¢i
han, khang thé, manh khéng thé, protein, peptit, polypeptit, hgp chét hoa hoc phan tir
nhd, DNA va/ hoac RNA, siRNA, gen, va té bao gbc bao gdbm té bao gdc truéng thanh,
té bao gdc trung md, hoic cac té bao gdc van ning cam ung: “induced pluripotent
stem cells” (iPSCs). Tir quan diém nay, theo mot phuong an khac cla sang ché dé xuét,
chit mang dé dan truyén chét co hoat tinh sinh hoc gitip giai phong dan dan chit c6

hoat tinh sinh hoc in vivo va ex vivo.

Ngoai ra, sang ché @& xuit hydrogel ciia axit hyaluronic dugc diéu ché béi lién
két ngang cac din xuét cua axit hyaluronic, mdi din xuit cb Cong thuc 1, vi du,
hydrogel cua axit hyaluronic trong d6 lién két ngang c6 Cong thirc 2 hodc Cong thirc 3
dugc tao thanh gitta cic dan xuét cua axit hyaluronic; va gia d& cho cong nghé mo c6

chira hydrogel cua axit hyaluronic.

Bén canh do, sang ché dé xuét chét lam ddy c6 chira dan Xuét cua axit
hyaluronic dugc sua dbi boi nhom galol hodc dan xuét hydrogel cta axit hyaluronic

duoc diéu ché boi viée tao lién két ngang cac dan xuat cua axit hyaluronic.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché dé xuat dua trén muc dich nay, dan xuat cia

axit hyaluronic c6 khéi lugng phan t& tir 10.000 Da dén 2.000.000 Da; va dan xuét

cua axit hyaluronic c6 ti 1€ thay thé nhém pyrogalol tir 0,1% dén 50%, tot hon 1a tir 1%

dén 30%, va t6t hon nita 1a tir 2% dén 20%. Theo mdt phuwong 4n khic clia sing ché,
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dAn xuit cua axit hyaluronic chiém mot lugng tir 0,1% (trong luong/ thé tich) dén 15%

(trong lugng/ thé tich) so v6i toan bd chit lam ddy.

Theo mdt phuong an khéc nita cuia sang ché d& xuét, chit lam diy co trang thai
18ng ex vivo va tao thanh trang théi duoc tao gel in vivo khong can chét lién két ngang.
Theo mo6t phuong an khéc nita cua séngv ché @ xuét, chit 1am ddy duogc tiém vao bét
ky vi tri nao dugc chon trong nhém bao gbm ving rianh nudc mét, ving nép nhan gitta
hai chdn may, vung khoe mit, ving tran, ving séng mili, ving rinh mili-m4, ving
rinh mdi-ham, va ving nép nhin cd. Theo mot phuong 4n khac nita cla sang ché @
xudt, chat 1am diy con chira bit ky yéu t6 ting truéng té bao dugc lwa chon trong
nhém yéu té tang trudng nguyén bao s¢i: “fibroblast growth factor” (FGF), yéu o
tang truong té bao biéu bi: “epithelial cell growth factor” (EGF), yéu t6 ting truong té
bao sung: “keratinocyte growth factor” (KGF), yéu t6 tang trudng chuyén dang alpha:
“transforming growth factor alpha” (TGF-o), yéu t6 ting truéng chuyén dang beta:
“transforming growth factor beta” (TGF-p), yéu t6 kich thich tao cum bach cau hat:
“granulocyte colony stimulating factor” (GCSF), yéu td tang truéng gidng insulin:
“insulin-like growth factor” (IGF), yéu té ting truéng ndi md mach mau: “vascular
endothelial growth factor” (VEGF), yéu t6 ting trudng té bao gan: “hepatocyte growth
factor” (HGF), yéu td ting trudng tlr tiéu cau-BB: “platelét-derived growth factor-BB”
(PDGF-BB), yéu t5 té bao than kinh c6 ngudn gbc tir ndo: “brain-derived neurotrophic
factor” (BDNF), va yéu t6 than kinh dém: “glial cell-derived neurotrophic factor”
(GDNF). Theo mdt phuong an khic nita cia sang ché d& xuét, chit lam diy con
chira bét ky thanh phin nio dugc lya chon trong nhom bao gbm thudc gy té cuc bd,

chat chong oxy hoa, vitamin, va cac ché pham cua nd.

Ngoai ra, sang ché d¢ xuat phuong phap diéu che chat lam day, bao gdm budc
dwa nhom pyrogalol vao khung cua axit glucuronic c6 trong axit hyaluronic dé diéu
ché dan xuét cua axit hyaluronic; va budc bd sung din xuat cua axit hyaluronic vao

mdi trudong nude va thuc hién sy hoa tron.
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Ngoai ra, sang ché dé xuit phuwong phép cai thién nép nhin trén da, bao gbm

budc tiém chét 1am diy trong hoic duéi da cua ca thé.

Ngoai ra, sang ché dé xuét chét lam lanh vét thuong hodc mang chong bam
dinh c6 chira dAn xuat cua axit hyaluronic dugc sira d6i boi nhoém galol hodc dan xuéat
hydrogel cua axit hyaluronic dugc diéu ché béi viéc tao li€n ket ngang cac dan xuat

cua axit hyaluronic.
Téc dung cd 1gi cla sang ché

Cong nghé didu ché hydrogel cta axit hyaluronic theo sang ché duya trén din
xuét clia axit hyaluronic dugc st d6i boi nhém galol, va bao gbm budc tao lién két
ngang céc din xut ctia axit hyaluronic trong diéu kién oxy héa thich hop va do pH cu
th8. Sang ché gitp kiém soat hiéu qua tinh chét vat 1y cta hydrogel nhu ti 1€ lién két
ngang, tinh dan hdi, va d§ bam dinh phu thudc vao timg phwong phap lién két ngang,
trong d6 van cho phép hydrogel c6 tinh twong hop sinh hoc tuyét voi. Do do, sang ché
¢6 thé ap dung cho nhiéu linh vuc khac nhau nhu linh vuc y té va linh vuc m§ phém.

MO ta vin tit cac hinh vé
FIG. 1 minh hoa quy trinh tong hop dan xuét clia axit hyaluronic theo sang ché.

FIG. 2 minh hoa cac két qua thu dugce nho viéc phén tich cAu tric cia dan xuit

cda axit hyaluronic theo sang ché bang phép (a) FT-IR hoic (b) H-NMR.

FIG. 3 minh hoa so dd thé hién hydrogel cla axit hyaluronic va nhitng thay
ddi cua no6 trong lién két ngang phu thudc vao céc phuong phép lién két ngang khac
nhau.

FIG. 4 minh hoa (a) c4c két qua thu dugc nhd viéc phén tich nhitng thay doi
trong céu tric héa hoc dién ra trong qua trinh didu ché hydrogel cua axit hyaluronic st
dung NalO4 bang phép UV-vis, va (b) co ché tao thanh lién két ngang dua trén céc két

qua nay.
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FIG. 5 minh hoa (a) cac két qua thu dugc nhd viéc phén tich nhiing thay dbi
trong c4u tric héa hoc dién ra trong qué trinh diéu ché hydrogel ctia axit hyaluronic st
dung NaOH bang phép UV-vis, va (b) co ché tao thanh lién két ngang dya trén cac két

qué nay.

FIG. 6 minh hoa cac két qua thu dugc nhd viée xac dinh céc ti 1€ ma tai do
hydrogel cia axit hyaluronic theo sang ché dugce tao thanh. (a) minh hoa cac két qua
thu duoc nho viéc xac dinh sy hinh thanh dan dan hydrogel, va (b) minh hoa cac két
qua thu dugc nho viéc xdc dinh su bién dang dan din c4c mod dun dan hdi coa

hydrogel.

FIG. 7 minh hoa c4c két qua thu dugc nho viée xac dinh tinh bén vitng va tinh
dan hdi ctia hydrogel cua axit hyaluronic theo sang ché. (2) minh hoa céc két qua thu
dugc nho viéc xac dinh sy bién dang cadc md dun dan hdi cta hydrogel trong khoang
tr 0.1 dén 1 Hz, va (b) minh hoa cac két qua thu dugc nhd viée so sanh cdc md dun

dan hoi va tang § (G"/G') clia cac hydrogel.

FIG. 8 minh hoa céc két qua thu dugc nho viée xac dinh su thay dbi tinh bén
viing va tinh dan hdi ctia hydrogel cla axit hyaluronic lién két ngang NalO4 phu thudc
khdi luong va ndng dd phan ti cua cac dan xuét ctia axit hyaluronic. (a) minh hoa cac
két qua thu dugc nho viéc xac dinh su bién dang cdc md dun dan hdi coa hydrogel
trong khoang tir 0.1 dén 1 Hz, va (b) minh hoa céc két qua thu dugc nho viée so sanh

céc md dun dan hdi va tang & (G"/G') clia cac hydrogel.

FIG. 9 minh hoa céc két qua thu dugc nhd vige xac dinh do bam dinh cua
hydrogel ctia axit hyaluronic theo sang ché. (a) minh hoa két qua thu dugc nhd viée do
dac bing luu bién ké cac thay dbi hiru hiéu dugc 4p dung dua trén khoang céach giita
céac 16p va (b) minh hoa két qua thu dugc nho viée xac dinh s6 luong va danh gia do
bam dinh.

FIG. 10 minh hoa cac két qua thu dwgc nhd viéc xac dinh cac mau truong 1én
va phan hiy cta hydrogel cua axit hyaluronic theo sang ché, va cac két qua thu dugc
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nho viéc xac dinh sb luong, dénh gid ti 1é truong va ti 1€ phan huy cia hydrogel cla
axit hyaluronic dugc diéu ché boi viée st dung cac din xudt cia axit hyaluronic da
duoc téng hop bang cach bd sung 0,5X (a) hodc 1,0X (b) 5-hydroxydopamin tiry theo

ndng d6 phan tir ciia axit hyaluronic.

FIG. 11 minh hoa céc két qua thu dugc nho viéc xac dinh xem céc hydrogel
cua axit hyaluronic theo sing ché c6 gdy ra doc té bao va phan tmg viém hay khong.
(a) va (b) 14n lugt minh hoa phwong phép nhudém @8 x4c dinh té bao sbng/ chét (khung
ti 16 = 100 um) (a) va kha ndng sdéng duoc (b) ctia cac hADSC & ngay tha 1, 3, va 7
sau khi bao nang cia cac hADSC nhim dénh gid do doc cta hydrogel HA-PG. (c)
minh hoa Kkét qua thu dugce nho viée thuc hién thi nghiém hép thu mién dich dugc lién
két ngang bdi enzym dé xéc dinh sb lugng TNF-a tiét ra tir dai thyc bao (RAW 264,7)
khi dugc ddng nudi cdy véi hydrogel HA-PG dugc lién két ngang béi dung dich
NalOj4 hoic NaOH (n =4, **p < 0,01 vs nhém LPS).

FIG. 12 minh hoa cac két qua thu dugc nhd viéc xé4c dinh tinh twong hop in
vivo cia céc hydrogel cia axit hyaluronic theo sang ché. (a) minh hoa hinh dang cta
cac hydrogel HA-PG (DS 8%) phuc hdi & ving duéi da cua chudt & ngay 0, 7, 28, va
84 sau khi dugc cdy vao ving duéi da. (b) minh hoa cic dang phan hiy sinh hoc in
vivo cia hydrogel HA-PG. (c) va (d) 1an lwgt minh hoa su nhudm mau H&E (c) va sy
nhudém mau xanh toulidin (d) cia hydrogel phuc hdi ciing v6i md 1an can & ngay 28

sau khi cdy (khung ti 1& = 300 pm).

FIG. 13 minh hoa cac két qua thu dugce nhd viée xac dinh cac manh phan huy
in vivo cta hydrogel cta axit hyaluronic theo sang ché in vivo. (a) minh hoa cac két
qué thu dugc nho viée xéac dinh thay dbi vé thé tich cua hydrogel va (b) minh hoa céc
két qua thu dugc nho viéc xac dinh trong lugng cla cac hydrogel con lai, sau khi

hydrogel dugc ciy dudi da ctia chudt.

FIG. 14 minh hoa cac két qua thu dwgc nhd viéc xac dinh kha ning dung

hydrogel dugc bao ché béi viée sir dung NalOq dé tao ra su dan truyén thudc. (a) minh
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hoa céc két qua thu dugc nhd viée xac dinh sy tao thanh va hinh dang cia céc vi hat
truée va sau khi siy dong khd, va (b) minh hoa két qua thu dugc nho viée xac dinh

lugng BSA dugc bao nang trong cac vi hat dugc giai phong ra.

FIG. 15 minh hoa cac két qua thu dugc nhd viéc xdc dinh kha nang ding
hydrogel dugc bao ché boi viéc sir dung NalOq4 dé tao ra sy dan truyén thudc. (a) minh
hoa phan Ung tao thanh li€én két ngang st dung NalOs, (b) minh hoa hinh dnh qua kinh
hién vi thé hién su tao thanh cac vi hat HA-PG (khung ti 1¢ = 50 pm), va (c¢) minh hoa
luong VEGF tich liiy thoat ra khdi khéi hydrogel HA-PG hodc vi hat HA-PG (PBS,
37°C) (n=4).

