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(57) Sang ché d& xudt phuong phap didu ché hydrogel dang tiém trén nén
alginate/pluronic két hop hat thiy tinh sinh hoc vé&i tinh chat xtGc tac twong tu
peroxidaza. Theo sang ché, hat thiy tinh sinh hoc véi tinh chat xtic tic twong tir
peroxidaza theo sang ché duoc tao ra bang cach két hop hat nano hemin vao cAu trac hat
thuy tinh sinh hoc thanh phan silic oxit (Si0»), caxi oxit (CaO) va phdt pho pentoxit
(P20s) ¢6 ty 18 s6 mol nhur sau: 64 SiOz— 31CaO— 5 P20s bang phuong phap thity nhiét.
Hydrogel theo sang ché duogc tao ra tir chat nén 1a alginat va pluronic F127 sau khi dugc
sira d6i boi nhom dopamin, tao thanh alginate- dopamin va pluronic F127-dopamin.
Hydrogel dang tiém thé lai dwoc hinh thanh bing cach tao lién két ngang giita cdc nhém
sira dbi dopamin trén nén tién vat liéu bién tinh véi tac nhén lién két dopamine thong qua
phan {mg oxi héa véi tac nhan hydro peroxit dudi tac dung xtic tic cta hat thiy tinh sinh
hoc v&i tinh chét xic tac twong tu peroxidaza. Phap tao vét liéu hydrogel thé lai theo
sang ché tao ra c6 dic tinh chuyén pha tir 1ong sang gel theo su thay ddi cuia nhiét do, thé
hién tinh chit tiém phu hop véi liéu phap diéu tri khéng xdm 1an va thé hién kha ning
khoang hoa, cam ung tao xuong ddng thoi an toan khi ciy ghép va day 1a quy trinh c6

thé thuc hién duge mot cach dé dang trong didu kién thuc té tai Viét Nam.


CVH140
Textbox
(57)

CVH140
Textbox
(21)  1-2023-07669


49360

Linh vuwe k§ thuét dwoc dé cap
Sang ché‘thu(f)c linh vuc cong ngh¢ dugc ph:flm. Cu thé, sang ché dé cap dén phuong
phap didu ché hydrogel dang tiém trén nén alginat/pluronic F127 két hop hat thuy tinh

sinh hoc vd&i tinh chat xuc tac twong tur peroxidaza.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Hydrogel dang tiém da va dang thu hit dugc sy chi y 16n trong k¥ thudt tai tao mo
xuong tao liéu phap diéu tri khong xam lan. Hydrogel dang tiém 13 cac vat liéu & dang
long trudce va trong khi ti€ém hodc cé déc tinh lam lodng cho phép chung di qua kim hodc
6ng thong ¢& nhé. Sau khi duge tiém, vat lidu dang 16ng s& dong dic lai thanh chat rén
x6p thiAm nho thiét 1ap mang ludi lién két ngang dé c6 cau tric khong gian ba chiéu.
Dang vat liéu nay gitp lap ddy cac khuyét tat xwong c6 hinh dang khac nhau. Hydrogel
nhay nhiét 13 mét trong cac lya chon hang dau dé phat trién hydrogel dang tiém. Trén co
s& chuyén pha dung dich-gel dugc kich hoat bdi nhiét do, vat liéu hydrogel nhay nhiét
thé hién kha ning tiém va kha nang thich Gmg hinh thai tuyét vi, tao didu kién thuan loi
cho qua trinh t4i tao mé mong mudn.

Hydrogel nhay nhiét phat trién tir poly(etylene oxit)—poly(propylene oxit)—
poly(etylene oxit) (PEO-PPO-PEO hoic Pluronic) dang dugce chuy nhiéu nhét hién nay.
Polyme nay duoc sip xép theo cdu tric ba 16p ddi xing, voi cac nhém poly(etylene
glycol) (PEG) wa nudc va cac nhom poly(etylene oxit) (PPO) ky nude. Nho céu truc
trén, khi nhém wa nudce va ky nude trong polyme dat sw cin bang s& dan dén hién twong
co mach va sau cing 13 tach pha. Qua trinh chuyén ddi 1a két qua cua sy hinh thanh cac
mixen c6 kich thudc nano tu lién két thong qua cac twong tac ky nude gifta cic phan tir
Pluronic tai nhiét d6 hoa tan t&i han dudi. Méac du hydrogel phat trién tir Pluronic thuong
dugc str dung trong cac ing dung tao gel dang tiém, do bam dinh m6 cua hydrogel han

ché, d6 bén co hoc va cac van dé vé giam cip nhanh trong co thé da dat ra nhimg thach
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thire trong qua trinh cdy ghép mo bén trong co thé. Véi su tién bo cia khoa hoc vat liéu,
mot chién luoc don gian dé vuot qua trd ngai nay la dua mot thanh phan polyme khac
vao mang Pluronic tao ra hydrogel nhay nhiét thé lai. Trong cach tiép cin nay. hydrogel
dua trén natri alginate da thu hut duoc su chu y dang ké trong tao vat liéu hydrogel tmg
dung tai tao mo xuong. Alginat la nguyén li€u ua chudng trong tong hop vat liéu tng
dung trong Iinh vuc tai tao xuong. Al luc cua alginat v6i cac ion duong, dac biét la Ca*",
tao diéu kién cho qua trinh léng dong calcium trén bé mat cua vat liéu. Kha nang nay
thiic day qué trinh tao mam va phat trién tinh thé, do d6 mang lai kha nang khoang hoa
sinh hoc dbi voi vat liéu alginat. Hon nira, alginat dugc su chép thuan cua Co quan Quan
Iy Thuc pham va Duge pham Hoa Ky (FDA) cho cac tmg dung trén ngudi. ké ca trong
vat liéu liéu céy ghép.

Alginat ¢6 cdu tric tinh thé do mang luéi lién két hydro ndi phan tir manh mé cta
chung. Do dé, alginat thuong co do hoa tan thap, do nhot khac biét dan dén kho hoa tron
vao pluronic va gay su triét tiéu dac tinh nhay nhiét cua hé vat liéu. Hién nay. ¢o su quan
tam déng ké dén viéc thiét ké va phat trién vat liéu hydrogel thé lai bang cach st dung
cac hop chét phan to nhd lam cau ndi. Phuong 4n nay cho nhiéu vu diém vuot troi trong
viéc két hop alginat v6i pluronic. Trong s6 cac tic nhén lién két ngang khéc nhau, nhom
catechol da thu hut dugc su chi y nhu mdt lya chon an toan dé tao ra hydrogel thé lai.
Catechol dé dang bi oxy hoa dé tao thanh o-quinone, trai qua cdc phan tng thir cap dé
thiét lap lién két cong hoa tri gitta hai phan tir catechol. Ngoai ra. catechol con duoc bién
dén 1a chat két dinh mé. B6 sung hay bién doi cau tric vat liéu hydrogel voi catechol lam
tang cuong do bam dinh vdi md, tranh hién tugng bi rua troi. Axit amin 3,4-dihydroxy-
L-phenylalanine (DOPA), chira nhom chtic ortho-dihydroxypheny! (catechol), la mot
“keo sinh hoc™ nén co tinh chéat két dinh manh va tao duoc lién két cong hoa tr1 va khong
cong hoa tri manh mé voi nhiéu bé mat hitu co va vo co.

Hau hét cac nghién ctru vé phuong phap st dung DOPA la cau ndi tao ra hydrogel
thé lai tap trung vao lién két ion phdi trf gitra cdc nhom catechol va céc ion kim loai
chuyén tiép. dac biét 1a Fe’™. cling nhu lién két cong hoa tri thong qua viée st dung cic
tac nhan oxy hoa, dac biét la NalO4. Tuy nhién, cac tng dung rong rai hon cua cac ky

thuat nay da bi can tro' bai nhitng thach thirc lién quan dén kha nang tuong thich sinh hoc
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kém va do 6n dinh han ché trong méi trudong sinh hoc. Nhiing thach thirc nay duoc gidi
quyét mot cach hiéu qua thong qua sy hién dién ctia enzym peroxidaza.

