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Linh vec ky thuat dwoec dé cap

Giai phap hitu ich thudc linh vuc céng nghé sinh hoc, y hoc va dugc phém, cu
thé 12 giai phép hitu ich d& cap dén quy trinh dinh lugng malondialdehyt tir mau mo gan
chuot.

Tinh trang ky thuit ctia gidi phap hiru ich

Malondialdehyt (MDA) 1a mot gbc tw do c6 mach chinh ba cacbon véi tAm hoat
dong oxy (ROS), v6i hai d4u 12 hai nhém aldehyt (dialdehyt), day 1a san phim ctia qua
trinh phan giai 1am dut gy mach va oxy hoa axit arachidonic va cac phan tir axit béo
khong no (PUFAs). Trong té bio, MDA dugc hinh thanh & ti thé thong qua hai con
duodng, duogc xtc tac bdi enzym va phi enzym.

Ti nhitng ndm 1960, rit nhiéu phuong phap dugc phat trién dé danh gid stress
oxy hoa thong qua dinh luong MDA ¢6 trong mau sinh hoc dic biét 1a cho qud trinh
peroxit hoa lipit cta axit béo omega-3 va omega-4. Phuong phép dinh luong MDA
thong qua phén (rng ctia né véi axit thiobarbituric (TBA) 1a phuong phap dugc st dung
mdt cach phd bién. Trong phuong phap ndy, mot phan tt MDA s& phan tng v6i hai
phéan tir TBA dé tao thanh phitc ¢6 mau, phirc nay c6 thé dinh luong bang phuong phap
quang phd hép thu v6i budce séng hép thu cuc dai 532-535nm.

Tuy nhién, d6 dic hiéu cua phuong phap nay khong cao, do TBA ¢6 thé phan
g vo&i nhidu hop chit khdc c6 trong t& bao. Hon nita, nhiét ¢ phan tmg (100°C) c6
thé tao ra nhidu gdc oxy méi sinh ra, gy anh hudng t6i két qua ciia phép dinh lugng.
Pé giam thidu tic dong cia cac yéu td gay stress oxy héa trong qua trinh thi nghiém,
rét nhidu phuong phap cai tién duoc dua ra, vi du nhu st dung két hop véi sic ky long
cao ap (HPLC), hay sir dung céc chit chdng oxy hoa.

Mot trong nhitng phuong phép cai tién dau tién va van con duge st dung dén
nay dugc phat trién boi Yagi, thuc hién phan tng TBA trén méu lipit mau. Trong
phuong phép nay, protein duoc két thia trong moi trudng axit & 98°C. Phuong phap nay
duogc goi 1a phuong phap TBARS (TBA reacting substances). Trong giai doan tir 1970
dén 1995, rat nhidu phuwong phép dugc phat trién dé x4c dinh lugng MDA trong mAu
gan, vi du ndm 1981, Kakuda va cdng sy da nghién ctru v& quy trinh tach chiét va dinh
lvong san pham phan g gitra MDA va TBA béng sic ky 1ong hiéu ning cao (HPLC).
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So véi phuong phap TBARS ban dau cua Yagi, phuong phap st dung HPLC nhanh
hon, han ché duoc phin nao cic tac dong tir bén ngoai. Toan bd qua trinh chay sic ky
chi kéo dai 5 phut va co thé dinh luong duoc MDA mét cach tuong dbi chinh xéc.
Arthus va cong su (1985) cling da phat trién ky thuat HPLC bat cip ion (HPLC Ion-
pairing) nhdm dinh lugng MDA c6 trong miu mé gan. Két qua cho thy, sau khi loai
b6 cAc thanh phan tap chét, luong MDA tdi thiéu ¢6 thé phat hién dugc 1a 4nmol. Cling
trong thoi gian nay, phuong phdp TBARS duogc st dung trong cac thi nghiém lam sang.
Tuy nhién, tat ca cac k¥ thuat trén déu rat phirc tap va kho c6 thé ap dung trén quy md
16m, bén canh d6, moi trudng phan tmg chua duge t6i wru hoa lai 1a diéu kién dé oxy hoa
mau, tir d6 anh huong dén két qua dinh luong.