FIG. 16 minh hoa hiéu qua din truyén VEGF va chita bénh ciia hydrogel dugc
didu ché boi viéc str dung NalO4 trén mo hinh chudt thiéu mau chi. (a) minh hoa hinh
anh thé hién cac két qua thu dugc nho viée tiém trong co vi hat HA-PG co chtra
VEGF va tién hanh quan sat & ngay 0 (ngdy tiém thudc) va ngdy 28, (b) minh hoa gia
tri s6 ciia cic két qua (n = 4 dén 5), (c) minh hoa két qua cua viéc nhuom H&E va
nhuém MT, stt dung m6 chudt thuong lam ti€u chuén so sanh (khung ti 1& = 100 pm),
(d) minh hoa két qua thu dugc nho viée xac dinh s6 lugng vung héa xo & chi thiéu
méu (n = 12, **p <0,01 véi nhém PBS, ##p < 0,01 véi nhom HA-PG, va @p <0,05
v6i nhém VEGF), va () minh hoa hinh anh co chén thiéu mau d3 dugc nhudém mién
dich dé dugc a-SMA (hinh thanh tiéu dong mach) va vWF (hinh thanh mao mach).
Céac miii tén den chi ra 1an lugt sy hinh thanh tiéu dong mach (a-SMA duong tinh) va
mao mach (VWF duong tinh) & md thiéu mau (khung ti 1& = 100 pm). (f) minh hoa )
lumen nhudm duong tinh véi a-SMA va cac mao mach duong tinh voi vWF trong co
thiéu méau (n = 18,20, *p < 0,05, va **p < 0,01 v6i nhém PBS, ## p< 0,01 v6i nhom
HA-PG, va @p < 0,01 v6i nhdémVEGF).

FIG. 17 minh hoa sy diéu ché chit bam dinh md hydrogel HA-PG sit dung lién
két ngang gidn tiép NaOH. (a) minh hoa sy tao thanh din xuit hydrogel cua axit
hyaluronic béi lién két ngang gian tiép NaOH. (b) minh hoa két qua thu dugc nho viée

11

11/65



43197

5o sanh dd bam dinh giita d4n xuét hydrogel cla axit hyaluronic lién két ngang bai
NaOH va dan xuét hydrogel ciia axit hyaluronic lién két ngang boi NalOs. (c) minh
hoa két qua thu dugc nhd viéc so sdnh mirc d§ tach ra trung binh gitta cac hydrogel

HA-PG tuong tmg (n = 3, **p < 0,01 v6i nhom NalOy).

FIG. 18, (a) minh hoa vin tit hoa hoc bam dinh cia hydrogel HA-PG duoc tao
ra béi cam g véi NaOH, and (b) minh hoa hinh anh thé hién sy bam dinh truc tiép

ctia hydrogel v6i cac co quan ciia chudt (tim, than va gan).

FIG. 19, (2) minh hoa két qua thu dwgc nho viéc 4p dung hydrogel HA-PG
dugc tao ra bdi cam tng véi NaOH trén bé mit gan chudt va thuc hién viéc nhudm
H&E véi hydrogel bam trén bé mit md gan sau 7 ngay (khung ti 1€ = 500 pm). (b)
minh hoa két qua thu dugc nho viéc cly cac t& bao gbc trung md tir md6 md clia ngudi:
“human adipose tissue-derived stem cell” (hADSC) 1én trén gan chudt st dung HA-
PG lién két ngang bi NaOH, va sau d6 mo ta viéc nhuém héa mé mién dich cing véi
md gan gbc va cac hADSC c6 trong ciu tric hydrogel theo sang ché. Cac té bao ky
hiéu 1a Dil da dugc phat hién ra trudce khi cdy (trai). Nhuom héa md mién dich dugc
thuc hién di véi CD44 va nhan té bao phan chit nhuém biang DAPI (phai) (khung ti
1€ =500 pum)

FIG. 20 minh hoa su tao gel ctia dung dich HA-PG theo sang ché nho kha
ning oxy hoa trong co thé, trong d6 FIG. 20(a) minh hoa viéc tiém dung dich HA-PG
va su tao gel theo do6 nho kha ning oxy hoa trong co thé; va FIG. 20(b) minh hoa két

qua thu dugc nho viée xac dinh da chudt c6 chira hydrogel dugc tao thanh trong co thé.

FIG. 21 minh hoa céc két qua thu dugc nho viée tiém dung dich HA-PG theo
sang ché trong da, va sau d6 xac dinh xem hydrogel dugc tao thanh trong co thé c6
dugc duy tri trong co thé hay khong, trong d6 FIG. 5(a) minh hoa cac két qua thu
duogc nho viée xac dinh hydrogel dugc tao thanh trong co thé (tuén 0, 10, va 24); va
FIG. 5(b) minh hoa két qua thu dwgc nhd viéc do dac su thay d6i vé trong luong clia

hydrogel dugc tao thanh trong co thé trong khoang 6 thang.
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FIG. 22 minh hoa cac két qua thu duoc nhd vide xac dinh diéu kién dé hinh
thanh hydrogel HA-PG c6 trong dung dich HA-PG theo sang ché va dé tiém dung
dich d6 vio co thé, trong d6 FIG. 22(a) minh hoa biéu dd thé hién sy hinh thanh
hydrogel HA-PG; va FIG. 22(b) minh hoa két qua thu dugc nho viée so sanh c& kim
tiém ding dé tiém vao co thd cac san phim chat lam diy thong thuong (Megafill,

Perlane).

FIG. 23 minh hoa céc Két qua thu dugc nho viée tiém dung dich HA-PG theo
séng ché trong da, va sau d6 xéac dinh hiéu qua cai thién nép nhin truéc va sau khi
tiém, trong d6 FIG. 23(a) minh hoa két qua thu dugc nho viéce léy mau da nhin va so
sanh; va FIG. 23(b) minh hoa céac két qué thu dugc nho viéc xac dinh pham vi, d6 dai

va dd siu cua cac nép nhén va so sanh.

FIG. 24 minh hoa cac két qua thu duge nho viéc so sanh v6i cac san pham
chét 1am ddy thong thuong (Megafill, Perlane) véi diéu kién c6 thé duy tri trong co thé,
trong d6 FIG. 24(a) minh hoa céc két qua thu dugc nhd viée tiém trong da dung dich
HA-PG theo sang ché (200 KDa, 1 MDa), san phim Megafill, va san phim Perlane,
sau d6 nhan dién hydrogel dugc tao thanh trong co thé (ngay 0, 14, 28, 56, 84, 168, va
252); va FIG. 24(b) minh hoa két qua thu dugc nhd viée do dac sy thay ddi vé trong
lwong cia hydrogel dugc tao thanh trong co thé trong khoang 9 thang.

FIG. 25 minh hoa céc két qué thu dugc nho viéc so sanh véi cac san phém
chét lam day thong thuong (Megafill, Perlane) véi didu kién c6 thé duy tri trong co thé,
trong d6 FIG. 25(a) minh hoa céc két qua thu dugce nho viée tiém trong da dung dich
HA-PG theo sang ché (200 KDa, 1 MDa), san pham Megafill, va san phim Perlane,
sau d6 nhan dién su tao thanh hydrogel trong co thé (ngay 0, 14, 28, 56, 84, va 163);
va FIG. 25(b) minh hoa két qua thu duge nhd viée do dac su thay dbi vé lugng
hydrogel tao thanh trong co thé trong khoang 9 thang.

FIG. 26 minh hoa cac két qua thu duge nho viéc xac dinh do bam dinh trong
co thé cua hydrol tao thanh trong co thé, trong d6 FIG. 26(a) minh hoa két qua dbi véi
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san phim Perlane; va FIG. 26(b) minh hoa cac két qua d6i v6i dung dich HA-PG (200
KDa, 1 MDa).

FIG. 27 minh hoa cac két qua thu dugc nho viée so sanh voi cac san phém
chét lam ddy thong thuong (Megafill, Perlane) véi didu kién c6 thé tiém duogc, va cac
két qua thu dugc theo d6 nhd viée xac dinh céc thay dbi v& luc déy ra khi tiém dung
dich HA-PG theo sang ché (200 KDa, 1 MDa), sin phim Megafill, va san phim
Perlane sir dung kim tiém cac ¢ khac nhau (21G, 25G, 29G, 30G).

FIG. 28 minh hoa céc két qua thu duge nho viée so sanh véi cac san phém
chét lam dﬁy thong thuong (Megafill, Perlane) voi didu kién c6 thé tiém duoc, trong
d6 FIG. 28(a) minh hoa két qué thu dugc nho viée xac dinh céc thay dbi vé luc déy ra
khi tiém dung dich HA-PG theo sing ché (200 KDa, 1 MDa), san phém Megafill, va
san phém Perlane st dung kim tiém 30G; va FIG. 28(b) minh hoa két qué thu dugc
nho viéc xac dinh céac thay dbi vé luc déy ra khi tiém dung dich HA-PG theo sang ché
(200 KDa, 1 MDa), san pham Megafill, va san phim Perlane sir dung kim tiém 29G.

FIG. 29 minh hoa cac két qua thu dugc nhd viéc so sénh véi cac san phém
chét lam ddy thong thuong (Megafill, Perlane) véi didu kién co6 thé tiém dugc, trong
d6 FIG. 29(a) minh hoa két qua thu dugc nhd viée so sanh luc s6 ra khi tiém dung
dich HA-PG theo sang ché (200 KDa, 1 MDa), san phim Megafill, va san phim
Perlane st dung c4c kim tiém c6 cac ¢ khac nhau (21G, 25G, 29G, 30G); va FIG.
29(b) minh hoa két qua thu duge nho viée so sanh luc trugt dong lyc khi tiém dung
dich HA-PG theo sang ché (200 KDa, 1 MDa), san phim Megafill, va san pham
Perlane st dung kim tiém cac ¢& khac nhau (21G, 25G, 29G, 30G).

FIG. 30 minh hoa céc két qua thu dugce nho viée tiém trong da dung dich HA-
PG theo sang ché trong d6 yéu t6 tang truéng biéu méd (20 ng/ml, 1 pg/ml, 20 pg/ml)
duoc bao nang, va tiép theo xac dinh hiéu qua cai thién nép nhan trudce va sau khi tiém,

trong d6 FIG. 30(a) minh hoa cac két qua thu dugc nhd viée léy mau da nhin va so
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sanh; va FIG. 30(b) minh hoa cac két qua thu dugc nho viée xac dinh pham vi, do dai

va do siu cta cac nép nhén va so sanh.

FIG. 31 minh hoa cac két qué thu dugc nho viée tiém trong da dung dich HA-
PG theo sang ché, trong d6 yéu t6 ting truéng té bao biéu m6 (20 ng/ml, 1 pg/ml, 20
ng/ml) dugc bao nang, thuc hién viéc nhudm H&E cac mau cét dong lanh OTC theo

d6, va tién hanh xét nghiém mo bénh hoc.

FIG. 32 minh hoa cac két qua thu dugc nho viée so sanh hiéu qua phuc hdi md
da dan dan (1 thang) gitta san phim chét 1am day thong thuong (Perlane), dung dich
HA-PG, trong d6 yéu td tang truéng té bao biéu mé khong dugc bao nang, va dung
dich HA-PG theo sang ché, trong d6 yéu t tang trudng té bao biéu md (10 pg/ml)
duoc bao nang, va cac két qua thu duge theo d6 nhd thyc hign viéc nhudm H&E cac

mAu cit déng lanh OTC theo d6 va tién hanh xét nghiém mo bénh hoc.

FIG. 33 minh hoa cac két qua thu dugc nho viée so sanh hiéu qua phuc hdi md
da dan dan (1 thang) gifta san phim chét 1am day thong thuong (Perlane), dung dich
HA-PG, trong d6 yéu td ting truéng té bao biéu mod khong dugc bao nang, va dung
dich HA-PG theo sang ché, trong d6 yéu t6 ting trudng té bao biéu md (10 pg/ml)
duoc bao nang, va cac két qua thu duge theo d6 nho thuc hién phuong phap nhudm ba
mau ciia Masson (MT) cac miu cit dong lanh OTC theo d6 va tién hanh xét nghiém
md bénh hoc.

FIG. 34 minh hoa céc két qua thu dugc nho viéc sit dung dung dich HA-PG
theo sang ché cho chd bi thuong, va sau d6 xac dinh hydrogel ¢6 dugc tao thanh & chd

bi thwong hay khong, va nho thé hydrogel dugc dinh chit vao do.

FIG. 35 minh hoa md ta vén tit quy trinh bao ché dung dich HA-PG theo sang
ché thanh dang bot.
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FIG. 36 minh hoa cac két qua thu duge nho viéc tiém trong da dung dich HA-
PG theo séang ché da duoc hoa tan lai tir dang bt dong kho cia nd, va sau do xac dinh

hydrogel tao thanh trong co thé.

FIG. 37 minh hoa céc két qua thu dugc nho viée xac dinh do 6n dinh bao quan
cia dung dich HA-PG theo sang ché, va cac két qua thu dugc theo d6 nhd viéc xéc
dinh xem dung dich HA-PG ¢6 tao gel trong congteno bao quan hay khong trong qua
trinh cét giit dung dich HA-PG & nhiét do phong (25°C) hodc trong tinh trang dugc
lam lanh (4°C).