Bat chap nhiing hiéu qua cua peroxidaza enzym, hai thach thic ding ké van ton tai
trong boi canh hinh thanh hydrogel duoc xtc tac peroxidaza dya trén qua trinh oxy hoa
catechol. Phan tng oxi héa catechol dién ra trong diéu kién pH> 8. diéu nay gay anh
huong dén hoat do cua enzym peroxidaza, co kha nang dan dén mat chic ning
peroxidaza. Hon nira, peroxidaza da dugc xac dinh la c6 kha nang kich hoat phan ung
mién dich & nguoi va cac dong vat cd vi khac do trinh tu protein cia no. Pé khic phuc
nhimg han ché nay. nhiing nd luc dang ké da duoc danh cho viée phat trién cac vt liéu
mo phong chirc nang peroxidaza hay con goi 1a peroxidaza nhan tao. Cach tiép can nay
nham muc dich vuot qua nhiing thach thirc lién quan dén peroxidaza tu nhién bang cach
tao ra vat licu co kha nang bat chudc hoat dong xtc tac cua peroxidaza. Béng cach do,
cac nha nghién ciru mong muén dat duoc su kiém soat duoc cai thién ddi vai quéa trinh
té)ng hop hydrogel the lai tur phan Ung oxi hoa catechol, giai quyét cac van dé vé diéu
kién hoat dong va phan tng mién dich, dong thoi cho phép sir dung rong rai hon cac hé
thong hydrogel ¢o tinh két dinh md cho cac ung dung trong v hoc tai tao.

Hemin, mot hop chét porphyrin sit ¢é hoat tinh sinh hoc, s¢ hitu mot trung tam xuc
tic tuong tu nhu peroxidaza cai ngua (HRP). Hiéu suat xic tac gan nhu tuong tu
peroxidaza enzym da thu hut duoc su cht y dang ké trong linh vire enzym nhan tao. Tuy
nhién. hemin khong thé phan tan tét trong nude. va chi tan t6t trong moi truong kiém
(pH >8.0). diéu nay gay kho khan trong qua trinh diéu ché hydrogel img dung cho nguoi.
Hau hét, dé giai quyét van dé vé do hoa tan hemin, phuong phap chi véu la két hop voi
dai phan t sinh hoc nhu axit deoxyribonucleic, protein va polypeptide hay polisaccarit
lam khung dé mé phong moi truong ting cuong kha nang hoa tan cia hemin nhung qua
trinh diéu ché phuc tap van 1a mot tré ngai dang ké cho san xuat quy mé lén. Do do, viéc
theo du6i mot cach tiép can don gian hda dé dat dugc murc st dung hemin cao van la mot
thach thie néi bat trong linh vuc nay.

Ngoai cac dac tinh c6 thé tiém, bam dinh va tu phuc hoi. vat liéu hydrogel 1y tuéng
dé tai tao xuong cling phai thé hién hoat tinh cam Gng tao xuwong. Thiy tinh hoat tinh

sinh hoc (BG) da trd nén ndi bat trong linh vuc nay nho kha nang thuce day su hinh thanh
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xuong méi bang cach kich thich su hinh thanh hydroxyapatit, cung cap kha nang bao vé
khoi nhiém trung thong qua cac ion kim loai dugc giai phong. Viéc dua BG vao trong
hydrogel tao ra kich thich ddng ké cho hoat dong tao mam xuong. Dang chi y. BG ¢6 thé
thé hién su da dang chuc nang dua trén thanh phan ctia chiing. Bang cach lay cam hung
tir chic nang gidng peroxidaza cla xeri oxit, dong tong hop cua xeri va BG tao ra hat
thay tinh sinh hoc ¢6 tinh bt chude chire nang cia peroxidase enzym. Trong mot nghién
clru khéace cua Ziqi Xu, viée két hop céc cum nano vang vao mang BG da thé hién mot
chire nang méi cho BG: hoat dong xuc tac gidng peroxidaza. Do d6, BG c6 dac tinh bat
chuge peroxidaza co thé la chién luoc hiéu qua hon dé thiét ké hydrogel thé lai voi tac

nhan lién két {a catechol.

Ban chit k¥ thudt ciia sang ché

Sang ché dé xuat phuong phap diéu ché hydrogel dang tiém trén nén
alginate/pluronic két hop hat thuy tinh sinh hoc véi tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza
glai quyét céc han ché néu ra & trén.

Muc dich sang ché nham tao ra phuong phap mdi nham tao ra hydrogel dang tiém
trén nén alginate/pluronic két hop hat thuy tinh sinh hoc véi tinh chét xic tac tuong tu
peroxidaza thich hop lam vat liéu tai tao xuong.

Cu thé, sang ché dé xuit phuong phap diéu ché hydrogel dang tiém trén nén
alginate/pluronic két hop hat thiy tinh sinh hoc véi tinh chét xuc tac tuong tu peroxidaza
bao gom:

- tao nano hemin;

- tao hat thuy tinh sinh hoc c¢6 tinh chét xuc tac tuong tu peroxidaza;

- tao tién vat liéu bién tinh véi tac nhan lién két dopamin. budc nay bao g6m tao dan
xuat alginat-dopamin va pluronic —dopamin;

- tao hydrogel nhay nhiét thé lai tir dan xuét alginate-dopamin/pluronic-dopamin
dudi tac dung xic tac ca hat thuy tinh sinh hoc ¢6 tinh chét xtic tac tuong tu peroxidaza
bang cach phoi tron alginat-dopamin va pluronic —dopamin véi hat thuy tinh sinh hoc ¢6

tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza két hop véi tac nhan hydro peroxit,
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Hydrogel theo sang ché nay tao duge gel ¢ nhiét do trén 30°C va chuyén vé trang
thai dung dich khi nhiét do ha xuéng dudi 20°C, thé hién tinh chat tiém duoc.

Theo séng ché, két hop hat thuy tinh sinh hoc véi hemin tao hé thuy tinh sinh hoc ¢6
chuce nang bat chude hoat tinh peroxidaza va sir dung né vira lam chat xuc tac trong qua
trinh tao hydrogel nhay nhiét thé lai tir alginat va pluronic véi tac nhan lién két dopamin
vira lam chat cam ng tao xuong tao ra vat liéu hydrogel dang tiém phu hop voi tng
dung tai tao xuong.

Theo sang ché, dic tinh ctia hydrogel nay c6 thé diéu chinh thong qua diéu chinh ham
luong cua tién vat liéu bién tinh véi céc tac nhan lién két dopamine dé dat dugc hiéu qua
ung dung phu hop védi mo, vi vay co thé da dang hoa cac san pham vy sinh.
M6 ti viin tit cac hinh vé

Hinh 1 A) Hinh thai hoc va B) kich thudc hat, C) san phém nano hemin. D) Pho phat xa
dung dich nano hemin véi kich thich 200 nm dén 800 nm. E) Pho phat xa dung dich nano
hemin vai cac kich thich tai 397 nm, 479 nm va 593 nm.

Hinh 2: A) Hinh thai hoc va B-C) ban do nguyén td cua hat thuy tinh sinh hoc ¢6 tinh
chat xuc tac tuong tu peroxidaza, D) Pho phét xa hat thuy tinh diéu ché va hat thuy tinh
thong thuong ¢ buc xa 479 nm, E) Hinh anh hat nano hat thuy tinh diéu ché dudi kinh
hién vi huynh quang kich thich 480nm va kinh hién vi thuong, F) Pho nhiéu xa tia X cua
hat thuy tinh sinh hoc diéu ché va hat thuy tinh thuong.