§ Viét Nam, dén nay, da c6 mot s cong trinh lién quan dén cong nghé tach chiét
va dinh lugng MDA trén nhiéu dbi tuong khac nhau, Nguyén Thi Thuy Linh va V&
Phung Nguyén (2011) da thuc hién nghién ctru “Tdc dong chéng oxy héa, bdo vé gan
ciia ché phdm ndm tai vang” trén d6i twong mau md gan chudt. Tuy nhién, cling twong
tu nhu cac nghién ctru khac trén thé gidi, cdc nghién clru & Viét Nam chua c6 qué trinh
t61 wu hoa quy trinh dé han ché cac géc tu do mdi sinh ra, bén canh do, cac ky thuat su
dung con phirc tap va chua thé 4p dung trén quy md 16n.

Dén nay, malondialdehyt da duoc nhiéu noi s dung nhw mét dau chudn trong
viéc phat hién, chin doan va theo dai tién trinh diéu tri mot s6 bénh, dic biét 1 cc bénh
v& than kinh, tim mach, gan, vi du nhu Alzheimer, xo vita dong mach, ngd ddc ruou,
viém gan B, C, va ngd doc kim loai nang. Tuy nhién, cac quy trinh dinh lvong MDA
hién tai van chua duoc chuén héa dé han ché luong MDA méi duge sinh ra ciing nhu
cac tac dong khong cin thiét dén mau. Do d6, cdc quy trinh chua cé su thdng nhét va
ddng ddu vé sb lidu. Bén canh do, cac k¥ thuat duge st dung cling rit phirc tap va kho
¢6 thé ap dung véi s6 luong mau 16n.

Hién nay, da phin céc quy trinh dinh lugng MDA déu duoc xéc dinh trén doi
tuong 14 miu mau (trén mang hdng ciu hoic trong huyét thanh). Uu diém cta viéc st
dung mau 1a ¢ thé d& dang 14y duoc mu tir ngudi bénh, tuy nhién, viéc dinh luong
MDA tir mau mau lai khong thé str dung dé lam chi thi cho mdt mé cu thé nao, do méau
duoc tudn hoan trong toan bd cdc co quan trong co thé, nén luong MDA ¢6 trong méu
s& duoc tich tu tir nhiéu co quan khéc nhau. Do do, két qua dua ra khi st dung quy trinh
dinh lugng MDA trong méu dé xac dinh cac bénh nhu Alzheimer, viém gan, xo vita
dong mach khong that sy chinh xac. Ngoai ra, lugng MDA trong mau cua bénh nhan
¢6 thé bién dong do cac yéu t6 khach quan nhu tinh trang tdm ly, thé chat.
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Bén canh do, ty 1& nguoi Viét méc cac bénh vé gan nhu viém gan C, viém gan
B, x0 gan, ung thu gan hién dang ting manh theo timg ndm do cédc thoi quen x4u nhu
ubng rugu, hat thude 14 va ché d6 an ubng khong lanh manh. Tai Hdi thao “Phé bién
két qud mé hinh wée tinh gdnh ning bénh tdt do viém gan virut B va C va phdn tich
hiéu qué déu tr” do Bo Y t phdi hop voi Té chite Y té thé gioi (WHO) tai Ha Noi
ngay 21/07/2017, WHO da théng k&, trén thé gi6i c khoang 325 trigu ngudi (tuong
duong 4% dén sb thé gisi) dang bi nhiém virut viém gan B va C, trong d6 c6 57% dang
tién trién thanh xo gan. O Viét Nam, ty 1& viém gan B 1a khoang 6%, ¢4 vung lén dén
20%, dac biét 1a cac khu vuc ving siu ving xa. Ty 1€ viém gan C roi vao khoang 4%.
Vi véy, ganh ning bénh tat cla virut viém gan B va C tai nudc ta rat 16n. Udc tinh mbi
nim, c6 hanh ngan ngudi tr vong do 2 bénh nay. Trén ca nude, c6 khoang 7,8 triéu
truong hop viém gan B man tinh. Bén canh d6 ¢6 hon 991.000 ngudi nhiém virut viém
gan C, gin 6.000 ca bi ung thu té bao gan va hon 6.400 ca tir vong do céc bénh vé gan.
Dic biét, chi ¢6 74.000 ngudi duoc diéu tri trude do.