FIG. 38 minh hoa céc két qua thu dugc nho viée xac dinh do 4n dinh bao quan
ctia dung dich HA-PG theo sdng ché. Khi nito dugc phun vao congteno bao quan dé
ngan tiép xuc gitta dung dich HA-PG va khi oxy, va sau d6 dung dich HA-PG dugc
bao quan trong tinh trang dugc lam lanh (4°C) trong 3 ngay; mét khac, dung dich HA-
PG dugc bao quan trong tinh trang dong lanh (-80°C) trong 10 ngay. Sau d9, cac dung
dich nay duogc tiém trong da, va hydrogel tao thanh trong co thé duoc nhan dién, nho
d6 thu duoc két qua.

M3 ta chi tiét sang ché

Tir phin du6i day, sang ché dé xuét s& duge md ta chi tiét.

Sang ché dé xuét phuong phap didu ché hydrogel cua axit hyaluronic, phuong
phap bao gdm buéc tao lién két ngang gitra céc dan xuét cta axit hyaluronic, mdi dan

xut duge stra ddi bai nhém galol, trong d6 dan xuat cia axit hyaluronic dugc sira doi

b6i nhom galol nhd phan tng gitra axit hyaluronic va 5'-hydroxydopamin.

Thuét ngit "axit hyaluronic” (HA) sit dung trong tai li¢u nay d& cap dén
polysacarit mach thing cao phan t& chira disacarit 1am don vi cAu trac, trong d6 axit
D-glucuronic (GlcA) va N-axetyl-D-glucosamin (GlcNAc) dugc lién két boi lién két B

1,3-glycosidic, va bao gdm ca axit hyaluronic va mudi ctia n6. Do6i v6i mudi, muoi
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natri, mudi kali, mudi magie, mudi canxi, muoi nhom, va cac mudi trong tuy dugc lay

lam vi du, nhung khong bi gi6i han & do.

Pon vi cu tric disacarit ciia axit hyaluronic c6 Cong thic 4, va cd gia tri

trong khoang 1 dén 1,000, nhung khong bi gidi han & d6.

[Cong thirc 4]

OH
OH ]
Oi HO—~ )0
HO—~"\"" NH
OH
o/’K

Axit hyaluronic ¢6 trong dich thuy tinh thé mit, hoat dich khép, mao ga, va
cac dang tuong tu, va dugc biét dén nhu 13 vat lidu sinh hoc ¢6 tinh twong hgp sinh
hoc cao. Mic di hydrogel cua axit hyaluronic ¢6 tinh mg dung cao dbi véi vt lidu
sinh hoc, tinh chit co hoc bi gi6éi han do polyme tu nhién ban thén n6 khién cho
hydrogel cta axit hyaluronic khé co thé 4p dung lam vét liéu sinh hoc (vi dy, chat
mang din truyén thudc, gia d& dung cho cong nghé md). Vi thé, cac tac gia da dua
nhém galol c6 tinh oxy hoa cao vao axit hyaluronic @8 didu ché din xuit cua axit
hyaluronic (Vi du thuc hién 1), va tao thanh lién két ngang cac din xult cla axit
hyaluronic trong diéu kién oxy héa thich hop va chi s6 pH cu thé (pH 8 dén 9) dé didu
ché hydrogel (Vi du thuc hién 2). Theo d6, sang ché c6 sy khac biét ky thuat vé tinh
chét vat ly nhu 1a ti 1€ lién két ngang, tinh dan hdi, va do bam dinh cta hydrogel dugc

kiém so4t hiéu qua (Vi du 1 va 3).

Thuat ngit "dan xudt cta axit hyaluronic" hay "axit hyaluronic-li€n két
pyrogalol" duge st dung trong tai liu nay dugc hiéu 12 bao gdm ca axit hyaluronic
hoic mudc cta nd, trong d6 nhoém galol duge dua vao két cdu cua axit glucuronic c6

trong axit hyaluronic hodc muoi cia nd.
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Theo mdt phuong 4n, dan xuét cla axit hyaluronic dugc diéu ché bai phan tmg
gitta dAu mut ciia don vi 13p disacarit c6 Cong thirc 4, cu thé 13, nhém cacboxyl va 5'-
hydroxydopamin. Dain xuét cta axit hyaluronic dugc diéu ché boi phan tmg cha it

nhét mot don vi ldp c6 Cong thirc 5, va c6 Cong thirc 1.

[Cong thirc 5]

HO

HN

[Cong thirc 1]

N o ° 0
T o -
HO
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/ “OH

(Trong Cong thtrc 1, Ry 14 nhém hydroxyl hodc ,vanlash

nguyén tir 1 dén 1,000.)

Ngoai ra, dan xuét cia axit hyaluronic ¢6 khéi luong phéan ti 10.000 Da dén
2.000.000 Da, va dan xuét cuia axit hyaluronic c6 ti 1& thay thé nhom galol 0,1% dén
50%, tuy nhién ti 1€ thay thé nhom pyrogalol khong bi gidi han theo do.

"Tj 18 thay thé" nghia 12 mot nhom chire cu thé c6 trong axit hyaluronic hoac
muébi clia né dugce thay thé hoic sira d6i bai nhom galol. Ti 1€ dugc thay thé béi nhom
galol dugc xac dinh 1a ti 1€ don vi ldp, trong d6 nhom galol dugc dua vao toan bo cac
don vi 1ap axit hyaluronic, va dugc thé hién bang viéc xé4c dinh gid tri sb tir 16n hon 0
dén nho hon hoic bing 1, gié tri sé tir 16n hon 0% dén nhé hon hodc béng 100%, hodc

gid tri s6 tir 16n hén 0% mol dén nhé hon hogc bang 100% mol.

Thuét ngit "hydrogel” dugc st dung trong tai liéu nay c6 nghia cAu trac ba
chiéu cua polyme thAm nuéc gitt lai mot luong hi¢u qua do 4m. Theo muc dich cta
sang ché, hydrogel nghia 13 hydrogel dugc tao thanh boi cac din xuit cla axit

hyaluronic, mdi dan xuat dugc stra doi béi nhém galol.

Quy trinh didu ché hydrogel cla axit hyaluronic dugc thuc hién boi phan Gng
tao thanh lién két ngang giita cac dan xudt cla axit hyaluronic. Pé c6 phan ung tao
thanh lién két ngang, quy trinh con bao gdm buéc hoa 1an céac din xuit cia axit
hyaluronic véi PBS va chit trong tu dé diéu ché dung dich tién chét hydrogel cta axit
hyaluronic. Lién két ngang nay dugc thuc hién boi lién két ngang héa hoc gay ra do
su chiéu tia UV, lién két ngang vat ly, hodc lién két ngang sinh hoc, dé tao thanh
hydrogel. O day, lién két ngang hoa hoc gay ra do su chiéu tia UV bao gdm lién két
ngang quang, lién két ngang st dung chét tao lién két ngang phan ung, hodc cac loai
tuong tu. Lién két ngang sinh hoc bao gdm lién két ngang 4p dung lyc lién két giita
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heparin va yéu tb ting trudng, lién két ngang st dung lién két bd sung DNA hoic cic
loai trong tu. Lién két ngang vat 1y bao gdm lién két ngang dugc tao thanh boi lién
két hydro, lién két ngang dugc tao thanh béi tuong tc chat ki nude, lién két ngang st
dung tuong tac tinh dién, hodc cac loai tuong tu. Tt hon 13, lién két ngang dugc thuc
hién bang viéc bd sung chit oxy hoa hodc chat diéu chinh pH. Chét oxy hoa c6 thé 1a
natri periodat, hydro peroxit, peroxidaza cai ngua, hodc tyrosinaza, va chit diéu chinh
pH c6 thé 13 natri hydroxit, liti hydroxit, kali hydroxit, rubidi hydroxit, xesi hydroxit,
magie hydroxit, canxi hydroxit, stronti hydroxit, hodc bari hydroxit. Tuy nhién, chét

oxy héa va chét didu chinh pH khong bi gi6i han theo do.

Theo mdt phuong én, truong hop chit oxy hoa dugc bd sung va lién két ngang
duoc thuc hién, lién két ngang c¢6 Cong thic 2 dugc tao thanh gita cac dan xuét cla
axit hyaluronic. Trong Cong thirc 2, HA' 13 axit hyaluronic, trong d6 nhém cacboxyl

duoc thay thé béi nhém amit.

[Cong thirc 2]
OH
HO, I OH HA'
HA' HO O OH
OH

Theo mot phuong an khac, truong hop chét diéu chinh pH dugc bd sung va
lién két ngang dugc thuc hién, lién két ngang c6 Cong thirc 3 dugce tao thanh gifta cac
d3n xuét cta axit hyaluronic. Trong Cong thirc 3, HA' 1a axit hyaluronic, trong do6

nhém cacboxyl dugc thay thé boi nhém amit.
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[Cong thirc 3]
HO

OH

HA'
HA'

Theo mét phuong én cua sang ché, & budc tao thanh lién két ngang gifta cac
dAn xuét cta axit hyaluronic, mdi din xuit dugc stra d6i béi nhém galol, hydrogel cua
axit hyaluronic 1an lugt dugc diéu ché bai viéc sir dung natri periodat 12 chét oxy héa,
hodic natri hydroxit 12 chat didu chinh pH (xem Vi du thuc hi¢n 2). Két qué 1a ¢6 kha
ning xac dinh cic hydrogel cta axit hyaluronic dugc didu ché theo cac phuong phap
tao lién két ngang tuong tmg voi cac khac biét dang ké v& tinh chét vat Iy nhu ti 1¢ lién
két ngang, tinh bén ving, tinh dan hdi, d6 bam dinh, va dang phan huy, cing v6i tinh
twong hop sinh hoc tuyét voi (xem Vi duy 1 dén 3).

Theo mdt phuong an cua sang ché, chit 1am dy dugc dé xuét bao gbm dan
xuét ciia axit hyaluronic hodc hydrogel cua axit hyaluronic theo sang ché. Chit 1am
day theo sang ché c6 dang 1ong hodc dang dung dich, trong d6 cac dan xudt clia axit
hyaluronic ¢6 nhém galol dua vao dugc hoa tan trong moi truong nude. Cu thé,
truong hop tiém vao co thé 1a dung dich, mic du khong chira thanh phén tao lién két
ngang, van c6 thé tao thanh hydrogel chi v6i kha nang oxy héa trong co thé ma khong

c¢6 do 1éch giita cac c nhan vé6i nhau, do d6 dap ing viéc 1am day mo da va duy tri do

4m trong da. Theo mot phuong an, moi truong nude la dung dich mudi dém phosphate:

“phosphate buffered saline” (PBS), va dAn xuét cta axit hyaluronic chta mot lugng
t6t hon 1a 0,1% (trong lwong/ thé tich) dén 20.0% (trong luong/ thé tich), va t6t hon
nita 12 0.3% (trong lugng/ thé tich) dén 10.0% (trong lwong/ thé tich), trong toan bd
chét lam dy. Tuy nhién, nhidu sira d6i va thay ddi khac nhau da dugc tién hanh dua
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trén moi trudng nude va ti 1€ chira trong chit lam ddy da dugc biét dén trong cung linh

vuc.

Thuét ngir "chét lam dﬁy" dugce str dung trong tai liéu nay la vat liéu tiém dé
lam diy mo da, vi du tiém vt liéu c6 tinh twong hop sinh hoc trong hodc dudi da dé
cai thién cac nép nhan va phuc hdi thAm m¥. Hién nay, cac vat liéu @8 didu ché chét
lam day da duoc chép thuan béi FDA hodc MFDS 14 colagen, axit hyaluronic, canxi
hydroxyapatit, axit polylactic, va cac chét tuong tu di duoc @& cap dén. Trong sd do,
axit hyaluronic 1a vét li€u tuwong tu yéu t6 cdu tao co thé ngudi va c6 thé sir dung ma
khong can thir nghiém phén tng v6i da; va axit hyaluronic c6 déc diém hut 214 phan
t&r nude moi phan tir, do d6 duy tri hiéu qua do 4m trong da. Vi vy, axit hyaluronic
gin déy chiém khoang 90% thi trudng chat 1am ddy. Do viéc st dung dan xuét cla
axit hyaluronic, trong d6 nhom galol c6 kha nidng oxy hda cao dugc dua vao, chét lam
day theo sang ché c6 thé tao thanh hydrogel chi v6i kha néng oxy hoéa trong co thé ma
khong can diéu kién chét tao lién két ngang, nhd d6 kha ning tuwong hop sinh hoc
dugc ting cudng, va hydrogel néi trén dugc tao thanh trong co thé ¢6 thé duy tri hinh
dang clia n6 & trang thai rd rang trong mot thoi gian dai (it nhét 13 6 thang). Do vay,
chét 1am diy c6 sw khac biét k§ thudt & viéc thé hién hidu qua cai thién nép nhan tuyét
voi dua trén cac dac diém cua axit hyaluronic nhu dugc mo ta & phﬁn trén, c6 do bam
dinh va tinh 6n dinh tuyét voi trong co thé khi so sanh v6i cac san phdm chét 1am day
thong thuong, va co thé duoc tiém dn dinh vao vi tri 3 dinh ma khong phu thudc luc
dly ra (Vi du 2 va 3).