Hinh 3: Tinh chit nhay nhiét cua hydrogel thé lai trén nén alginat- dopamin/ pluronic
F127-dopamin st dung hat thuy tinh sinh hoc c6 tinh chéat xuc tac tuong tu peroxidaza
lam xuc tac

Hinh 4: Minh hoa céu tric hydrogel thé lai trén nén alginat- dopamin/ pluronic F127-
dopamin sir dung hat thiy tinh sinh hoc ¢6 tinh chat xuc tac twong tu peroxidaza lam xtic

tac

M6 ta chi tiét sang ché
Téac gia dé xuat phuong phap maéi dicu ché hydrogel thé lai tir alginat va pluronic su
dung phan Gng oxi hoda tao lién két cong hda tri gitta cac phan tir dopamine voi su gitp

dd cua hat thuy tinh sinh hoc ¢o tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza dugc tao thanh tu
S
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hat thuy tinh sinh hoc két hop voi nano hemin, c6 ddc tinh nhay nhi¢t va ¢6 kha nang
tiém duoc. dong thoi mang nhén to cam Gng tao khodng xuong.

Pé dat duoc hiéu qua k¥ thuat cao dbi véi hat thuy tinh sinh hoc ¢o tinh chat xuc tac
tuong tu peroxidaza, cac hat thuy tinh sinh hoc duoc két hop v6i hat nano hemin tao ra
nho qué trinh cacbon hoa. Do vong lap tetrapyrrolic 16n, cac img dung thuc té ctia hemin
thuong bi can tro bot mot s6 nhuoce diém ndi tai, bao gém dd hoa tan trong nudce thép va
dé két tu. Thong qua phan ung thiy nhiét, qua trinh két tinh cua cac phan t& hemin va
lién két lién phan tir gitia cdc phan tir hemin bi gidn doan tao ra cdc hat nano hemin ¢6
kha nang hoa tan tuyét voi. Viéc két hop hat nano hemin vao mang hat thuy tinh sinh hoc
mang lai cho hat thuy tinh sinh hoc mdt chic nang mdi. hoat tinh xic tac cua enzym
peroxidaza. Sau do. hat thiy tinh sinh hoc nay hd trg phdn (g oxi hoa tao lién két gitia
hai polyme dan xuat, alginate—dopamin va pluronic—dopamin. dén dén hinh thanh
hydrogel thé lai vai tinh chat tiém. Ngoai ra, viéc két hop hat thiy tinh sinh hoc nay c¢
thé diéu khién hiéu qua kha nang cua qua trinh khodng hoa gitp thic day dang ké qua
trinh hinh thanh xuong moi, déy nhanh qua trinh tai tao xuong tai chd va co dac tinh
khang khuan.

Cu thé. sang ché dé xuat phuong phap diéu ché diéu ché hydrogel dang tiém trén nén
alginat/pluronic két hop hat thuy tinh sinh hoc véi tinh chét xuc tac tuong tu peroxidaza
bao gom:

- tao nano hemin;

- tao hat thuy tinh sinh hoc c6 tinh chat xtc tac tuong tu peroxidaza:

- tao tién vat liéu bién tinh véi tac nhan lién két dopamin, budc nay bao géln tao dan
xudt alginat-dopamin va pluronic —dopamin;

- tao hydrogel nhay nhiét thé lai tir dan xuat alginate-dopamin/pluronic-dopamin
dudi tac dung xuc tac cua hat thuy tinh sinh hoc c6 tinh chat xtic tac twong ty peroxidaza
bang céch phdi tron alginat-dopamin va pluronic —dopamin véi hat thiy tinh sinh hoc ¢6
tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza két hop véi tac nhan hydro peroxit.

Pac diém tht nhét cua phuong phéap diéu ché diéu ché hydrogel dang tiém trén nén

alginat/pluronic két hop hat thiy tinh sinh hoc véi tinh chét xtc tac tuong tu peroxidaza
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la phuong phap tao nano hemin bang phan tng thiy nhiét hemin véi dung moi hitu co
trong moi truong chan khong nhiét do 120-150°C, trong 5-6 gio, thu duoc nano hemin.
Quy trinh diéu ché nano hemin duoc tién hanh cu thé nhu sau: hemin phan tan vao dung
mdi hitu co nhu metanol, axeton, etanol, c6 su hd tro siéu am 30 phut va sau d6 chuyén
vao ce phan tng thuy nhiét. Trong d6, néu dung méi hiru co 1a etanol nong do hemin la
0,2 mg/ml. dung mai hitu co la axeton nong dd hemin 1a 0.5 mg/mL. dung moi hitu co la
metanol nong do hemin 1a 0.5 mg/mL. Cdc thuy nhiét dugce dat trong 16 chan khong ¢
nhiét do 120-150°C trong 5-6 gio. Coc thuy nhiét duoc lam ngudi trong t cho dén khi
dat nhiét dé phong. Ly tam tde do 10000 vong/phut, trong 10 dén 20 phut dé loai bo cac
hemin khong bi carbon hoa trude khi str dung phuong phéap dudi dung méi hitu co bang
méy ¢ quay chan khong. Nudce cat duoc cho vao chét két tinh thu sau khi c6 quay. San
pham sau do duoc loc qua mang 0,22 um. Nano hemin thu duge sau 3 lan ly tam voi toe
d6 20.000 vong/phut trong 20 phut. Phuong phap dong kho duoc su dung dé thu duoc
b6t nano hemin.

Pic diém tha hai cta phuong phép diéu ché diéu ché hydrogel dang tiém frén nén
alginat/pluronic két hop hat thiy tinh sinh hoc véi tinh chét xuc tac tuong tu peroxidaza
nay la tao hat thuy tinh sinh hoc c6 tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza bang cach tron
déu hat thuy tinh sinh hoc thanh phan silic oxit (SiO»). caxi oxit (CaO) va phot pho
pentoxit (P20s) ¢o ty 1¢ s6 mol nhu sau: 64 SiO»— 31Ca0O— 5 P,Os vé6i dung dich nano
hemin dudi tic dong bé siéu am tao dang huyén phu dong nhat, sau d6 thuc hién phan
ung thuy nhiét trong diéu kién chan khong, nhiét do 120°C-150 °C, trong vong 2-3 gio
thu duoc hat thay tinh sinh hoc co tinh chit xtc tac tuong tu peroxidaza. Cac hat thuy
tinh sinh hoc c6 thanh ph?m 64 Si0,-31 CaO-5 P20Os (tinh béng mol%) duoc diéu ché
bang quy trinh sol-gel. Cetrimonium bromua (CTAB) dugc hoa tan vao hon hop etanol
va nudce theo ty 1& thé tich 70:30 sau khi thém 5 ml amoni hydroxit (noéng do gde 37%
theo khéi luong). Nong do CTAB 1a 0,05 M. Hon hop nay dugc khuay lién tuc voi toc
d6 450 vong/phut ¢ nhiét do phong trong it nhét 24 gio dé dam bao do on dinh cua cic
mixen. Tiép theo., 0.064 mol tetraetyl orthosilicat (TEOS) dugc thém vao hon hop nay.
Sau 30 phut cho 0,005 mol trietyl photphat (TEP) vao phan ung. Hoa tan 0.031 mol

canxi nitrat (CaNT) vao nudc roi cho vao hé phan tng. Tiép theo, phan ung duoc thuc
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hién 6 60°C trong diéu kién khudy manh, 1000 vong/phut, trong 48 gio. Qué trinh bay
hoi duoc su dung dé tao thanh gel. Lp gel thu dugce duge dua vao tu say chan khong
VOS-210C ¢ 120°C trong 12 gidr dé loai bo nude. Sau do, gel duge nung ¢ 700 °C trong
10 gio v6i the do gia nhiét 5°C/phit va lam ngudi dén nhiét do phong véi toc do
5°C/phut. San pham thu duoc sau do duoc rira bang etanol dé loai bo cdc ving gidu
canxi va sdy kho trong khong khi trude khi thuce hién budce tiép theo. Hat thiy tinh sinh
hoc duge phan tan dong déu trong dung dich nano hemin. 1g hat thuy tinh sinh hoc trong
50 ml dung dich nano hemin néng do tr 0,01 mg/ml dén 0,05 mg/ml, va chuyén vao coc
thuy nhiét. Phan ing thuc hién ¢ 120°C -150°C trong 2 gio trong tu sdy chan khong. Sau
khi lam nguoi dén nhiét do phong, dung dich duogc khudy trén bép khuay tir the do 800-
1200 vong/phut trong 48 gio. Hat thuy tinh sinh hoc co tinh chat xtc tac tuong tu
peroxidaza thu lai bang cach ly tim ¢ toc do 10000 vong/phit va rua bang nude khir ion.
Lap lai budc ly tam ¢ toe do 10000 vong/phut dé thu tua va san pham cudi cung duoc
dong kho trong 24 gi0.