Tuy nhién, ¢& Viét Nam van chua c6 nhiéu nghién ctru theo huéng nay va chu

yéu mai chi dimg lai & quy md nho hodc k¥ thuat xac dinh phic tap, tén nhidu thoi gian.
Ban chit ky thuét ciia gidi phap hitu ich

Muc dich ctia giai phap hitu ich la nghién ctu, t51 rru héa toan bd quy trinh tach
chiét, dinh lugng MDA trén ting dbi twong mo cu thé, ma & day 1a mau gan trén dong
vat thuc nghiém. Viée x4y dung quy trinh t8i wu nham dinh luong MDA trong mau mo
gan tao tién d& phat trién cac b kit phét hién nhanh, don gidn va chinh xéc cdc bénh ly
viém nhiém, qué trinh dao thai thudc va cac bénh vé gan, tir d6 hd tro diéu tri va theo
d5i tién trién bénh tdt hon, gidm céc ca tir vong do phat hién mudn hodc khong phat
hién c4c bénh ly viém nhiém hogc lién quan t6i gan.

Nhim dat duge muc dich néu trén, giai phap hitu ich & xuét quy trinh dinh lugng
MDA tir miu md gan chudt bao gdm céc bude sau:

- Xir Iy mau;

- Nghién déng thé;

- Phén Umg;

- Tach chiét;

- Ly tam; va

- Binh lugng.
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Mo ta vin tat cac hinh vé

Hinh 1 thé hién quy trinh dinh luong MDA tir mau gan chudt theo phuong phap
TBARS céi tién.

Hinh 2 thé hién dudng chudn tuong quan giita ndng d6 MDA va cudng do hép
thu cta phirc TBA-MDA tai budc séng 535nm.

Hinh 3 thé hién phd hip thu cta phitc TBA-MDA v6i budce séng tir 400nm dén
800nm.

M6 ta chi tiét giai phdp hitu ich
Quy trinh dinh lrong MDA tir mAu gan chudt bao gdm céc budc:
a) Xtr ly mau

Mu gan duge thu liy sau khi mb. MAu duge rira sach bing dung dich mudi sinh
Iy va bdo quan & nhiét d6 -20°C trude khi tién hanh thi nghiém. Trong truong hop can
phai van chuyén va bao quén lau dai, mau duoc ngAm trong dung dich dém bao quan
bao gém 125mM NaCl, 3mM KCI, 1mM MgClz, 40mM Tris, 0,5 mM hydroxytoluen
butylat (BHT) va gitt ¢ nhiét do -80°C. Khi tién hanh thi nghiém, mau duge chia nho
thanh c4c phan c6 khéi lugng 35mg. M&Au dugc chia trong trang thai déng cirng va han
ché t6i da sw chénh 1éch nhiét do trong toan by qué trinh chia méau.

MDA chuén duge pha thanh ndng d 1x — 0,34mM ban dau, sau d6 s& pha loang
dan theo cdc mdc ndng d6 nhat dinh.

b) Nghién ddng thé

Mau gan dugc dem cn, chia nho va bd sung dém bao quén theo ty 1& 1:10 (w/v).
Sau khi bd sung dém, méu dugc nghién ddng thé bang méy nghién trong 2 pht.

c¢) Phan g

Dung dich phan tmg bao gém 2,0ml HCI (pH 3,0), 1,0ml TBA 0,06%, 0,5ml
natri dodexyl sulfat (sodium dodecy! sulfate-SDS) 5% va 0,5ml dich nghién ddng thé.
Phén tng v6i MDA chun ciing bao gdm céc thanh phén trén nhung thay 0,5ml dich
nghién ddng thé bing 0,5ml MDA chudn. Sau khi bd sung ddy dui céc thanh phan, hon
hop dugc dem U & 98°C trong 45 phut.

d) Téach chiét
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Dich phan g sau khi 0 s& dugc dé& nguoi & nhiét do phong trong 10 phut, sau
d6 bd sung n-Butanol voi ty 18 1:1 (v/v).

e) Ly tim

Hdn hop dich phan mg va n-Butanol dugc dem di l4c manh truée khi ly thm
3000 xg, trong 15 pht & nhiét 4o phong nhim loai bd cac thanh phan khéc. Sau khi ly

tam, thu dich ndi.
f) Binh luong

Dich chiét sau khi ly tAm dwgc dem di dinh luong bing phuong phap quang phd
hép thu & budc soéng 535nm va xéc dinh ndng do thong qua dudng chuin.

Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: Dung dudng chuin MDA

MDA chuin duoc pha thanh néng do1x — 0,34mM, sau do s& pha loéng dan theo
cac mbe ndng d6 0,017mM, 0,0085 mM, 0,0034mM va 0,0017mM. Dung dich phéan
tmg gbm 2,0ml HCI (pH 3,0), 1,0ml TBA 0,06%, 0,5ml SDS 5% va 0,5ml MDA chuin
& cac mbce néng dd. Toan bo hdn hop duge 0 & 98°C trong 45 phut. Sau khi thyc hién
phan tmg, dé hdn hop ngudi & nhiét d6 phong trong 10 phut va b sung 4,0ml n-Butanol.
Hdn hop dich phéan tng va n-Butanol duoc tron déu va ly tam véi lye ly tm 3000 xg
trong 15 phut ¢ nhiét 46 phong, dich ndi thu duoc s& dem di dinh lugng bang phuong
phép quang phd hép thu & bude séng 535 nm. Dudng chuén MDA duoc xay dung dua
trén gid tri hip thy & 535nm cua dung dich va ndéng d6 MDA chudn trong dung dich
phéan tmg. Két qua & hinh 2 cho thdy, dudong chudn dugc xay dung véi do tuyén tinh
cao, R?=99,79%.

Vi du 2: Pinh lugng MDA trong miu m6 gan

MAu m6 gan chudt sau md duoc bao lanh & -20°C va chia nho thanh céc phan
v6i lwong nhod nhét 1a 35mg. Mau dugce bd vao trong céc bng epp va bd sung 0,35ml
dém bao quan. Sau khi bd sung dém, mau dugc nghién ddng thé bing may nghién trong
2 phuat. Dung dich phén tmg bao gém 2,0ml HCI (pH 3,0), 1,0ml TBA 0,06%, 0,5ml
SDS 5% va 0,5ml dich nghién ddng thé. Sau khi bd sung diy da c4c thanh phén, hén
hop duoc dem U & 98°C trong 45 phut. Dich phén Umg sau khi 0 s& duge dé ngudi &
nhiét do phong trong 10 phut, sau d6 b6 sung 4,0ml n-Butanol. Hén hop dich phéan tng
va n-Butanol duoc dem di lic manh trude khi ly tim 3000 xg, trong 15 phut & nhi¢t do
phong, dich ndi thu dugc s& dem di dinh lugng bing phuong phap quang phé hép thu &
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bude séng 535 nm. Lugng MDA (pg/g mau) trong mau duoc xé4c dinh thong qua cudng
d6 hép thu cua dich chiét & budc séng 535nm va sir dung duong chudn MDA dé xac
dinh ¢6 bao nhiéu pg MDA trong 1g mau. Thi nghiém dugc thyc hién trén 34 con chudt
dong Swiss, dugc cung cép tr Hoc vién Quén Y tir ngay 27/08/2018 dén ngay
14/09/2018, mdi con duoc do 1ip lai 9 lan, léy gia tri trung binh, phuong sai va xac dinh
hé sb bién thién (CV).

Bang 1: Luong MDA thu duoc trong 1g mau mé gan chudt

STT | Ma chuot | 20 }gff‘&t)mng MDA (pg/g m3u) | Phuong sai | CV (%)
1 C9 0,276 1,919 0,009 3%
2 Cll 0,547 3,749 0,023 4%
3 C20 0,209 1,474 0,005 2%
4 Cl 0,155 1,108 0,016 10%
5 C2 0,203 1,431 0,029 14%
6 C3 0,232 1,623 0,035 15%
7 C169 0,155 1,102 0,017 11%
8 C168 0,110 0,804 0,008 7%
9 C183 0,182 1,288 0,010 6%
10 | C211 0,200 1,409 0,013 6%
11 €209 0,140 1,001 0,014 10%
12 | Cl75 0213 1,498 0,025 12%
13 C165 0,303 2,101 0,018 6%
14 | C176 0,184 1297 0,004 2%
15 | Ci8l 0,173 1,227 0,027 16%
16 | C179 0,126 0,907 0,005 4%
17 | Cl74 0,229 1,603 0,003 1%
18 | C178 0,180 1,272 0,014 8%
19 | CI80 0,207 1,458 0,006 3%

20 | C210 0,228 1,194 0,086 38%
21 C170 0,195 1,372 0,015 8%
22 | Cl67 0,118 0,854 0,011 10%
23 C254 0,219 1,537 0,034 16%
24 | €250 0,262 1,826 0,080 30%
25 C193 0,171 1211 0,028 16%
26 | C281 0,323 2,234 0,025 8%
27 | C256 0,162 1,152 0,047 29%
28 | C199 0,262 1,826 0,066 25%
29 | C204 0,226 1,581 0,046 21%
30 | C272 0,203 1,426 0,010 5%
31 €208 0,379 2,613 0,106 28%
32 | C207 0,206 1,446 0,022 11%
33 C213 0,201 1,413 0,058 29%
34 | C206 0,264 1,837 0,090 34%
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Két qua dinh luong trén 34 mau gan chudt cho théy d6 ddng déu cao vé s6 lidu,
CV=12,37%