Ngoai ra, chét 1am day theo sing ché con duge bao ché dudi dang bot, va cu
thé hon 13 dudi dang bot dong khd, nhim dem lai viéc st dung d& dang va do on dinh
bao quan. Mt khac, chét 1am diy néi trén yéu cau budce xir ly trude, trong d6 néd duge

‘hoa tan trong moi trudng nude nhu 1a PBS va lam hoa tan truée khi dugc tiém trong
da. Tuy nhién, cling c6 kha ndng 4p dung truc tiép chit lam day, da duoc lam dudi

dang dung dich, phu thudc sy bdo quan va diéu kién dua ra theo do.
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Theo mot phuong an khéc, nhim ting hiéu qua phuc hdi da, chit lam day theo
sang ché con chira yéu td ting trudng té bao hodc vitamin. Yéu tb ting trudng té bao
dé cap chung dén polypeptit gitp phan chia té€ bao, su tang trudng, va sy phan héa, va
tdt hon 13 duoc lua chon trong nhom bao gbdm yéu t§ ting trudng nguyén bao s¢i
(FGF), yéu tb tang truéng té bao bidu bi (EGF), yéu td ting truéng té bao simg (KGF),
yéu tb tang trudng chuyén dang alpha (TGF-a), yéu t6 ting truéng chuyén dang beta
(TGF-B), yéu t6 kich thich tao cum bach cau hat (GCSF), yéu t6 ting trudng gidng
insulin (IGF), yéu t6 tang truéng ndi md mach mau (VEGF), yéu 6 tang trudng té bao
gan (HGF), yéu tb tang truéng tir tidu cAu-BB (PDGF-BB), yéu t6 t& bao than kinh co
ngudn gdc tir ndo (BDNF), va yéu tb than kinh dém (GDNF). Yéu t6 ting trudng té
bao c6 thé chira lwgng 20 ng/ml dén 20 pg/ml, nhung khong gidi han chi trong khoang

nay.

Theo mét phuong an khéc nifa, chit 1am ddy theo sang ché con chira thube gay
t& cuc bd dé giam dau trong qua trinh tiém. Thudc gay té cuc bod ¢o thé duoc chon
trong nhom bao g@)m ambucain, amolanon, amylocain, benoxinat, benzocain,
betoxycain, biphenamin, bupivacain, butacain, butamben, butanilicain, butetamin,
butoxycain, caticain, cloprocain, cocaetylen, cocain, xyclometicain, dibucain,
dimetisoquin, dimetocain, diferodon, dyxyclonin, ecgonidin, ecgonin, etyl clorua,
etidocain, beta-eucain, euprocin, fenalcomin, fomocain, hexylcain, hydroxytetacain,
isobutyl p-aminobenzoat, leuxinocain mesylat, levoxadrol, lidocain, mepivacain,
meprylcain, metabutoxycain, metyl clorua, mytecain, naepain, octacain, ortocain,
oxetazain, paretoxycain, phenacain, phenol, piperocain, piridocain, polidocanol,
pramoxin, prilocain, procain, propanocain, proparacain, propipocain, propoxycain,
pseudococain, pyrocain, ropivacain, bupivacain, ruou salixyl, tetracain, tolycain,
trimecain, zolamin, va mubi ctia ching. Thudc gy té chira mot lugng tot hon 12 0,1%
theo trong luong dén 5,0% theo trong lugng, va tot hon nita 12 0,2% theo trong lugng
dén 1,0% theo trong lugng so voi khéi luong cia toan bd chat 1am day, nhung khong

gi6i han chi nam trong khoang do.
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Theo mdt phuong an khéc, chat lam diy theo sang ché con bao gdm chét
chéng oxy héa nhim ngin ngira sy oxy héa va sy phan hity cua hydrogel hinh thanh
nhd duge tao gel trong co thé. Chét chéng oxy héa dugc lya chon trong nhém bao
gdm polyol, manitol, va sobitol. Chét chéng oxy héa dugc lya chon trong nhom bao
gdm 0,1% theo trong lugng dén 5.0% theo trong lugng, va t6t hon nita 13 0.2% theo
trong luong dén 1.0% theo trong lugng so vdi khéi lugng cia toan bo chit 1am day,

nhung khong gidi han chi & trong khoang do.

Theo mdt khia canh cta sdng ché, sang ché dé xuat phuong phéap diéu ch€ chat
lam day, bao gom budc dua nhom galol vao khung cla axit glucuronic c6 trong axit
hyaluronic, dé diéu ché din xuat cta axit hyaluronic; va budc bd sung dan xuat cla

axit hyaluronic vao moi truong nuéc va thuc hién su hoa 1an.

Theo sang ché, budc bd sung din xuét cta axit hyaluronic vio méi trudong
nudce va thue hién sy hoa lan, tdt hon 13 duge thuc hién véi trang thai, trong d6 viée
tiép xuc véi khi oxy va cac ngudn oxy héa khac bi phong tda (vi du, bang viéc tiém
khi nito) trong diéu kién khoang 4°C dén 28°C va/ hodc d6 pH 4 dén 8 trudc khi tiém,

nham ngin chin su tao gel chét 1am ddy & trang théi 1ong .

Theo mdt phwong an, mdi trudng nuée la dung dich mudi dém phosphat
(PBS), va din xuét axit hyaluronic ¢c6 Cong thirc 1 dugc hinh thanh boi phan tmg
gitta axit hyaluronic va 5'-hydroxydopamin. Chét lam diy theo sang ché duoc didu
ché nho viéc bd sung yéu t6 ting truéng té bao, thude gy té cuc b, chét chdng oxy

hoéa, vitamin, va hop chat ctia chung.

Theo mot khia canh khéc ciia sang ché, dua ra phuong phap cai thién nép nhan
trén da, bao gdbm budc tiém chét 1am déy trong hozc duéi da cua ca thé. Theo sang ché
dé xuét, vi tri dinh ap dung chit 1am dﬁy c6 thé 13 bat ky didm nao cua co thé nhu
khudn mit, cd, tai, nguc, hong, canh tay va ban tay cua ca thé, va t6t hon 1a trén bét ky
diém nao 13 ving bi nhin da va duge chon tir nhom bao gbém ving rdnh nudc mit,

ving nép nhin gitta hai chn may, ving khoée mat, ving trdn, vang song mili, ving
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nép nhin rdnh mii, ving rdnh méi-ham, va ving nep nhdn c6. Tuy nhién, diém 4p
dung khong chi gi¢i han & day. Ngoai ra, theo sdng che, thuat ngir "ca thé" nghia la
d6i tuong can cai thién da nhan, va cu thé hon la bao gom tat cd moi ngudi, dong vat

linh trudng va cac ddi tuong tuong tu.

Cu thé 13, chit lam dﬁy theo sang ché c6 thé d& dang tiém vao vi tri dd dinh ma
khong can quan tim dén luc ddy ra. O budc tiém, chét 1am diy c6 thé dugc tiém trong
hoic duéi da st dung kim tiém va dng thong cac c& khéc nhau. Vi du phwong phép
tiém chat lam day 1a phuong phap tiém da diém, trong d6 viéc tiém nhiéu 1an dugc
thuc hién v6i timg lugng nhoé mot; phuong phép tiém duong thang, trong d6 kim tiém
duogc tiém xuéng sau khoang 10 mm, va sau d6 viéc tiém duogc thuc hién véi timg
luong nhé mdt trong qua trinh rut kim ra; phwong phép tiém hinh quat, trong do6 kim
tiém chi choc mot 14n, va sau d6 phuong phép tiém duong thing dugc thuc hién 13p di
lap lai theo céach thirc gidng nhau véi cac goc tiém xoay nhe ma khong dich chuyén

kim tiém; va cac phuong phap twong tu dugc st dung.

Theo mdt khia canh khac cia sang ché, dé xuét axit hydrogel hyaluronic dugc
diéu ché bai viéc tao thanh lién két ngang gitta céc dan xuét cia axit hyaluronic, mdi
dan xuét c6 Cong thirc 1, trong do6 lién két ngang c6 Cong thire 2 dugc tao thanh gitra
cac dan xudt cla axit hyaluronic; va chét mang dn truyén thudc, hé dan truyén thudc,

hodc gia d& ding cho cdng nghé md c6 chira hydrogel cua axit hyaluronic.

Ngoai ra, theo mt khia canh khac nita cua sang ché, dé xuét hydrogel cla axit
hyaluronic dugc diéu ché bai viéc tao thanh lién két ngang giita cac dan Xuét clia axit
hyaluronic, mdi dan xuét c6 Cong thic 1, trong do lién két ngang c6 Cong thic 3
duoc tao thanh gitta cac  dan xuét cla axit hyaluronic; va chét mang dan truyén thudc,
hé din truyén thudc, hogc gid d& dung cho cong nghé mo c6 chira hydrogel cua axit

hyaluronic.

Hydrogel cta axit hyaluronic theo sang ché c6 thé dugc st dung 1am ma tran

ngoai bao nhan tao dé tao khung hiéu qua cho viéc dan truyén thudc, va c6 khac biét
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k¥ thuat & chd dang vi hat cla n6 theo don vi nano hodc micrd c6 thé dugc bd sung
do kha nang oxy hoéa cao ctia din xuét cuia axit hyaluronic dugc sira d6i béi nhom
nhém galol. Thubc khong bi gi6i han cu thé, va tét hon 1a bao gébm khong gi6i han co
chit hoa hoc, tiéu phéan tu, peptit, khing thé, manh khéng thé, axit nucleic bao gém
DNA, RNA, hodc siRNA, protein, gen, vi rut, vi khuén, chét khang khuén, chét khang

nam, chét chéng ung thu, chét khéng viém, hdn hop ctia chiing, va céac chét tuong tu.

Ngoai ra, hydrogel cta axit hyaluronic theo sang ché ¢6 thé dugce st dung 1am
gia do dung cho cong nghé md dya trén tinh dan hdi va do bam dinh tuyét voi. Cong
nghé mo nghia 1a cac t& bao hodc té bao gdc duogc tach ra tir mod clia ngudi bénh dugc
nudi cdy trén gia do dé didu ché mot phuc hop gia do té bao, va sau dé phirc hop gia
d& té bao da duge didu ché dugc cdy ghép tro lai vao co thé séng. Hydrogel cla axit
hyaluronic dugc bd sung vao gia d& twong tu cho md sinh hoc nhim t6i uu hoa su
phuc hdi ctia cdc bo phan va cac md sinh hoc. Vi véy, hydrogel cua axit hyaluronic c6

thé str dung cho liéu phap gen hodc liéu phap té bao.

Ngoai ra, hydrogel theo sang ché ciing c6 thé duge dir dung 1am vét liéu my
pham va y té nhu nhén t§ 1am lanh vét thuong, vat liéu bao phu vét thuong, mang
chéng bam dinh, hodc 1am khudn rang. Tuy nhién, viéc st dung hydrogel theo sang

ché khong bi gi6i han chi trong pham vi nay.

Duéi day, cac vi du dugc uu tién s€ dugc mo td nham hi€u 16 sang che. Tuy
nhién, cac vi du duédi day dugc dua ra chi nham hicu 16 sing che dé dang hon, va

pham vi cua sang ché khong bi giéi han béi nhing vi du nay.
Vi du thuc hién sang ché

Vi du thwe hién 1; Diéu ché din xuat ciia axit hyaluronic dwoc stra doi béi

nhém galol

Nhu dwgc minh hoa trong FIG. 1, dan xuét cua axit hyaluronic duge sira doi
bdi nhom galol theo sang ché dugc didu ché. Cu thé 13, axit hyaluronic (MW 200K,

Lifecore Biomedical, LLC, IL, USA) dugc hoa tan hoan toan trong nuéc (TDW), va 1
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duong lugng N-hydroxysucxinimit (NHS, Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA)
va 1.5 duong lugng 1-(3-dimetylaminopropyl)-3-etylcacbodiimit hydroclorua (EDC,
Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) dugc bd sung vao. Sau 30 phut, 1 duong
lugng 5'-hydroxydopamin (Sigma-Aldrich, Inc.) dugc bb sung vao lam gbc nhém PG
va két qua 1a cho phép xay ra phan tng & pH tir 4 dén 4.5 trong 24 gio. Cac chét phan
tmg c6 hai ti 1€ phan tir khac nhau duogc st dung dé didu ché chit lién két HA-PG
(HA:EDC:NHS:PG = 1:1.5:1:1 hodc 2:1.5:1:1). Sau do6, EDC, NHS, va 5'-
hydroxydopamin bi loai bo bang cach thim tach dua trén PBS va nudc (Cellu/Sep (tén
thuong mai), mang thdm tach (6.8 kDa bi loai, Membrane Filtration Products Inc.,
Seguin, TX, USA)), va dung mdi bj bay hoi qua qua trinh dong kho dé diéu ché dan
xuét cua axit hyaluronic theo sang éhé'. DPé x4c dinh su tong hop dan xuét cia axit
hyaluronic, viéc phén tich dd dugc thuc hién boi phé héng ngoai bién dbi: Fourier
transform-infrared spectroscopy (FT-IR) (Vertex 70, Bruker, Billerica, MA, USA) va
cong hudng tir hat nhan proton (H-NMR) (Bruker 400 MHz, Bruker). Két qua nhu
dugc minh hoa trong FIG. 2(a), c6 kha ning xdc dinh lién két amit dugc tao mai thong
qua dinh manh ndm trong viing sb séng tr khoang 1,580 cm! dén 1,700 cm™!, va nhu
dugc minh hoa trong FIG. 2(b), ¢6 kha ning xac dinh cac cAu truc ctia vong benzene
thom va -CHzCHz- trong 5'-hydroxydopamin twong ung thong qua céc dinh ¢ ving
lan cé4n 6.5 ppm va 3 ppm. Dua vao két qua trén, tim thdy 5'-hydroxydopamin dugc
dua vao din xuét cia axit hyaluronic theo sang ché nho lién két amit dugc tao thanh
giita nhém cacboxyl cta axit hyaluronic va nhém amit cia 5'-hydroxydopamin. pé
tinh do thay thé ctia nhom galol tuong tng v6i khung HA, chét lién két HA-PG dugc
hoa tan trong PBS (pH 5) ¢ 1 mg/ml va do hép thu cta dung dich do duoc 1a 283 nm
(UV-méy quang phd tir ngoai) (Cary 100 UV-vis, Varian Inc., Palo Alto, CA, USA)).
Ty 1& phéan trim ctia cdc nhém carboxy dugc thay thé bai PG trong HA dugc tinh toan
dua trén dudng cong tiéu chuén dat dugc nho viée pha lodng dan dung dich 5-

hydroxydopamin (tir ndng do 1 mg/mL).
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Vi du thwc hién 2: Piéu ché hydrogel ciia axit hyaluronic