Dac diém thu ba ciua phuong phéap diéu ché diéu ché hydrogel dang tiém trén nén
alginat/pluronic két hop hat thuy tinh sinh hoc véi tinh chét xuc tac tuong tu peroxidaza
nay la tao tién vat liéu bién tinh véi tac nhan lién két dopamin béng cach tao dan xuét
alginat-dopamin va pluronic-dopamin. Trong do, phan to dopamin [én céu triic alginate
thong qua chat bat cap carbodiimid dugc chon tir nhom bao gom: etyl (dimetyl
aminopropyl)carbodiimid,  1-cyclohexyl-3-(2- morpholinoetyl)carbodiimide-metho-p-
toluene sulfonat, 1-cyclohexyl-3-92-morpholioetyl)carbodiimide metho-4-
toluenesulfonat. Cu thé, alginate phén tan trong moi truong nude, tot nhat st dung dém
axit 2-(N-morpholino) ethanesulfonic, pH 6.,0. Carbodiimid dang bot duoc cho vao dung
dich alginate theo ty 1¢ 1g alginate st dung 5,22 mol carbodiimid. Phan ung trong 30
phit diéu kién ky sang, sau do cho dopamin (DA) dang bot vao. luong DA su dung
twong duong véi sd mol arbodiimid, phan tung trong 3-4 gio. t61 thiéu can 3 gio va khong
fau hon 5 gio. Dung dich phan ung dugc nhd giot bang binh chiét vao hon hop dung moi
etanol va con propan-2-ol duoc pha & ty 18 50:50 theo thé tich dé thu san pham dang tua.
Mubi natri clorua duoc cho vao hdén hop dung méi etanol va con propan-2-ol dé lam

giam thoi gian phan tach gitra alginate-dopamin va dung dich. Phuong phap loc chan
8
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khong duoc tién hanh dé thu san pham alginat-dopamin. San pham alginat-dopamin
duoc tinh sach bang cach phén tan lai trong nude khir ion va lap lai bude tua trong hon
hop dung moi etanol va con propan-2-ol 3 1an. San pham alginat-dopamin thu dugc bang
phuong phap loc chan khong dugc tién hanh dudi dung moi bang may co quay chan
khong. Pluronic-dopamin duogc tong hop bang cach cacbonat este hda nhom hydroxyl
cua pluronic F127 dé tao lién két cong hoa tri cacbamat, v6i nhém amine cua phan
dopamin. Pluronic F127 dugc phén tan trong trong dung moi diclometan (DCM). ty I¢
20g pluronic F127 sir dung 50 mLL dung maoi, phan ung trong diéu kién nhiét do phong.
khudy trén may tur. Cacbonat este hda nhom hydroxyl ctia pluronic F127 duge thuc hién
v6i chat hite co chloroformat este, alkoxycacbonyl clorua. trong dé lugng chloroformat
este st dung bang 2.5 1an sé mol cua pluronic F127 can hoat hoa. Chloroformat este
phén tan trong DCM va sau do cho vao dung dich pluronic F127 trong DCM da chuan
b1. Phan ung tién hanh trong 24 gio, ¢ nhiét do phong. DA dang bot. (i thiéu 2 lan s6
mol cua pluronic F127 va tdt nhat 1a gap 2.4 lan s6 mol plujronic F127 duge cho vao
phan tmg. Phan ung dugc tiép tuc trong 24 gio & nhiét do phong. Dung moi hiru co trong
phan ung duoc loai bo bang phuong phép ¢6 quay chan khong. Dung méi cloroform
duoc st dung deé phan tan lai, trong d6 dopamin khong tan trong dung moi nay bi loai bo
bang phuong phap loc chan khong, thu dung dich la pluronic-dopamin. Dung dich
pluronic-dopamin nho giot vao dung mai ete dietyl lanh, thép hon 0 ° C. dé thu duoc san
pham tua la pluronic-dopamin thong qua loc chan khong. Phan tng két tua trong dung
moi dietyl lanh duoc lap lai 4 dén 5 lan. San pham dugc thu lai bang phuong phap loc
hat chan khong va duoc ¢d quay dé loai bo hét dung méi va thu san pham cudi cling cua
bude nay la san pham pluronic —dopamin.

Pac diém tht tu ciia phuong phap didu ché diéu ché hydroge! dang tiém trén nén
alginat/pluronic két hop hat thuy tinh sinh hoc véi tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza
theo phuong an nay la tao hydrogel nhay nhiét thé lai tir dan xuat alginat-dopamin va
pluronic-dopamin dudi tac dung xuc tac cua hat thuy tinh sinh hoc c6 tinh chét xuc tac
twong tu peroxidaza bang phuong phap phdi tron alginat-dopamin va pluronic -dopamin
theo ty 1& khéi luong, trong do pluronic-dopamin toi thiu la 15% va ty 1¢ alginate-

dopamin toi da 1a 0,5%. hat thuy tinh sinh hoc ¢6 tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza
9
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voi ty 16 khéi luong nam trong khoang 5-10% so voi khéi luong hydrogel va hydro
peroxit c¢o nong do trong khoang 0,5-6 mM. Cu thé. hai dung dich pluronic-dopamin va
alginate-dopamin dugc chuén bi riéng biét trong nudc cat. Pluronic-dopamin chuan bi
trong moi truong lanh, alginat-dopamin chuén bi & moi truong thuong. Hai dung dich
duoc tron lai voi nhau va khay & toc do 200 vong/phut dé loai bo bot khi. Mi trudong
phan tng can thuc hién ¢ dudi 15°C. Sau khi dat do dong nhat vé dung dich. bot hat thuy
tinh sinh hoc ¢6 tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza. Sau do, hydro peroxit dugc bo
sung dé bat dau qua trinh oxi hoa nhom dopamin trén alginate-dopamin va pluronic-
dopamin hinh thanh lién két ngang trong vat liéu lai dudi sy ho tro cua hat thuy tinh sinh
hoc ¢6 tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza. Nong dé hydro peroxit nam trong khoang
0.5 -20 mM. tot nhat trong khoang 5-6mM. Nhiét do phan tng khi cho hydro peroxitla o
nhiét do phéng, khuay toc do dudi 250 vong/ phut dén khi co hién tugng dong dac. Sau
do. phan tmg duoc chuyén qua moi truong lanh nhiét do dudi 15°C, dé phan ung oxi hoa
duoc hoan thién trén trén bép khudy tur, toc do dudi 250 vong/ phut. San phiam sau do
duoc & nhiét do trén 30 °C thu duoc hydrogel nhay nhiét thé lai tr dan xudt alginat-
dopamin va pluronic-dopamin dudi tdc dung xuc tac cua hat thuy tinh sinh hoc ¢6 tinh
chat xiic tac twong twr peroxidaza. Truong hop dé chuyén vé dang 16ng. hydrogel duoc

dat lai vao moi truong lanh nhiét do dudi 15°C.
Vi dy thue hién sdng che
Vidu 1: Diéu ché nano hemin