Vi du 3: Kidm tra d6 tinh sach cta dich chiét bing phuong phap quang pho hip
thu

Dich chiét duoc dem di do phd hép thu vé6i dai bude séng tir 400nm dén 800nm,
d5 chia nho nhét 2nm. D4 thi hinh 3 cho thdy, san phdm tich chiét bing phuwong phap
TBARS cai tién c6 dd tinh sach cao, dinh hép thu nhon & bude séng 532-536nm, khong
c6 dinh phu.

Hiéu qua ky thuit dat dwgc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh dinh lugng MDA trong mau mo gan chudt: C6 céc thong s6 k¥ thuat
duoc t6i wu hoa, duoc tién hanh trong didu kién phong thi nghiém. Quy trinh dinh lugng
nhanh, don gian, phil hop v6i diéu kién co s& vat chét cua cac phong thi nghiém co ban
¢ Viét Nam.

Két qua nghién ctru ¢6 tinh tmg dung thue tién cao va co thé duge str dung nhu
mdt dau chuén sinh hoc bd sung cho chin doan va hd tro theo ddi diéu tri cac bénh viém
nhiém, cac bénh ly vé gan.
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YEU CAUBAO HQ

1. Quy trinh dinh lugng malondialdehyt (MDA) tir mAu mo6 gan chudt bao gdm céc
budc dugce tién hanh nhu sau:

(i) xtr Iy mau

mau gan dugc thu léy sau khi md, sau d6 mau duogc rira sach bing dung dich
mudi sinh Iy va bao quan & nhiét d6 -20°C trude khi tién hanh thi nghiém; trong trudng
hop cin phai vin chuyén va bao quan lau dai, mau dugc ngadm trong dung dich dém bao
quan bao gém 125mM NaCl, 3mM KCI, ImM MgClL, 40mM Tris, 0,5 mM
hydroxytoluen butylat (BHT) va giit ¢ nhiét do -80°C; trude khi tién hanh thi nghiém,
mau duoc chia nhd thanh cac phin co khdi lugng 35mg va duoc chia trong trang thai
dong ctmg, han ché t&i da su chénh 1éch nhiét d6 trong toan bo qua trinh chia mau; song
song voi d6 MDA chuén duoc pha thanh n@)ng do 1x — 0,34mM ban dau, sau do s& pha
lodng dan theo c4c mdc ndng dd nhét dinh;

(ii) nghién ddng thé

mau gan dugce dem cin, chia nho va bd sung dém bao quén theo ty 1& 1:10 (w/v),
sau khi bd sung dém, mau duge nghién ddng thé bing may nghién trong 2 phut;

(iii) phan Uimg

chuén bi dung dich phan Ung bao gém 2,0ml HCI (pH 3,0), 1,0ml axit
thiobarbituric (TBA) 0,06%, 0,5ml natri dodexyl sulfat (SDS) 5% va 0,5ml dich nghién
ddng thé; phan tmg véi MDA chudn ciing bao gdm cac thanh phan trén nhung thay
0,5ml dich nghién déng thé bang 0,5ml MDA chudn; sau khi bd sung ddy du cac thanh
phin, hn hop duge dem @ & 98°C trong 45 phut; san phim tao thanh ¢ mau hong nhat
ddc trung;

(iv) tach chiét

dich phan tng sau khi u s& duoc dé ngudi & nhiét do phong trong 10 phit, sau
d6 bd sung n-Butanol véi ty 1€ 1:1 (v/v);

(v) ly thm

hdn hop dich phén tng va n-Butanol dugc dem di l4c manh truéce khi ly thm
3000 xg, trong 15 phut & nhiét 4o phong nhim loai bo c4c thanh phan khac; sau khi ly
tam, thu dich ndi; va

(vi) dinh lrong san pham gitta TBA v6i MDA

dich chiét sau khi ly tim dugc dem di dinh lugng bang phuong phép quang phd
hép thu & budce séng 535nm va xac dinh ndng d6 thong qua dudng chuén.

8
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