Cac dan xuét cua axit hyaluronic theo Vi du thuc hi¢n 1 dugc tao thanh lién
két ngang dé didu ché hydrogel ciia axit hyaluronic, trong d6 mdi phuong phép tao
thanh lién két ngang s dung natri periodat (NalOs) 1am chit oxy hoa hoic natri
hydroxit (NaOH) lam chét didu chinh pH (pH 8 dén 9). Cu thé 13, cac dan xuét cua
axit hyaluronic dugc hoa tan trong PBS (1% (trong luong/ thé tich), 2% (trong luong/
thé tich)), tir 46 cho phép thuc hién viéc tao thanh lién két ngang trong khi thuc hién
hoa 14n NalOs 4,5 mg/ml hodic NaOH 0,08 M véi ti 1¢ thé tich 1.5:1 dén 4:1 so véi
dung dich din xuét cta axit hyaluronic. Nhu dugc minh hoa trong FIG. 3, véi moi
phuong phép tao lién két ngang, hydrogel ciia axit hyaluronic mau ndu sang hodc

hydrogel cla axit hyaluronic mau xanh dugc diéu ché.

Dé xé4c dinh cu thé viéc tao thanh lién két ngang cia hydrogel clia axit
hyaluronic, sy phan tich dugc thuc hién véi may quang phd tir ngoai kha kién (UV-
vis). Truong hgp st dung NalO4 nhu duge minh hoa trong FIG. 4, viing budc song xac
dinh trong khoang tir 350 dén 400 nm dugc thay ddi dan dan (FIG. 4(a)), nghia 1a su
tao thanh cung lic va gidm cac gbc 14 cac san phdm trung gian trong qud trinh oxy hoa;
va khi d6 biphenol dugc tao thanh nhd sy polyme hoa gbc (FIG. 4(b)). Ngoai ra,
truong hop sit dung NaOH nhu dugc minh hoa trong  FIG. 5, vung budc soéng xac
dinh trong khoang tir 600 nm dugc thay ddi dan dan (FIG. 5(a)); tir két qua nay, phic
chét chuyén dién tich va benzotropolon dugc tao thanh nho su hdn bién hoa [5+2]

trong qua trinh oxy hoéa (FIG. 5(b)).
[Cac vi du]

Vi du 1. Nhitng thay ddi vé tinh chit vat Iy ciia hydrogel ciia axit

hyaluronic phu thuéc phwong phap tao lién két ngang

Trong vi du nay, nhiing thay dbi vé tinh chit vét 1y ctia cac hydrogel cla axit
hyaluronic dwgc so sanh dua trén sy khac biét vé phuong phap tao lién két ngang
trong Vi du thyc hién 2. Mat khac, & bude diéu ché hydrogel, ti 16 ndng d6 phan tir cia
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axit hyaluronic va 5'-hydroxydopamin 1a (0,5X (HA:EDC:NHS:5'-hydroxydopamin =
2:1.5:1:1), 1X (HA:EDC:NHS:5'"-hydroxydopamin = 1:1.5:1:1)) ¢6 thé duoc dung dé
danh gia ti 12 bi thay thé béi nhém galol tir 4% dén 5% (0,5X) hogc 8% dén 9% (1X)
(khdng dugc thé hién), va nhitng thay dbi v& tinh chét vat 1y cua cac hydrogel dua trén
muc do thay thé 5'-hydroxydopamin ciing dugc so sanh. Cu thé 13, viéc tao thanh
hydrogel va nhing thay dbi dan dan ciia md dun dan hdi dd duge so sanh dya trén cac
phuong phép tao li€n két ngang; va tinh dan hdi, d6 bam dinh, su truong ra, va cac
mau phan hiy dya trén phwong phép tao lién két ngang va mic do thay thé 5'-

hydroxydopamin 14n luot duge so sanh va phan tich.
1-1. So sanh ti 1€ tao thanh hydrogel ciia axit hyaluronic

Nhu dugce minh hoa trong FIG. 6(a), trudng hgp st dung NalOs, hydrogel mau
niu sang duoc tao thanh ngay 1ap tirc nho phan ung tao lién két ngang tirc thoi; mat
khéc, truong hop st dung NaOH, hydrogel mau xanh duoc tao thanh twong d6i cham.
Ngoai ra, cdc md dun tich trit (G') va cac m6 dun tbn hao (G") dugc do dac, va céac két
qua do dugc so sanh v6i cac mo dun db6i voi hydrogel (HA-CA(NalOy)) thu dugc nho
lién két ngang cac dan xuét cua axit hyaluronic sit dung NalOs, trong mdi din xuét
dugc dua vao nhém catechin. Két qua nhu duge minh hoa trong FIG. 6(b), tat ca
hydrogel dugc tao thanh dn dinh nho qua trinh oxy hoa dugc thuc hién (G' > G"). Cu
thé, thori diém ma tai d6 hydrogel dugc tao thanh dugc x4c dinh 1 thoi diém ma tai do
dudng cong md dun tich trit va duong cong mé dun tbn hao tiép xuc 1an nhau, can
khoang 2 dén 3 pht dé tao lién két ngang st dung NaOH, va khoang 30 gidy cho viéc
tao thanh HA-CA (NalOs); miat khac, trong truong hop tao lién két ngang st dung
NalOq, lién két ngang duoc thyc hién qua nhanh dén ndi khong thé thuc hién viéc do

dac.

Hé sb nhét cua axit hyaluronic duge phén tich bang cach do cidc md dun tich
trit (G') va cdc mo dun tdn hao (G") v6i pham vi ché @6 quét tdn s6 ndm trong dai tan
sé tir 0,1 d@én 1 Hz. Tinh dan hdi cua axit hyaluronic dugc tinh bang cach chia hé s6

tich trit cho hé sb tdn hao & 1 Hz (n = 45). Pong luc tao gel ctia HA-PG dugc do badi
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luu bién ké (MCR 102, Anton Paar, VA, USA) trong ché d¢ quét thdi gian ¢ bién dang
va tAn sb duge khéng ché 1an lugt 13 10% va 1 Hz. Hai chét oxy héa (NalO4 va NaOH)
duge bd sung 30 phit sau do dac ban d4u G1 va G". Tinh bam dinh cta hydrogel dugc
do bai viéc ghi lai ung suét tach ra cia hydrogel da dugc tao lién két ngang hoan toan
gitta mAu tht va 16p nén trong luu bién ké (MCR 102, Anton Paar) (n = 3). Tbc dd kéo

cho mau thir 1a 5 um/ gidy.
1-2. So sanh tinh dan héi va @9 bam dinh

Nhu duge minh hoa trong FIG. 7(a), médc du c6 nhitng khac biét vé phuong
phap tao lién két ngang hodc mirc @ thay thé 5'-hydroxydopamin, trong tit ca cac
trudng hop, cac mod dun tich trit (G') do duge cao hon & mirc dd nhét dinh so véi cac
mé dun tén hao (G"), nho d6 co6 thé xac dinh cac hydrogel dugc tao thanh 6n dinh.
Ngoai ra, md dun dan hdi thé hién tinh bén vimg cua hydrogel va tang 3 (G"/G") thé
hién mac 40 dan hdi dugc tinh toan. Két qua nhu dwge minh hoa trong FIG. 7(b),
trong trudmg hop st dung NalOs, tinh bén vimg tét hon ctia hydrogel dugc thé hién va
tht ca cac hydrogel c6 luc dan hdi tuyét voi tham chi & ti 1 thay thé thip; mit khac,
trong truong hop st dung NaOH, luc dan hdi tdt hon thu dugc nho ti 18 thay thé tang.
Ngoai ra, trong trudng hop phuong phap tao thanh lién két ngang gidng nhau, cé4c tinh
chit vat ly tuyét voi twong Gng ndy cling dugc cai thién do ti 1¢ thay thé 5
hydroxydopamin ting (0,5X < 1X). Ngoai ra, dua vao cac két qua trén, cac khac biét
v& tinh chét vat 1y cta cic hydrogel tao lién két ngang bdi NalO4 dugc xac dinh, phu
thude cac khéi luong phan tir (40, 200, 500 kDa) va céc ndng d6 (1% (trong lugng/
thé tich), 2% (trong lugng/ thé tich)) cua céc dan xudt cta axit hyaluronic. Két qua
nhu dugc minh hoa trong FIG. 8, trong tht ca cac truomg hop, cac md dun tich trir (G')
do dugc cao hon & muc do nhét dinh so véi cac md dun tdn hao (G"), nho d6 c6 thé
xac dinh cac hydrogel dugc tao thanh dn dinh (FIG. 8(a)); va hydrogel con thé hién
tinh bén vimg va luc dan hdi duge cai thién hon do axit hyaluronic c6 khéi luong
phén tir ting va c6 ndng dd cao hon (FIG. 8(b)). Ngoai ra, dé uéc lugng d bam dinh
cua cac hydrogel, mdi hydrogel dugc lién két giira cac 16p tuong Gmg cta dung cu luu
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bién (Bohlin Advanced Rheometer, Malvern Instruments, Worcestershire, UK) va luc
ap vao dung cu duge do trong khi ting khoang céch giita cac 16p. Cac két qua trén
dugc so sanh véi hydrogel (HA-CA(NalOq4)) thu dugc bdi cac din xuét cla axit
hyaluronic ¢6 lién két ngang sir dung NalOq, trong mdi din xuét nhém catechin dugc
dua vao. Két qua nhu dugc minh hoa trong FIG. 9, hydrogel dugc tao thanh nho viéc
stt dung NaOH va HA-CA (NalOs) thé hién dd bam dinh t6t hon, trong khi d6 &
hydrogel dugc tao thanh boi viéc sit dung NalOs thi hu nhu khong quan sat thiy c6

d6 bam dinh nao.
1-3. So sanh cac méu trwong Ién va phin hiy

Nhu duge minh hoa trong FIG. 10, c6 su khac biét khong dang ké vé& su
trwrong 1€n va phan huy cuia cac mau, phu thudc phuong phap tao lién két ngang va
mutc d6 thay thé ciia 5'-hydroxydopamin. Pac diém truong 1én dd dugc danh gia nho
viéc do trong lugng cla cac hydrogel con lai & cac thoi didm cu thé (ngay 0, 1, 2, 3, 5,
7, 14, va 28). Cu thé 1a, HA-PG duoc U & nhiét d§ 37°C trong PBS, ti 1¢ truong lén
dugc tinh bang biéu thirc sau: (Wt - Wi)/Wi x 100, trong d6 Wt la trong luong cia
hydrogel tai mdi thoi diém, va Wi la trong lugng cuia hydrogel tai thoi diém ban dau
(n = 4 dn 5). P& nghién ctru mau phan hiy, hydrogel HA-PG da trwong lén trong 3
ngdy dugc xir Iy boi men hiahuronidaza (5 don vi/mL, Sigma) va trong luong cua axit
hyaluronic con lai dugc do & céac thoi diém tuong Uing (n = 4 dén 7,0, 2, 5, 12, 24, 48,
va 72 gid). Trudng hop st dung NalO4 hon 12 NaOH, ti 1€ truong 1én thap da dugc thé
hién va su phan hiy dugc tién hanh nhanh hon. Khi ¢6 cing phuong phép tao lién két
ngang, trong trudng hop ti 1€ thay thé 5'-hydroxydopamin ting, ti 1¢ truong 1én va ti 1¢
phén hiy c6 xu huéng gidm. Cac két qua nay dugc thyc hién cing véi nhau chi ra
rang mic du cac dan xuét cua axit hyaluronic ¢6 cing cAu tric va dugc st dung, cac
hydrogel dugc tao li€n két ngang theo cdc dang lién két khac nhau phu thudc vao
phuong phéap lién két ngang (Vi du thyc hién 2), diéu nay dan dén cac thay dbi vé cac
tinh chét vét Iy vén c6 nhu tinh bén ving, tinh dan hoi, dd bam dinh, tinh truong 1én,
su phan hity. Ngoai ra, ngugc lai, thdm chi khi st dung cac phuong phép tao lién két
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ngang giéng nhau thi céc tinh chét vat 1y néi trén cling thay dbi phu thudc vao cdu tric

ctia dan xuat cla axit hyaluronic.