Cho 25mg hemin (Acros Organic, Ma code: 345960010) vao 50 ml metanol (loai su
dung cho sac ky 1ong hiéu nang cao, Hang Fisher, ty trong riéng 0.7913 mg/ml), tién
hanh siéu &m 30 phat va sau d6 chuyén vao cdc phan tmg thiy nhiét. Coc thuy nhiét sau
do duogc dat trong 10 chan khong VOS-210C ¢ nhi¢t do 150°C trong 6 gio. Céc thuy
nhi¢t dugc lam ngudi trong tu cho dén khi dat nhiét do phong. Ly tam toe do 10000
vong/phut dugc st dung dé loai bo cac hemin khong bi carbon hoa trudce khi st dung
phuong phap dudi dung méi hitu co bang méay ¢6 quay chan khong. Nude cat duoc cho

vao chat két tinh thu sau khi ¢6 quay. San pham sau do duogc loc qua mang 0.22 pm
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(Finetech). Nano hemin thu duoc sau 3 lan ly tdm voi the do 20.000 vong/phut trong 20
phat. Phuong phap dong khé duogc st dung dé thu duge bot nano hemin. Hat nano hemin
duoc hinh thanh ¢6 dang cau quan sat bang kinh hién vi dién tu truyén qua (Hinh 1A).
kich thude 33.4 nm. phan tan dong déu thu nhan bang phuong phdp do tan xa dnh séng
dong (Hinh 1B), dung dich nano hemin phan tan tét trong moi truong nude (Hinh 1C) va
c6 hién tugng phat xa khi c6 kich thich ving déen tr ngoai. Kiém tra bang pho phat xa
huynh quang (Hinh 1D) cho thay dung dich nano hemin phat xa tai cac bire xa ¢ 397 nm.

479 nm va 593 nm. trong do dinh phat xa thé hién ¢ 479 nm (Hinh 1E).
Vidu 2: Piéu ché hat thuy tinh sinh hoc ¢6 tinh chét xuce tac tuong tu peroxidaza

Diéu ché hat thuy tinh sinh hoc thanh phan silic oxit (Si0»), caxi oxit (CaO) va phét pho
pentoxit (P20s) ¢6 ty 1¢ s6 mol nhu sau; 64 SiO»—31Ca0O— 5 P»Os bang phuong phéap sol-
gel. Cetrimonium bromua (CTAB, Acros Organics) duoc hoa tan vao hon hop etanol va
nudc theo ty 1€ thé tich 70:30 sau khi thém 5ml amoni hydroxit (néng do géc 37%).
Nong do CTAB 1a 0.05 M. Hén hop nay duoc khudy o toe do lién tuc voi toe do 450
vong/phut ¢ nhiét do phong trong it nhét 24 gio dé dam bao do on dinh cta cac mixen.
Tiép theo. 0.064 mol TEOS duoc thém vao hon hop nay. Sau 30 phit cho 0.005 mol
TEP vao phan Gng. Hoa tan 0.031 mol CaNT vao nudc roi tha vao. Tiép theo. phan (mg
duoc thuc hién & 60°C trong diéu kién khudy manh (~1000 vong/phut) trong 48 gio. Qué
trinh bay hoi dugc st dung dé tao thanh gel. Lop gel thu dugc duge dua vao tu séy chan
khong VOS-210C ¢ 120°C trong 12h dé loai bé nude. Sau do. gel duge nung & 700°C
trong 10 gio voi toe do gia nhiét S°C/phat va lam ngudi dén nhiét do phong vai toc do
5°C/phut. San pham thu duoc sau dé duogc ria bang etanol dé loai bo cac ving giau
canxi va say kho trong khong khi trude khi thuc hién bude tiép theo.

Diéu ché hat thuy tinh sinh hoc ¢6 tinh chét xic tac tuong tu peroxidaza. lg thiy tinh
sinh hoc 64 SiO»— 31Ca0O- 5 P>20s (theo sd mol) duoc phén tan trong 50 ml dung dich
nano hemin co nong do 0,05 mg/ml. Hon dich duoc tién hanh siéu am trong 30 phut tao
dang huyén pht dong nhat trude khi dua vao coc thuy nhiét. Coc thuy nhiét duoe dat
trong tu say chan khong, nhiét do 150°C trong 2 gio. Sau khi lam ngudi dén nhiét do
phong, dung dich dugc khudy manh, & toe do 1200 vong/phut. trong 48 gio. Dung dich
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sau do duoc ly tam ¢ tde do 10 000 vong/phut. Phan dung dich dugc loai bo va nudce khu
ion duoc cho vao phan tan phé‘m két tu. Tiép theo, lap lai budc ly tam ¢ toe do 10 000
vong/phut, thu san pham két tu. San phdm cudi cung duge dong kho trong 24 gio. Hat
thuy tinh sinh hoc ¢6 tinh chat xtic tic twong tu peroxidaza thu dugce c6 dang hinh cau,
kich thude dong nhat (Hinh 2A) va c6 cac nguyén t6 silic. photpho, caxi va sat (Hinh 2B-
C). Sau khi két hop nano hemin vao céu truc, hat thuy tinh sinh hoc co thém ddc tinh
phét xa huynh quang (Hinh 2D-2E), diéu nay chimg t6 su hinh thanh cta hat thuy tinh
sinh hoc ¢6 tinh chat xuic tac twong tu peroxidaza bang cach két hop hat thuy tinh sinh
hoc va hat nano hemin bang phuong phap thiy nhiét. Pho nhiéu xa tia X chimg minh
dang vo dinh hinh cua hat thuy tinh sinh hoc c6 tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza

(Hinh 3F).
Vidu 3: Kiém tra hoat tinh bat chudc peroxidaza enzym cua hat thuy tinh sinh hoc

Pyrogaollol dugc pha trong nude siéu tinh khiét va dung trong lo mau ho phach ¢ nong
do 30 mM cho dung dich géc. Néng do hydro peroxit (H203) dugc ¢O dinh 1a 20mM.
Nong do gbe cua enzym peroxidaza 1a Img/ml duge pha trong nude siéu tinh khiét va
duoc pha loang thanh 40 ug/ml trudce khi st dung. Nano hemin va hat thuy tinh sinh hoc
duoc pha bang nudce siéu tinh khiét. Quy trinh thir nghiém nhu sau: 0,15 ml H>O» trong 3
ml nudc siéu tinh khiét duge ton voi 0.3 ml pyrogallol trong cuvet thach anh 4,0 ml va
duoc can béng 0 25°C trong diéu kién tdi. Sau do, 0,05 ml enzym peroxidza hodc vat hiéu
mo phong peroxidaza dugc thém vao cuvet. Phan timg duoc ghi lai bang may quang pho
quang pho t ngoai kha kién (UV-1900, Shimadzu, Nhat Ban). D6i v6i phan tich dong
hoc phan tng, nong do pyrogallol duoc chuan bi trong khoang 0-3mM. Ché do dong hoc
trong UV-1900 dugc chon dé do su thay doi do hép thu & muc 420 trong 5 phat. Van toc
ban dau duogc tinh toan bang phan mém UVProbe. Danh gia phan ting oxi hoa Pyrogallol
oxXy bé“mg cach do luong purpurogallin dugc tao ra, su dung hé¢ 0 hép thu phan tu
purpurogallin 1a €=2460 M'.cm™!. Dac tinh dién hinh cua phan tng enzym la phuong
trinh Michaelis-Menten. nhu Vo=Vmax. [S]/([S]+Km). S6 chu ky. keat=Vmax/[E]. duoc

tinh bang biéu do Lineweaver-Burk (1/VO0 la truc y va 1/[S] la truc x). doc 1ap v6i nong
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d6 co chat va enzym. Thong qua khao sat. kha nang bat chudc hoat tinh xtc tac cua

enzym peroxidaza cua hat thuy tinh sinh hoc da dugc chirng minh trong bang 1.