Vi du 2. Phan tich vé tinh déc té bao va kha niing twong hop sinh hoc

Trong Vi du nay, doc té bao va kha nang twong hgp sinh hoc cua hydrogel cua
axit hyaluronic theo Vi du thyc hién 2 dugc danh gid. Trudc tién, dé xac dinh xem
hydrogel c6 gdy ra djc tinh va phan ing viém khi nudi cdy té bao 3D hay khong, cac
té bao gbc m& ciia ngudi (human adipose-derived stem cells: hADSC) (1,0 x 106 té
bao trén mdi 100 pL hydrogel) dugc ciy vao hydrogel, va bo kit xac dinh kha nang
tdn tai SONG/CHET/ doc té bao (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) dugc sir dung dé
thuc hién phuong phép nhudm dé xac dinh té bao sdng/ chét & cac thoi diém tuong
ung (ngay 1, 3, va 7) dua trén hudéng din ctia nha san xuét. Cac té bao dugc nhudm
dugc quan sat boi kinh hién vi déng tiéu (LSM 880, Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany), va kha nang tdn tai dugc xac dinh sb lwong nho dém céc té bao c6 thé ton
tai vi céc té bao chét dva trén hinh anh huynh quang (n =4 dén 5). hADSC thu dugc
dua trén ATCC (ATCC, Manassas, VA, USA) dugc céy vao Moi Truong Co Ban Nudi
Céy Té Bao Gbc Trung Mo (ATCC) dugc bd sung bai Kit Tang Trudng- huyét thanh
thip (ATCC) va penixilin1% /streptomyxin (Invitrogen).

Ngoai ra, cac t& bao mién dich (RAW 264,7) duoc déng nuoi céy trong
hydrogel st dung hé¢ théng Transwell (cac gid do thAm qua dugc véi cac 16 loc ¢& 3,0
pum, Corning, New York, NY, USA), va sau d6 mot lugng yéu td hoai tir khdi u:
(tumor necrosis factor:TNF-o) tiét ra bai phan Gng viém dugc do dac st dung xét
nghiém hép thu mién dich lién két voi enzym: (enzyme-linked immunosorbent
assay:ELISA). Cac té bao RAW 264,7 dugc u qua dém, va sau d6 dugc cly trén dia 96
16 (2,0 x 10* té bao mdi 1). Tiép d6, 50ul hydrogel dugc nap vao thong qua phan ctra
nap bén trén clia Transwell, va sau d6 u thém 24 gio. Mot lugng TNF-a trong moi
trrong thu duge tr moi trudong dbng nubdi cdy dugc xac dinh s6 lugng bang cach sir
dung bd kit xét nghiém hép thu mién dich lién két v6i enzym TNF-a (ELISA) (R&D

Systems, Minneapolis, MN, USA).
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Dé danh gia kha ning twong hgp sinh hoc in vivo cua hydrogel HA-PG, 100ul
hydrogel HA-PG (ndng do cudi cling 13 2% [trong lugng/ thé tich]) duoc tao thanh béi
viéc str dung NalO4 hodc NaOH ciy ghép dudi da chudt ICR. Trude khi ciy ghép,
chudt (gidng duc 5 tudn tudi, OrientBio, Seongnam, Korea) dugc gy mé boi ketamin
(100mg/kg, Yuhan, Seoul, Korea) va xylazin (20 mg/kg, Bayer Korea, Ansan, Korea).
pé phéan tich mo, céc cAu truc axit hyaluronic dugc phuc hoi bai cac md 1an cén tai
cac thoi diém xac dinh trude (ngdy 0, 7, 14, 28, va 84). Axit hyaluronic phuc hdi dugc
¢b dinh trong parafomandehyt 4% (Sigma) trong 2 ngay, dugc gin vao hop chit OCT
(Leica Biosystems, Wetzlar, Hesse, Germany), va sau d6 cét theo do day 6 pm. Céc
mau cit dua trén thir nghiém in vivo dugc nhudm H&E dé danh gia su duy tri
hydrogel. Viéc nhudm mau xanh toulidin da dugc thuc hién dé kiém tra phan ung
mién dich sau khi cdy ghép hydrogel HA-PG. Sy phén hily in vivo clia hydrogel HA-
PG dugc danh gia bang cach do trong lugng con lai cua cAu tric hydrogel dugc phuc
hdi & mbi thoi diém (n =3 dén 5).

Két quéa nhu dugc minh hoa trong FIG. 11 va 12, khong c6 loai nao trong hai
loai hydrogel dya trén phuong phap tao lién két ngang thé hién tinh doc té bao trong 7
ngay sau khi nuoi cdy (FIG. 11(a) va 11(b)). chi phat hién dugc mot lugng nho TNF-o
ting 1én do LPS & vi tri xem xét v6i hai dang hydrogel dugc thuc hién, va diéu nay
khong khac biét 16n so voi d6i chimg (NT) trong d6 khong c6 viée diéu tri ndo dugc
thuc hién (FIG. 11(c)). Ngoai ra, nhu dugc minh hoa trong FIG. 12, thdm chi trong
truong hgp ¢ vi tri ma hydrogel dugc céy ghép vao chudt, viéc tim ra viém cu thé
khong quan sat thiy, vi thé c6 kha ning xic dinh chu trac ctia né dugc duy tri tét ma
khong cén sy gia ting cac té bao viém lién quan nhu cac dai thuc bao trong & ving lan

can hydrogel dugc ciy ghép (FIG. 12(c) va 12(d)).

Vi du 3. Phin tich mAu phan hiy in vive

Trong Vi du nay, cac hydrogel cua axit hyaluronic c6 sy khac biét vé phuong
phap tao lién két ngang (NalO4#/NaOH) va ti 1& phan tr (0,5X, 1X) cua 5'-

hydroxydopamin tham gia phan ung dugc ciy ghép duéi da chudt. Vao ngay chy ghép,
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va & cac tuln 1, 4, va 12 sau khi cdy ghép, cac con chudt bi giét va cac hydrogel tuong
tung dugc thu thap. Déi véi cac hydrogel nay, mirc d truong 1én dugce xac dinh bing
mit, va sb luong con lai in vivo dugc tinh toan, bang cach d6 c6 thé phan tich mau

phan hiy in vivo va cac miu tuong ty.

Két qua nhu dugc minh hoa trong FIG. 13, dugc xdc dinh la hydrogel thu
dugc nho thue hién lién Kkét ngang st dung NalO4 c6 mirc do truong 1én nho hon, va
dugc phat hién ra 1a hydrogel do6 thé hién su phan hiy nhanh hon in vivo. Ngoai ra,
vGi cung phuong phap tao lién két ngang, trong trudng hop ti 1& thay thé 5
hydroxydopamin (nhém galol) ting, ti 1¢ phan huy c6 xu hudng tang.

Céc két qua theo Vi du 2 va 3 @& xuét hydrogel ciia axit hyaluronic theo sing
ché c6 thé dugc st dung, vi du, trong linh vyc vat liéu sinh hoc nhu la chit mang din
truyén thudc va gia d& dung cho cong nghé mé. Cu th8, xem xét cac tinh chét vat ly
von ¢6 theo Vi du 1 va cac tinh chét twong tu, hydrogel dugc tao thanh bai viéc st
dung NalOq thé hién ti 1¢ tao lién két ngang nhanh chéng va miu phéan huy in vivo c6
thé dugc st dung 1am chat mang dan truyén thudc dudi dang cac hat min, va hydrogel
dugc tao thanh bai viée st dung NaOH thé hién d6 bam dinh tuyét voi va céc mau
phan hiy cham in vivo ¢6 thé duoc st dung 1am gia d& dung cho cong nghé mo va céc

st dung tuong tu.

Vi du 4. Tao thanh céc vi hat dé sit dung 1am hé din truyén thudc

4-1. S giai phéng kéo dai protein sir dung cic vi hat hydrogel HA-PG

Trong vi du ndy, mdt phuong 4n 13 hydrogel dugc tao thanh boi viéc su dung
NalOq, viéc diéu ché dan truyén thube dudi dang cac vi hat ¢c6 duong kinh don vi nano
hodc micro dugc thuc hién va tinh hiéu qua ciua né di dugc xac dinh. Dau tién,
phuong phép nhil tuong daw/ nuéc duge st dung dé tao ra sy hinh thanh nhil twong
cia dung dich din xuit cta axit hyaluronic (HA-PG) theo Vi du thyc hién 2, va chét
oxy hoa (NalO4) dugc bd sung vao dung dich. Tiép theo, su hinh thanh va hién dién
clia cac vi hat dugc xac dinh trude va sau khi dong khd. Ngoai ra, dung dich HA-PG
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dugc hoa 1an véi protein (albumin huyét thanh bd: “bovine serum albumin”, BSA), va
hdn hop dugc 1am dudi dang nhil twong. Sau do, chit oxy héa (NalOs) dugc bd sung
vao va lién két ngang dugc thuc hién, nho do diéu ché cac vi hat trong d6 BSA dugc
bao nang. MAu giai phéng protein cla cac vi hat dugc xac dinh qua 14 ngay. Két qua
nhu dugc minh hoa trong FIG. 14, cac vi hat chira thanh phén hydrogel ctia axit
hyaluronic dugc sinh ra nho qué trinh didu ché noi trén, va duoc duy tri khong doi,
tham chi sau khi trai qua qua trinh dong kho (FIG. 14(a)). Ngoai ra, ¢ thé xac dinh 1a
céac protein dugc bao nang rAt kho bi giai phong & khéi hydrogel HA-PG, trong khi d6
cac protein dugc giai phong theo ti 1€ khong d6i & hat HA-PG (FIG. 14(b)). Do do,
hydrogel dugc tao thanh boi viée sit dung NalO4 dudi dang céc vi hat ¢6 thé duoc st

dung dé diéu ché din truyén thudc.
4-2. Sw giai phong kéo dai khang thé sit dung cac vi hat hydrogel HA-PG

Truéce tién, cdc vi hat hydrogel HA-PG doéng vai tro 1a phuong phéap dan
truyén yéu tb tang trudng kéo dai va dugc kiém soat cho tmg dung tri liéu dugc didu
ché boi phuong phap nhil twong dau/ nudc st dung phuong phap tao gel siéu nhanh
boi lién két ngang qua trung gian NalO4 (FIG. 15(a)). Céc vi hat HA-PG dugc diéu
ché bang cach chi can bd sung dung dich HA-PG vao nhil twong nudc trong dau. Su
tao lién két ngang héa hoc nhanh cia dung dich HA-PG béi NalO4 trong nén dau din
dén viéc tao ra sb luong 16n cac hat siéu nhé HA trong vong vai phut. Cac vi hat
HA-PG duoc tao ra c6 hinh cdu véi duong kinh trung binh 8,8um (£3,9 pm) (FIG.
15(b)). Tha vi 14, céc yéu td tang truéng ndi mdé mach méau (VEGFs) dugc bao nang
trong cac vi hat HA-PG dugc giai phong dén trong 60 ngay, trong khi do, cac VEGF
hau nhu khong duoc giai phong khoi cAu trac cua khéi HA-PG (FIG. 15(c)). Trong
cic nghién ctru trude ddy cla cac tic gia sang ché, cac tac gia da tim ra 1a cac yéu t6
tang truéng dugc bao nang trong hydrogel anginit dugc sira dbi boi catechin hiu nhu
khong dugc giai phong do su lién két manh ciia cc protein véi catechin dugc oxy héa
trong qué trinh tao gel. Cling gidng nhém catechin, nhom PG ciing ¢6 thé tao ra su
lién két manh cta cac yéu tb ting trudong véi chu trac hydrogel. Tuy nhién, do viéc
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ting dang ké dién tich bé mit clia cac yéu t6 tang trudng cho viée gii phong, HA-PG

duoc tao thanh cac hat min c6 thé giai phéng cac VEGF.

Céc vi hat HA-PG ¢6 chira cac VEGF (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) dugc
ap dung dé tao nhanh méi cho dong mach vanh cho cic bénh mach méau ngoai bién.
Viéc hién cé ban trén thi truong cac VEGF chira trong cic vi hat HA-PG (liéu tai
VEGF: 6ug mdi con chudt) cho thdy hiéu quéa diéu tri duoc cai thién dang ké &6 mo
hinh chudt thiéu méau chi dugc thyc hién béi viée cit bé va thit ddng mach dui. Chudt
(balb/c, giéng cai 6 tudn tuéi) dat dugc tir OrientBio Inc. Sau 4 tudn tiém, khong c6 su
cit chi hay hoai tir md nao trong nhém dugc diéu tri béi cac vi hat HA-PG c6 chira
VEGF. Miit khéc, chi 20% nhom dugc diéu tri boi PBS hoidc HA-PG khong chira cic
VEGEF thé hién su cai thién & céac chi bi thiéu mau (FIG. 16(a)). Viéc ap dung tiém 1
lidu duy nhét cac VEGF véi lidu gidng nhau (6 pug mdi con chudt) thé hién su cai thién
khong dang k& & cac chi thiéu mau; tuy nhién, 50% chudt bi thiéu mau chi van bi mét
chi ho#c hoai tr mo (FIG. 16(b)). Ngoai ra, viéc phan tich mdé hoc dugc x4c dinh bdi
phuong phap nhuém H&E va nhu¢m ba mau cia Masson (MT) chi ra su tén thuong
co rit nhé va va viéc hinh thanh sy xo hdéa & nhém HA-PG/VEGF ctia m6 hinh chudt
bi thidu mau (FIGS. 16(c) va 16(d)). Ngoai ra, viéc phan tich héa md mién dich st
dung s¢i a-smooth muscle actin (0-SMA) va yéu t6 von Willebrand factor (vWF) dé
nhudm tiéu dong mach va nhudm mao mach chi ra 12 tiéu dong mach va mao mach
ting dang ké trong nhém HA-PG/VEGF khi so sanh véi cac nhém kiém soat (PBS,
HA-PG, va VEGF) (FIGS. 16(e) va 16(f)). Cac két qua nay thé hién su cai thién dang
ké trong sy hinh thanh mach. Lién két ngang gian tiép NaOH dugc sir dung dé didu
ché gia d& hydrogel bam dinh dé cy ghép té bao khong xam 14n va khong biang cach
tiém (FIG. 17(a)). Dua vao cac nghién clru truéc day, co thé xac dinh polyme dugc
stra dbi boi catechin thé hién d6 bam dinh md manh nho 4i luc gén két manh véi céac

nucleophile khac nhau cia catechin dugc oxy hoa trong cac protein.

Vi du 5. Xac dinh sw tao gel cia chit lam diy axit hyaluronic si dung

chét oxy héa trong co thé va hiéu qui cii thién nép nhiin theo d6
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5-1. Su tao thanh va duy tri ciéc hydrogel sit dung chit oxy héa trong co

Dung dich HA-PG diéu ché theo Vi du thyc hién 1 duoc tiém dudi da chudt.
Sau d6, xac dinh xem c¢6 xay ra sy tao gel dung dich HA-PG dugc tiém trong co thé
hay khong khi khong bd sung chét tao lién két ngang. Ngoai ra, nhiing thay dbi vé
trong luong cua hydrogel HA-PG tao thanh dugc do, véi diéu kién & trong co thé
trong khoang 6 thang, dé x4c dinh kha nang hydrogel HA-PG tao thanh c6 thé duy tri

trong co thé trong mot thoi gian dai.

Két qua nhu duoc minh hoa trong FIG. 20 va 21, c6 thé thdy 1a dung dich HA-
PG & trang thai 1ong dugc tiém dudi da da tao gel trong vong 5 phut tao thanh
hydrogel HA-PG trong co thé, va hydrogel HA-PG tao thanh d6 dugc duy tri t6t trong
co thé trong sudt trong 6 thang va khdng c6 khéc biét 16n nao vé trong luong. Ngoai ra
nhu dugc minh hoa trong FIG. 22, truong hop dung dich HA-PG dugc thé hién & didu
kién oxy hoa trong co thé, cac quinon dé dang dugc tao thanh trong sb cac nhom galol
c6 kha niing tu oxy hoa manh, vi vy axit hyaluronic dugc polyme héa va hydrogel
HA-PG dugc tao thanh. Theo d6, c6 thé thdy 1a khong gidng céc san phdm chit lam
ddy khac (Megafill, Perlane) chira cac ché pham & dang polyme héa, chit lam day
theo sang ché c6 thé st dung lam ché phidm & dang dung dich, cho phép tiém trong da
dé dang hon va cho phép da dang céc thanh phan bd sung chira trong d6. Tuc 13, dung
dich HA-PG theo séng ché tao thanh hydrogel trong co thé ma khong cén diéu kién vé
chét tao lién két ngang va co thé duy tri 4n dinh trong do. Vi vay, co thé xac dinh kha

nidng st dung dung dich HA-PG lam chit 1am day.
5-2. X4c dinh hiéu qua cai thi¢n nép nhin

Dua trén cdc két qua trong Vi du 5-1, hidu qua cai thién nép nhin ctia dung
dich HA-PG dugc xac dinh. Cu thé 1a, chudt trui 16ng dugc dua vao Calcitriol 0,2
ng/ngay nhu thé cho 5 13n mdi tuln trong tng s6 6 tudn, vi vy cac nép nhin trén da

dugc tao ra. Tiép do, dung dich HA-PG dugc tiém vao dudi da, va cac nép nhan trén
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da truéc va sau khi tiém dwoc 14y mau. Pham vi, 46 dai va d siu cua cac nép nhin
dugc do bdi may phén tich nép nhin, va so sanh. Két qua nhu dugc minh hoa trong
FIG. 23, pham vi, chiéu dai va d6 sau cla cac nép nhin trude khi tiém dung dich HA-
PG lan luot 12 khoang 6 mm?, 36 mm, va 90 pm, trong khi nhitng chi sb nay sau khi
tiém dung dich HA-PG 14n luot 12 khoang 2 mm?, 19 mm, va 68 pum. Do vy, c6 thé
xac dinh 1a pham vi, chidu dai va do sdu cla cac nép nhin giam déng ké. Nhimg két
qua nay chi ra rang dung dich HA-PG theo séng ché c6 thé duoc st dung 1am chat lam

déy cho viéc cai thién céc nép nhén trén da.
5-3. So sanh véi cdc san pham chit 1am day hién nay
(1) So sanh véi diéu kién do bam dinh va kha niing 6n dinh trong co thé

P& xé4c dinh cu thé hon kha nang va viéc st dung dung dich HA-PG lam chét
lam ddy, d6i vé6i cac hydrogel HA-PG dya trén céc dan xut cta axit hyaluronic c6 cac
khéi luong phén tir khac nhau (200 KDa, 1 MDa) va céc san phdm chét 1am day thong
thuong hién c6 ban sin (Megafill, Perlane), cac mAu tOn tai va phan hiy cia né trong
co thé duge do trong khoang 9 thang va so sanh. Ngoai ra, d6i v6i cac hydrogel dugc
diéu ché boi dung dich HA-PG theo séng ché va san phdm Perlane, d§ bam dinh hodc
kha ning on dinh trong co thé duge so sanh. Két qua nhu dugc minh hoa trong FIG.
24 va 25, c6 thé xac dinh 1a dbi vai cac san phém Megafill va Perlane, trong luong va
thé tich cua hydrogel trong co thé c6 xu hudng giam tir khoang mot thang sau ngay
tiém, trong khi dbi véi cac hydrogel HA-PG , hinh dang cta né dugc duy tri 9 thang
ma khong c6 thay ddi 16n v& trong lwong va thé tich. C6 thé thdy 1a cac hydrogel HA-
PG c¢6 kha ning duy tri tuyét vo1i trong co thé. Ngoai ra, dbi véi cac hydrogel, do bam
dinh trong co thé dugc x4c dinh. Két qua nhu dugc minh hoa trong FIG. 26, san phim
Perlane cho thdy hién tugng trong d6 hydrogel duoc didu ché bang cach nay khong cb
dinh véi da va huéng vao vi tri cu thé, trong khi hydrogel dugc didu ché bang dung
dich HA-PG dugc duy tri tot trong co thé bang cach bam dinh va ¢ dinh véi vi tri

dugc tiém. D6 bam dinh tuyét voi trong co thé theo do6 12 két qua ciia phan Ung giita
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nhom chirc, nhu 13 nhém amin va nhom thiol, cé trén da véi dAn xuét cua axit
hyaluronic theo sang ché (FIG. 22(a)). Cu thé 13, dung dich HA-PG theo sang ché thé
hién tinh 6n dinh va d6 bam dinh trong co thé tdt hon so véi cac san phém chét 1am
day hién co.

(2) So sanh kha ning tiém (thir nghiém kha ning tiém)

Pé xac dinh mdt cach cu thé kha ning tiém tuyét voi cua dung dich HA-PG,
dbi v6i cac hydrogel HA-PG dua trén cac dan xuét cua axit hyaluronic vé6i cac khéi
lugng phén tr khac nhau (200 KDa, 1 MDa) va céc san phim chét 1am diy thong
thuong hién c6 béan trén thi truong (Megafill, Perlane), cac thay d6i vé luc diy ra phu
thudc cac ¢ kim tiém (21G, 25G, 29G, 30G) khong chi dugc do boi viéc st dung
" may thir nghiém van nang: Universal Testing Machine (UTM), ma ca luc s ra, 1a luc
yéu cau dé di chuyén 6ng tiém ban dau, va lyc trugt dong luc, 1a luc yéu cau dé duy tri
su di dong cua 6ng tiém dang dich chuyén, duoc xac dinh sb lugng va so sénh. Két
qua nhu dwgc minh hoa trong FIG. 27 va 28, Megafill khong dugc déy ra & kim tiém
¢& nhé do kich ¢& hat 16n, va viéc ddy ra chi co thé & ¢& kim 21G hodc it hon. Ngay
c4 dbi v6i Perlane, luc dy ra & hinh dang khong déu dugc thé hién & c& kim 29G 30G
do kich c& hat. Mat khéc, trong trudng hop cua dung dich HA-PG (200 KDa, 1 MDa)
theo sang ché, c6 thé xac dinh duge su déy ra mot cach hi¢u qua co thé dat dugc thAm
chi v6i lyc nhd véi tat ca cac ¢ kim bao gdm c4 29G va 30G. Ngoai ra, cac luc so ra
va luc truot dong luc dugce so sanh. Két qué nhu du’qé minh hoa trong FIG. 29, khi
dugc so sanh voi Megafill, viéc do dac khong thé thuc hién dugc do su déy ra qua
kém, va Perlane thé hién gia tri lyc cao, dung dich HA-PG theo sang ché (200K, 1M)
thé hién gia tri luc cham dang ké. Do vay, c6 thé thdy 12 dung dich HA-PG theo sang
ché ¢6 thé dugc tiém d3 dang bét k& luc diy ra dé tiém, cu thé 13, kich ¢ kim tiém.
Céc két qua nay chira rang dung dich HA-PG theo sang ché c6 thé dugc tiém truc tiép

vao vi tri d3 dinh va c6 thé dugce tiém on dinh hon.

5-4. Chét 1am ddy chirc ning chira yéu t6 ting truémg té bao
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Dé xac dinh viéc 4p dung lam chét lam ddy chirc ning, dung dich HA-PG
trong d6 yéu té ting truéng té bao biéu mo (EGF; 20 ng/ml, 1 um /ml, 20 pg/ml) dugc
bao nang dugc tiém trong da cia chuft trui 16ng, trong do6 cac nép nhan duogc tao ra
theo phuong phap cua Vi du 5-2; ving da nhén trudc va sau khi tiém duoc 14y mAu;
pham vi, d§ dai va do sau cua cac nép nhin duge do béi may phan tich nép nhan, va
so sanh. Mot thang sau khi tiém dung dich HA-PG, trong d6 cac EGF dugc bao nang,
md da duogc tap hgp lai va céac méu dugc dong da OCT cua n6 dugc tao cAu trac. Sau
do, br?mg cach nhudom hematoxylin & eosin (H&E) céc méu duge dong da OCT, viéc
xét nghiém mo6 bénh hoc dugc thyc hién. Ngoai ra, mot thang sau khi tiém, trong
chuot trui 16ng, dung dich HA-PG trong d6 cac EGF (10 pg/ml) dugc bao nang, dung
dich HA-PG, Perlane 12 san phdm hién cé, c4c khéac biét vé su phuc hdi mé da duoc so
sanh bang cach nhudm H&E va nhudm ba mau cta Masson (MT) theo cach gidng

nhau nhu dugc thé hién & trén.

Két qua nhu dugc minh hoa trong FIG. 30, cé thé théy dung dich HA-PG,
trong d6 cac EGF dugc bao nang dugc ti€m, bt ké dén kich ¢& cua nép nhin tao
thanh, pham vi, chidu dai va do sau cua cac nép nhin giam dang ké khi so sanh véi
trude khi tiém. Ngoai ra, nhu dugc minh hoa trong FIG. 31, céc s¢i colagen & 16p bi
cta da bi pha hiy thé hién mat do nghéo nan va sy sap xép khong theo quy téc; mat
khéc, do ndng do cua yéu té ting truéng té bao biéu md dugc bao nang ting, cic soi
colagen c6 xu hudéng dugc sip xép mot cach can ddi. Tir d6, c6 thé xac dinh hiéu qua
khoi phuc da va cai thién nép nhdn dang Ké. Ngoai ra, nhu dugc minh hoa trong FIG.
32 va 33, truong hgp dung dich HA-PG, trong d6 cac EGF dugc bao nang dugc tiém,
c6 thé x4c dinh 16p biéu bi diy 1én do hién tugng cdm Umg cla cac nép nhin nho di
dang ké so coi cdc nhém so sanh khéc (khong chit 1am ddy, Perlane, HA-PG) va mat
do colagen cua 16p bi duge ting & mutrc do 16n. Cac két qua nay chi ra rang yéu t6 ting
truong té bao dé cai thién cac nép nhin trén da dugc 4p dung cho dung dich HA-PG

theo sang ché, va do d6 két qua la co thé str dung 1am chét 1am day.
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Vi du 6. Tao ra bing vét thwong, chit han gin vét thwong, va mang chéng

bam dinh

Dé x4c dinh (mg dung tao ra bang cho viéc han gén vét thuong, dung dich HA-
PG dugc 4p dung cho mé hinh dong vt bi thuong, trong d6 da lung cta chudt bi rach
mot miéng ¢ 1 cm x 1 cm, va sau d6 lién két ngang dugc thuc hién bao quanh oxy

hoat tinh. Tiép do, viéc tao thanh hydrogel tai chd bi thuong, va su bam dinh cua dung

dich HA-PG vdi chd bi thuong duge thuc hién. Két qua nhu dugc minh hoa trong FIG.