Bang 1. Hoat tinh xuc tac cua hat thuy tinh sinh hoc c¢o6 tinh chat xuc tac twong (v

peroxidaza, hat nano hemin va enzym peroxidaza doi voi pyrogalol

Gia tri Loai xuc tac
Enzym Hat  nano | Hat thuy tinh sinh hoc ¢é
peroxidaza hemin tinh chat xtc tac tuong

tu peroxidaza

Km (mM) 8.673 3.932 4.003
Keat (min') 1177 926.8 9.667 ’
Keat/Km (mM™".min™") 135.7 235.7 | 2.415

Vi du 4: Kiém tra kha nang xtc tac phan ung oxi hoa cua dopamin cua hat thuy tinh sinh

hoc

Dopamin (0.4 mM, DA) duge pha bing nudc siéu tinh khiét. H.O» (37% theo khoi
lugng) duogc pha lodng thanh 30mM. Céc budc phan ung: 0,5 ml DA duogc tron vor 0.1
ml H>0» va sau do chuyén sang cuvet chia 3.0 ml dung dich nude chira hat thiy tinh
sinh hoc hodc peroxidaza enzye. Phd ctia phan tng nay duoc do tir 230-700nm trong
khoang 2700s. Phan ung oxy hoa nay duoc phan tich bing UHPLC Ultimate 3000 —
MSQ Plus. Két qua trén phé tt ngoai kha kién (Hinh 5) cho théy hat thuy tinh sinh hoc
c6 kha nang xuc tdc cho phan tUng Gng oxi hoa dopamine tuong tu nhu enzym
peroxidaza. Phan tich trén UHPLC Ultimate 3000 — MSQ Plus cho thay. san pham tao ra
& dang cdu triic cua cac polydopamin sau khi thue hién phan Gmg véi xuc tac bang hat
thuy tinh sinh hoc, diéu nay chimg t6 hat thiry tinh sinh hoc ¢6 thé st dung thay thé chirc

nang cua peroxidaza trong trong hydrogel thong qua phan irng oxi hoa dopamine.

Vi du 5: Téng hop dan xuat alginat vdi dopamin
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DA duge gin vao mach chinh alginat bang cdch st dung co ché ghép noi
ethyl(dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC). Natri alginate (1g) duoc hoa tan vao
dung dich dém MES (pH 6.0, 50ml) trudc khi thém EDC (5,22 mmol). Sau 30 phat, DA
twong duong véi EDC dugce thém vao phan Gng va duy tri khudy trong 3-4 gio. Sau do.
phan tng duoc nho giot vao hon hop dung mdi. etanol/ propan-2 ol (50:50), dé thu keét
taa. Mudi NaCl duge bo sung vao hdn hop dung mai etanol/ propan-2 ol, 3¢ muoi cho |
lit dung moi, dé thuc day qua trinh tia ctia san pham. Két tiia sau do dugc hoa tan lai vao
nude khi jon va lap lai budc két tha it nhat 3 lan dé loai bo EDC du thua cling nhu DA.
Déi véi 1an tia cudi cuing khong bo sung thém NaCl. Cudi cing. dung méi hiru co con lai
trong san pham két tia dugc loai bo bang cach bay hoi trong chan khong. San pham thu
dugc la alginate-dopamin dang bot, ¢ mau xam va dugc bao quan ¢ 4°C. Su hinh thanh
clia cac dopmin trén cdu truc alginate dugc ching minh bang pho t0 ngoai kha kién

thong qua su xuat hi¢n cua tin hiéu tai bude séng 280nm.
Vi du 6: Tong hop dan xuat pluronic v6i dopamin

Dan xuat Pluronic-dopamin dugc tong hop thong qua st dung alkoxycacbonyl clorua la
p-nitrophenyl chloroformate (NPC) tao nhém cacbonate este trén pluronic FI127, sau do
nhom nay tao lién két cacbamate v6i nhom amine trén phan tr dopamine. 20 g Pluronic
F-127 duoc hoa tan trong diclometan (DCM, 50 d6 nho tung giot vao phan ing. Sau 24
gi0 kich hoat. 3,84 mmol DA dugc thém vao va phan ung trong 12 gio o nhi¢t do phong.
DCM dugc loai bo bang cach bay hoi quay trong chan khong. Cloroform duge thém vao
dé két tia DA tu do. Dung dich thu dugc sau do dugc tua trong ete dietyl lanh (20 °C).
Tua duoc thu lai bang phuong phap loc chan khéng. Budce ria duge lap lai 4-3 lan dé
loai bé p-NPC du thira trong phan tng nay. Cudi ciing, qua trinh bay hoi quay trong chan

khéng duoc ap dung dé thu duoc san pham chinh la ADA.
Vi du 7: Diéu ché hydrogel nhay nhiét thé lai tir alginate-dopamin va pluronic- dopamin

Hai dung dich alginate-dopamin va pluronic- dopamin duoc chuan bi riéng ré. 300 mg
pluronic- dopamin dugc hoa tan vao Iml nude cat, khudy trong diéu kién lanh. 10 mg
alginate-dopa dugc hoa tan trong Iml nudc cat, khudy déu ¢ nhiét do phong. Hon hop

14
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alginate-dopamin va pluronic- dopamin dugc tron lai khudy ¢ tée do vira phai (~200
vong/phut) dé bo qua bot khi, nhi¢t d§ lanh. Sau do, hat thuy tinh sinh hoc (10% theo
khéi lugng hon hop) da dugc thém vao cung voi HaOq (néng do SmM). Phan Ung thuc
hién ¢ nhiét do phong cho dén khi ¢o hién tuong gel hoa. Hon hop sau do dugce dat trong
mdi trudng lanh (nhiét do dudi 15°C) dé phan tng oxi hoa duge hoan thién. Hydrogel
thu duoc khi dat dung dich vao moi truong ¢6 nhig¢t do 16n hon 30°C. Dic tinh nhay nhiét
cua vat liéu duoc thé hién thong qua qua trinh chuyén doi sol-gel khi c6 str thay doi nhiét

do, va duoc ghi nhan bang phuong phap luu bién hoc (Finh 7).
Vidu 8: Panh gid kha nang tiém cua hydrogel thé lai

Danh gia dugc thuc hién vé1 May do luu bién DHR3 (TA Instruments, New Castle, DE)
voi dau do dang hinh non va tim (tdm hinh non 40 mm. 2.0°, tdm Peltier Thép khong gi).
Thé tich mau t6i thiéu 1a 0,585 mL. Nhiét do dao dong duogc thiét 1ap voi nhiét do trong
khoang tr 5°C dén 50°C. Tdc do tang nhiét 1a 2,5°C/phut. Bién dang va tan s goc duoc
¢b dinh & muc 1% va 10 rad/s. D6i v6i quét tan so, bién dang duoe dat ¢ mic 1% va
nhiét do duoc dit ¢ 37°C hodc 20°C. Poi voi bién do dao dong, ham bién dang dugc do
twr 0.1 dén 200% & te do 10 rad/s v6i thoi gian diéu hoa 1a 180 gidy va 5 diém moi diem
khao sat. Ddi voi qué trinh quét dong chay lién tuc, toc do cat la tur 0,1 dén 200 (1/s) v6i
5 diém diém khao sat. D6i vai quét thoi gian theo chu ky. quét thoi gian dao dong (200
gidy) & muc bién dang 0.1%, 10 Hz va sau do quét thoi gian dao du(fmg (200 giay) voi

bién dang cao ¢ muc bién dang 200%, 10 Hz. Chu ky dugc lap lai 6 lan.

4

Vi du 9: DPéanh gid kha nang khoang hoa trong mdi truong mo phong dich thé nguoi SBY
(Simulated Body Fluid)

Qua trinh khoang hoéa sinh hoc dugc danh gid trong moéi truong md phong SBE.
Hydrogel dugc tao trong cac éng nghiém, dugc dat ¢ nhiét do 37 °C, sau do dung dich
SBF am duoc cho vao (ty 1¢ theo khdi luong hydrogel: SBF 1a 1: 10). Tai cac moc thoi
gian 7 ngay va 14 ngay, hydrogel con lai duge thu thap va déng kho. Cac mau khé duoc
nghién ctru bang kinh hién vi dién tr truyén qua SEM va thanh phan hoa hoc ctia céc san

pham khoang hoa dugc dic trung bing phan tich tia X phan tan ning lugng trong qué
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trinh quan sat béng kinh hién vi dién tu quét. Ngoai ra. nhiéu xa tia X dugc thuc hién
trong pham vi 20 tr 10-80° v6i birc xa Cu/K cho thay céu hinh tinh thé ling dong trén bé
mat cua cac hydrogel nay sau khi ngam trong SBF, chimg (6 su hinh thanh cua [6p

khoang hydroxiapatit,
Vidu 10: Panh gia kha ndng cam ung tao xuong

Té bao hMSC dugc ma ¢ mat do 1 x 10* té bao/trong dia 24 giéng. Sau 24 gio dé bam
dinh, cac ¢ bao nhan dugc méi trudng toi thidu thiét yéu Eagle's minimal essential
medium (MEM) hoan chinh ¢6 bd sung hydrogel (10mg/ml). Su lang dong cua nén
khoang hoa duoc danh gia bang nhuém mau do alizarin. Cac té bao dugc rira bang dung
dich dém phosphate (PBS) 0,15 M (pH 7,2) va ¢6 dinh béng glutaraldehyde (3vol.%)
trong 24 ¢io ¢ nhiét dO phong. Sau khi ¢d dinh, té bao duoc rua bang PBS 0,15 M (pH
7.4) va nudc siéu tinh khiét. Sau do. 1 mL thudc nhuom do alizarin (2%) duoc thém vao
va U té bao trong 15 phut ¢ nhiét dd phong. Thude nhudom du thira duge loai bo va té bao
duoc rua béng nude siéu tinh khiét. Sau do. rua béng PBS 0,15 M (pH 7.2) dugc thuc
hién trong 15 phut, sau dé rua nhanh béng nude siéu tinh khiét va Séy kho ¢ nhiét do
phong. Céc té bao dugc quan sat duéi kinh hién vi soi n6i cho thdy cac ndt san do xudt
hién, ching to su léng dong caxi ndi bao, hay ndi cach khéc, da co su biét hoa tu té bao

gdc trung mo thanh nguyén bao xuong.
Vidu 11: DBanh gia kha nang khang khuan

Hiéu qua khang khuén duoc xac dinh dua trén su tiép xuc lién tuc cta cac loai vi khuan
mau voi cong thirc hydrogel. Nudi cdy vi khuan duogc nudi cay qua dém. Sau khi pha
loang va dié¢u chinh theo thang MacFarland 0,5 bang moi truomg long Luria broth (LB).
huvén phu vi khuan duge phan bo déu trong céc dng 5 mL chta 1ml hydrogel. Sau 24
2i0 va 96 gio. moi phan mau dugc pha lodng theo thir tu trong PBS va moi do pha loang
mau la thach LB dé dia dugc G phia sau & 37°C trong 24 gio. Kha ning tc ché ting
trudng cua hydrogel duge danh gia bang cach dinh luong s6 luong don vi hinh thanh
khuén lac (CFU) trén mililit (CFU mL-1). Céc thi nghiém dugc thuc hién lap lai vor 3
lan 1ap lai cho mdi mau. Hydrogel dugc diéu ché boi enzym peroxidaza da duge si dung
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lam doi ching trong thi nghiém nay. P61 véi mau chimg. mat do khuan khong thay doi,
trong khi doi véi mau hydrogel thé lai st dung hat thuy tinh sinh hoc fam xuc tac mat do

vi khuan giam dan va dat gan nhu 0% sau 96 gio u.
Vidu 12: Banh gia kha nang dap tng mién dich cua hydrogel

Tét ca dong vat dugc diéu trj theo diung hudng dan, chinh sach da dugc Khoa Y - Pai
hoc Quée gia Thanh phd HO Chi Minh phé duyét (s 03/QB-IRB-VNO1.017. ky ngay 25
thang 3 nam 2022). Tt ca chudt (CD-1 ICR, Mau léng tring — Albino. 7 tudn tuoi. 20 -
24 ¢) duge cung cap tir Vién Kiém nghiém thude Trung uong (Viét Nam) va duoc nudi
trong 12 id sang va 12 gior toi trong méi truong ¢ mam bénh- diéu kién tu do vai day
du thire an va nude udng. Hydrogel ¢ licu lugng khac nhau (0.2 ml va 0.4ml) dugc tiém
dudi da vao suon sau cua chudt. Da tai chd tiém va tinh trang suy yéu the chit ctia chuot
duoc theo doi hang ngay cho dén khi két thuc nghién ctru. Vao thoi diém xdc dinh. xét
nghiém mau da duoc tién hanh. Té bao bach cau (WBC) bao g61n bach cau hat. bach cau
don nhan va té bao lympho duoc ude tinh bang Mindray BA-88A (Mindray. Trung
Quodc) bang bd xét nghiém tuong tng (ELITech, Phap). Doi véi protein phan tmg C
(CRP), cén sur dung Bo kit ELISA CRP (Chudt). Quy trinh duoc thuc hién theo hudng
dan cua nha san xuét. Sau 7 ngay, phan tich mo bénh hoc duoc thuc hién bang cic quy
trinh xét nghiém tiéu chuan. Tat ca da chudt dugc thu thap va cb dinh bang dung dich
formalin 10% (v/v). Céc lat cat duoc nhudm béng hematoxylin—cosin (HE) va dugc nha
nghién ctru bénh hoc kiém tra bang kinh hién vi quang hoc. Két qua cho thay khong co
su thay doi vé nong do bach cau ciing nhu gia tri CRP. ching 6 hydrogel sau khi cay

ghép dudi da khong gay cac phan ung kich thich.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phéap diéu ché hydrogel dang tiém trén nén alginate/pluronic két hop hat
thuy tinh sinh hoc véi tinh chét xtc tac twong tu peroxidaza bao obm:

- diéu ché nano hemin bang phan Gmg thay nhiét hemin v&i dung moi hitu co trong
moi truong chan khong nhiét do 120-150°C, trong 5 dén 6 gi0, thu dugc nano hemin.

trong do bao gom cac budc:

i) hemin dugc phén tan trong dung médi htu co ¢6 su ho tro siéu am trong 30 phut.
trude khi chuyén vao céc phan ung thay nhiét.

trong dé dung méi htru co la rugu metylic thi hemin duoc phan tan trong ruou
metylic vé1 luong 0.5mg/ml,

trong do dung moi hitu co la etanol thi hemin dugce phéan tan trong etanol vét lvong
0.2mg/ml,

trong dé dung moi htru co la axeton thi hemin duoc phan tan trong axeton v61 lugng
0,5 mg/ml,

ii) coc thuy nhiét dat vao tu say chan khong nhiét do tr 120°C dén 150°C. trong 5
dén 6 g0,

iii) coc thuy nhiét & bude ii) lam ngudi ¢ nhiét do phong trude khi thu dung dich,

iv) dung dich ¢ budc iii) dugce ap dung ly tam o toe do 10000 vong/ phut. trong 10
dén 20 phat thu phan dung dich,

v) dung moi & dung dich & budc iv) dugc loat bo béng c6 quay chan khong,
vi) nudc cat duoe cho vao phén tan lai san phém thu duoc & bude v).
vii) mang 0,22 pm duoc st dung dé thu dung dich,

viil) dung dich & bude vii) thuc hién ly tdm tde do 20000 vong/phut. trong 20 phut. 3
lan thu phan dich noi.

ix) dung dich ¢ budc viii) duge dem di dong kho. thu dang bot nano hemin mau den.