34, c6 kha ning x4c dinh dugc 1a mang hydrogel dugc tao thanh trong vong 10 phut
sau khi dung dich HA-PG dugc boi vao chd bi thuong, tir d6 dung dich HA-PG bam
dinh vao chd bi thuong. Cac két qua nay chi ra la dung dich HA-PG c6 thé sir dung
lam mAu méi cho vt liéu bing vét thuong c6 kha ning oxy hda tuyét voi va va co thé

tham chi ding cho vét thwong ma khong can bd sung chat phu gia.

Vi du 7. Phan tich ché phfim dang bot va do én dinh bio quin

7-1. Ché phdm dang bot

Pé x4c dinh kha ning bao ché chit lam diy & dang bot, nhu duge minh hoa
trong FIG. 35, dung dich HA-PG theo Vi du thuc hién 1 dugc lam dong kho dé diéu
ché chit lam ddy duéi dang bot. Sau do, chét 1am ddy dang bot hoa tan trong PBS (pH
7) dugc hoa tan lai, va sau d6 tiém duéi da chudt dé quan sat hydrogel dugc tao thanh.
Két qua nhu dugc minh hoa trong FIG. 36, ¢6 th8 x4c dinh chat lam diy theo sang ché
dugc hoa tan lai & dang bdt dong kho dugce tao lién két ngang nhd khi ning oxy héa
trong co thé dé tao thanh hydrogel nhu truéc d6. Cac két qua nay chi ra ring chét 1am
day theo sang ché, dugc bao ché duéi dang bot, dem lai cho ngudi dung sy dé dang st

dung va dé dang bao quan.
7-2. Phan tich d9 6n dinh bio quan

DPé xac dinh dd on dinh bao quan cu thé cia chat 1am day, dau tién phai xac

dinh xem dung dich HA-PG trong Vi du thuc hién 1 ¢6 duoc tao gel trong congteno
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bao quan khi dugc ct giit & nhiét do phong (25°C) hoic trang thai lam lanh (4°C) hay
khong. Ngoai ra, khi nito dugc bom vao congteno bao quan dé ngan tiép xuc giita
dung dich HA-PG va khi oxy, va sau d6 dugc bao quan & trang thai lam lanh (4°C)
trong 3 ngay; mat khac, dung dich HA-PG dugc ct git & trang thai dong da (-80°C)
trong 10 ngay. Sau d6, cac dung dich ndy dugc ti€ém dudi da chudt dé quan st
hydrogel dugc tao thanh. Két qua nhu dugc minh hoa trong FIG. 37, do mirc d§ oxy
héa cao, su tao gel clia chat 1am dly theo sang ché dugc thuc hién trong mot ngay &
nhiét do phong va trong ba ngay & trang thai lam lanh. Mit khac, nhu dugc minh hoa
trong FIG. 38, ¢6 thé xac dinh 14 du6i diéu khién khi oxy bi ngin lai, trong trudong hop
& trang thai 1am lanh, sy tao gel khong thuc hién thdm chi sau 3 ngay qua di; dbi véi
truong hop dung dich HA-PG dugc bao quan ¢ trang thai dong da va sau d6 dugc 1am
tan sau 10 ngay, dung dich HA-PG van duy tri c4c tinh chét cua dung dich, va ngay ca
trong trudng hop dung dich HA-PG dugc tiém trong da chudt, nhu dung dich HA-PG
duoc tao lién két ngang nhd kha nang oxy hoa trong co thé dé tao thanh hydrogel nhu
trude d6. Cac két qua nay chi ra ring chit lam diy theo sang ché co thé dugc bao quan
trong khoang thoi gian dai hon trong diéu kién khi oxy dugc ngin lai hodc & trang thai

cap dong.

C6 thé hidu 12 bang nhimg hiéu biét trong linh vyc k¥ thuat ma sang ché dé
cap dén, phin mo ta séng ché & trén nhim muc dich dé minh hoa va céc sira déi va
thay d6i khac nhau c6 thé d& dang thuc hién khong dung véi tinh thin k§ thuat hoic
cac dac diém co ban cia séng ché. Do d6, c6 thé hiéu 13 cac Vi du néu trén c6 tinh

minh hoa trong tit ca cac linh vuc va khong 1am gi6i han pham vi sdng ché.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Phwong phap diéu ché hydrogel ctia axit hyaluronic, bao gdm céc budc:

thu duoc cac din xuét cia axit hyaluronic bao gom it nhét mot don vi lap c6
cbng thic 5 dudi ddy dugce sua déi boi nhom pyrogalol bang cach cho it nhét mot don
vi lap cta axit hyaluronic c6 cong thirc 4 dudi day phan Gng v6i 5'-hydroxydopamin;
va

tao lién két ngang cho c4c dan xuat cua axit hyaluronic nay:

[Cong thirc 4]

[Cong thirc 5]

HO OH
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2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 trong buédc tao lién két ngang, lién két ngang

duoc thuc hién bing cach bd sung mot chit oxy hoa hodc chét diéu chinh do pH.
3. Phwong phép theo diém 2,

trong d6 chét oxy hoa 1a chit bat ky duoc chon trong sb cac chit natri periodat,

hydro peroxit, peroxidaza cai ngua, va tyrosinaza va

trong d6 chét diéu chinh do pH 1a chét bét ky duoc chon trong nhém bao g0m
natri hydroxit, liti hydroxit, kali hydroxit, rubidi hydroxit, xesi hydroxit, magie

hydroxit, canxi hydroxit, stronti hydroxit, va bari hydroxit.

4. Phuong phép didu ché hydrogel cua axit hyaluronic, bao gbm cac bude: tao lién két
ngang cho cac dan xuét cua axit hyaluronic, dugc stra ddi béi nhém pyrogalol, biang

cach bd sung chét oxy héa hodc chét diéu chinh d6 pH,

trong d6 ¢ budc tao thanh lién két ngang bang cich bd sung chit oxy héa, lién

két ngang duoc tao thanh c6 Cong thuc 2:

[Cong thuc 2]
OH
HO, l OH HA'
HA! HO ©OH
OH

(trong Cong thuc 2, HA' 1a axit hyaluronic, trong d6 nhém cacboxyl dugc thé

bdi nhom amit) va
trong d6 & bude tao thanh lién két ngang dugc thuc hién bang cach bd sung
chét diéu chinh pH, lién két ngang dugc tao thanh c¢6 Cong thirc 3:
[Cong thuc 3]
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HO

OH

HA'
HA'

(trong Cong thirc 3, HA' 13 axit hyaluronic, trong d6 nhém cacboxyl dugc thé

bdi nhdm amit).

5. Hydrogel cua axit hyaluronic dugc didu ché boi viée tao thanh lién két ngang giita
cac din xuét cta axit hyaluronic bao gém it nhat mot don vi lap c6 cong thic 5 dudi

day,
trong do lién két ngang c6 cong thirc 2 hodc cong thirc 3 dugc tao thanh:

[Cong thirc 5]

HO OH

HN OH

N O "o o
T0 0 |~
HO

OH NH

N

[Cong thirc 2]
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(trong Cong thirc 2 néu trén, HA' 1a axit hyaluronic, trong d6 nhém cacboxyl dugc thé

bdi nhém amit).
[Cong thirc 3]
HO

OH

HA'
HA

(trong Cong thic 3, HA' 1a axit hyaluronic, trong d6 nhém cacboxyl dugc thé boi
nhom amit).

6. Hydrogel cua axit hyaluronic theo diém 5, trong d6 khéi lwgng phan ti trung binh
(Mw) ciia din xuit cta axit hyaluronic 1a nim trong khoang tir 10.000 Da dén

10.000.000 Da.

7. Hydrogel cua axit hyaluronic theo diém 5 hodc 6, trong d6 din xuit cla axit

hyaluronic c6 ti 1€ thay thé nhém galol 13 nam trong khoang tir 0,1% dén 50%.

8. Gia d& dung cho cong nghé md, bao gdm hydrogel ctia axit hyaluronic theo diém 5

hoéc 6.

9. Chét mang dan truyén thudc, bao gébm hydrogel cla axit hyaluronic theo diém 5

hoéc 6.
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10. Chit mang dén truyén thudc theo didm 9, trong d6 thudc 13 khang thé, manh khang
thé, axit nucleic bao g@)m ADN, ARN, hodc siARN, peptit, gen, protein, té bao géc,
hodc hop chét hoa hoc.

11. Ché pham lam déy, bao gbm hydrogel ctia axit hyaluronic theo diém 5 hoic 6.

12. Ché phim mang chdng bam dinh, bao gbm hydrogel ciia axit hyaluronic theo diém

5 hoac 6.

13. Ché phdm bang vét thuong, bao gbdm hydrogel ctia axit hyaluronic theo diém 5

hoac 6.

14. Ché pham giai phong kéo dai dugc chét, bao gdm hydrogel cua axit hyaluronic

theo diém 5 hoic 6.

15. Din xuét cta axit hyaluronic bao gdm it nhét mot don vi lap c6 cong thic 5 dudi

day va dugce sua d6i boi nhém pyrogalol:

[Cong thuc 5]
HO OH
OH
HN OH
y O Ho @]
TO0 o L
HO o NH
o)\

16. Dan xuét cua axit hyaluronic theo diém 15, trong d6 dén xuét cua axit hyaluronic

c6 khdi luong phan ti ndm trong khoang tir 10.000 Da dén 10.000.000 Da.
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17. Dan xuét clia axit hyaluronic theo diém 15 hodc 16, trong d6 din xuit cla axit

hyaluronic nay c6 ti 1¢ thé nhom galol 1a tir 0,1% dén 50%.

18. Ché phdm lam day, ché phdm nay bao gdm dén xudt clia axit hyaluronic theo diém

15 hodc 16.

19. Ché phim lam déy theo didm 18, trong d6 din xuét cta axit hyaluronic ¢c6 ham
lwong nam trong khoang tir 0,1% (trong lugng/ thé tich) dén 15% (trong luong/ thé tich)

trong toan b ché phim lam day.

20. Ché phim lam day theo diém 18, trong d6 ché phdm & trang thai 16ng in vitro va tao

thanh trang thai gel in vivo khong can chét tao lién két ngang.

21. Ché pham lam day theo diém 18, trong d6 ché phdm nay con bao gbm thém: yéu t6
tang truong té bao bét ky duoc chon tir nhém bac gdm yéu t6 ting trudng nguyén bao
soi (FGF), yéu td tang truéng té bao biéu bi (EGF), yéu td ting truéng té bao sing
(KGF), yéu t6 ting truong chuyén dang alpha (TGF-), yéu t6 tang trudng chuyén dang
beta (TGF-p), yéu t6 kich thich tao cum bach cau hat (GCSF), yéu td tang truéng gidng
insulin (IGF), yéu t4 ting truéng ndi moé mach mau (VEGF), yéu td tang truéng té bao
gan (HGF), yéu td ting trudng tir tidu cAu-BB (PDGE-BB), yéu t té bao than kinh c6
ngudn gde tir ndo (BDNF), va yéu t6 than kinh dém (GDNF).

22. Ché phim lam day theo diém 18, ché phim nay con bao gdm thém: thanh phan dugc
chon bét ky trong nhém bao gdm thubc gay té cuc b, chét chéng oxy hoa, vitamin, va

cac hon hgp cua chung.

23. Gia do dung cho cong nghé md, bao gdm din xudt cua axit hyaluronic theo diém 15

hoac 16.

24. CLéat mang din truyén thudc, bao gdbm dan xuat ctia axit hyaluronic theo diém 15

hoac 16.

48

48/65



43197

25. Chat mang dan truyén thudc theo diém 25, trong d6 thudc 1a khang thé, manh khang
thé, axit nucleic bao gém ADN, ARN, hodc siARN, peptit, gen, protein, té bao géc,
hodc hop chit hoa hoc.

26. Ché phim mang chéng bam dinh, bao gbm din xuét cia axit hyaluronic theo diém

15 hodc 16.

27. Ché phim bing vét thuong, bao gdm din xuét cla axit hyaluronic theo diém 15

hodc 16.

28. Ché phdm giai phong cham dugc chét, ché phdm nay bao gébm din xuét cia axit
hyaluronic c6 it nhat mot don vi 13p c6 cong thire 5 dudi day va dugce stra d6i boi nhém

pyrogalol:

[Cong thiic 5]

HO OH

OH

HN OH

© HO
“"--O .._fO ,«O
A0 -~
HO

OH NH
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[FIG. 6]
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[FIG. 13]
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[FIG. 17]
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[FIG. 21]
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[FIG. 23]
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[FIG. 24]
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[FIG. 25]
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[FIG. 30]
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[FIG. 32]
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[FIG. 36]
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