18



49360 19/24

- tao hat thuy tinh sinh hoc ¢6 tinh chét xuc tac tuong tu peroxidaza béng cach tron
déu hat thuy tinh sinh hoc thanh phan silic oxit (SiO»), caxi oxit (CaO) va phét pho
pentoxit (P20s) ¢6 ty 1& s6 mol nhu sau: 64 SiO»— 31Ca0~ 5 P2Os vdi dung dich nano
hemin dudi tac dong bé siéu am tao dang huyén phu dong nhat, sau do thuc hién phan
ng thiry nhiét trong diéu kién chan khong, nhiét do tir 120°C dén 150°C. trong vong tir 2
dén 3 gio thu dugc hat thuy tinh sinh hoc ¢é tinh chat xtc tac tuong tu peroxidaza,

trong do cac budce thuc hién bao gém:
i) hat thuy tinh sinh hoc voi thanh ph?m 64 SiOr— 31Ca0— 5 P>Os (tinh bémg mol%,)
phan tan trong dung dich nano hemin, lg hat thuy tinh sinh hoc trong 50 ml dung dich

nano hemin nong dé tir 0,01 mg/ml dén 0,05 mg/m.

ii) hon dich ¢ budc i) duoc xur 1y trong bé siéu am, tu 30 dén 60 phut tao dang huyeén
phu dong ntat.

iii) hon dich bude ii) chuyén vao cde thuy nhiét va dat vao tu sdv chan khong nhiét
do tir 120°C dén 150°C, tot nhat 150°C, trong 2 gio,

iv) coc thuy nhiét ¢ budc ii) lam ngudi 6 nhiét do phong. thu dung dich trong coc.

v) dung dich buge iv) khudy trén bép khuay tir. toe do tir 800 dén 1200 vong/phit.
trong 48 gio,

vi) dung dich ¢ bude v) duge ly tam ¢ toc do 10 000 vong/phut. thu phan tua,
vii) tha & budce vi) duoce hoa tan lai vao nudce khu ion va lap lai budce vi) dé thu tua.

viii) phan tda ¢ budc vii) duge thuc hién ti€p bang phuong phap say thang hoa thu
san pham hat thuy tinh sinh hoc ¢6 tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza:

- tao tién vat liéu bién tinh véi tac nhan lién két dopamin, budce nay bao gom tao dan
xuat alginat-dopamin va pluronic —~dopamin,

trong d6 alginat-dopamin dugc tong hop bang céc bude sau:

i) alginate phan tan trong moi truong nude, tot nhat su dung dém axit 2-(N-
morpholino) ethanesulfonic, pH 6,0,

i1) carbodiimid dang bot dugc cho vao dung dich ¢ budce 1), ty 1€ Ig alginat su dung
5,22 mmol carbodiimid, phan tng trén bép khuay tir, trong 30 phit, diéu kién ky sang,
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trong d6 carbodiimid dugc chon to nhém bao g6m: etyl (dimetyl
aminopropyl)carbodiimid, 1-cyclohexyl-3-(2- morpholinoetyl)carbodiimid-metho-p-
toluene sulfonat, 1-cyclohexyl-3-92-morpholioetyl)carbodiimid metho-4-toluenesulfonat.

iit) dopamin (DA) dang bot dugc cho vao phan ung ¢ budc ii). luong DA su dung
tuong duong vai s6 mol carbodiimid dugc thém vao ¢ budc ii). phan tng trén bép khuay
tu, trong 3-4 gio, t6i thicu can 3 gio va khong lau hon 5 gio. dicu kién ky sang.

1v) dung dich phan trng ¢ budce ii1) duge nho giot bang binh chiét vao hon hop dung
moi etanol va cdn propan-2-ol ty 1é 50: 50 theo thé tich, dé thu tua bang phuong phéap loc
chan khong,

trong dé mudi natri clorua dugce bo sung vao hon hop etanol va con propan-2-ol ¢ ty
1¢ 3g muo6i cho 1 lit dung mot,

v) san pham tia ¢ budce iv duge phan tan trong nude khir ion va thuc hién lai budc
V).

vi) lap lai budc v) va budce iv) 3 lan

vii) san pham & budc vi) dudi dung moi bang may ¢6 quay chan khong, alginat-
dopamin thu dugc ¢ dang bot, mau xam, va

trong dé pluronic-dopamin dugc tong hop bang cach cacbonat este hoa nhom
hydroxyl cua pluronic F127 dé tao lién két cong hoa tri, cacbamate v6i nhom amine cua
phan t&r dopamin, cu thé gom céac budc sau:

i) pluronic F127 dugc phan tan trong dung moi diclometan. ty [¢ 20g pluronic F127
str dung 50 mL dung moi. phan Gng trong diéu kién nhiét do phong. khudy trén may tu,

ii) chat hitu co chloroformat este, alkoxycacbonyl clorua, su dung 2.5 lan s6 mol cua
pluronic F127 ¢ budc 1), phéan tan trong DCM va sau d6é cho vao phan tmg o budc 1).
phan ung trong 24 gio. diéu kién nhiét do phong,

iii) bot dopamin, téi thiéu 2 1an s6 mol ctia pluronic F127, t6t nhat gap 2.4 lan s6 mol
pluronic F127, cho vao phan img ¢ budc ii). phan ting 24 gi¢ ¢ nhiét do phong.

iv) dudi dung moin trong hé phan trg budc iii) bang may co quay chan khong. sau do
str dung dung moi cloroform dé phan tan lai, loc chan khong dugc tién hanh thu dung
dich la san pham pluronic-dopamin,
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v) dung dich thu dugc ¢ budce iv) dugc tua trong ete dietyl lanh. thap hon 0°C. sau d6
tua duoc thu lai bang phuong phap loc chan khong.

vi) bot thu duge ¢ bude v) cd mau trang va tdi sau dé duoc phan tan lai trong ete
dietyl lanh. thip hon 0°C. sau do tiia duoc thu lai bang phuong phép loc chan khong.

vii) lap lai budce vi) 4 dén 5 1an sau d6 phuong phép ¢6 quay chan khong duoc ap
dung dé thu duge san pham chinh pluronic-dopamin,

- tao hydrogel nhay nhiét thé lai tir din xuét alginat-dopamin va pluronic-dopamin
dudi tac dung xuc tac cua hat thuy tinh sinh hoc ¢o tinh chét xuc tac tuong tu peroxidaza
bang phuong phap phdi tron alginat-dopamin va pluronic-dopamin. hat thuy tinh sinh
hoc ¢6 tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza két hop véi tac nhan hydro peroxit,

trong d¢ pluronic-dopamin toi thicu la 15% khoi luong so vor tong khoi luong
hydrogel va tv 1€ alginat-dopamin tdi da la 0.5% khoi luong so voi tong khor Tuong

hydrogel.

trong do hat thuy tinh sinh hoc ¢é tinh chat xidc tac tuong tu peroxidaza su dung voi
luong tr 5% dén 10% khoi lugng so voi tong khot luong hydrogel.

trong d6. nong do hydro peroxit trong nam trong khoang tir 0.5 dén 20 mM. tot nhat
nam trong khoang tir 5 dén 6mM, va

trong d6, phuong phap tao hydrogel nhay nhi¢t thé lai tor dan xuat alginat-dopamin
va pluronic-dopamin dudi tac dung xuc tac cia hat thuy tinh sinh hoc co tinh chat xac tac
tuong tu peroxidasza theo cac diéu kién nong do, ty I¢ cac thanh phan bat ky bac gom:

i) phan tan pluronic-dopamin trong nudc cat ¢ dicu kién nhi¢t do lanh. dudt 15°C

11) phén tan alginat-dopamin trong nudc cat

i) tron dung dich & budc i) va bude ii), khudy trén bép khuay tu. toc do dudi 200
vong/ phut, nhiét do lanh dudi 15°C dén khi dat do d(‘”)ng nhat,

iv) tron bot hat thuy tinh sinh hoc ¢o6 tinh chat xtc tac tuong tu peroxidaza vao hon
dich ¢ budc iii)

v) thém dung dich hydro peroxit vao budc iv), khudy trén bép khuay o, toc do dudi
250 vong/ phut. nhiét do phong dén khi c6 hién tuong dong dac,
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vi) phan img ¢ budce v) dat trong moéi truong lanh, nhiét do dudt 15°C), dé phan (ng
oxi héa duoc hoan thién trén trén bép khuay tur, toc do dudi 250 vong/ phut.

vii) 0 san pham ¢ budc vi) & nhiét do trén 30°C thu duoc hydrogel nhay nhiét thé lai ti
dan xuat alginat-dopamin va pluronic-dopamin dudi téc dung xtc tac cta hat thuy tinh sinh
hoc ¢6 tinh chat xuc tac tuong tu peroxidaza.
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