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(57) Séng ch& dé cap dén phuong phap vi bao curcumin bang fucoidan dugc chiét
tach tlr rong nau (Laminaria japonica Aresch) va saponin dugc chi€t tach tir cu
tam that bic (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) va hé nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin) thu dugc theo phuong phdp nay. Hé nano theo sang ché cé
tinh hoa tan trong nudc rat tot va tao thanh dung dich c6 mau vang trong sudt,
kich thudce hat 50 - 70 nm. Hé nano nay khong gay doc trén dong vat thi nghiém,
c6 khé nang khang t€ bao ung thu ngudi (t€ bao ung thu phéi ngudi dong A549,
t€ bao ung thu gan nguoi dong Hep 3B va t€ bao ung thu vom hong nguoi dong
HTB 43). Hé nano theo sdng ché dugc dung dé bao ché€ dugc phdm cé tdc dung
diéu tri du phong va diéu tri du phong két hop tiém hoa chat han ché su phét trién
khai u trén chuot thi€u hut mién dich, kich thich mién dich: tang ti 1& % dai thuc
bao, ti 1¢ t€ bao giét tu nhién (NK), t& bao tua (DC) va t€ bao tua trudng thanh.
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Linh vuc ky thuat dwge dé cap

Sang ché thudc linh vuc dugc pham. Cu thé, sang ché dé cap dén
phuong phap vi bao curcumin bang fucoidan duoc chiét tach tir rong nau
(Laminaria japonica Aresch) va saponin duoc chiét tach tir cu tam that béc
(Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) va hé nano (Fucoidan-Ginseng-

Curcumin) thu duoc bang phuong phap nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Saponin 12 thanh phan chinh duogc nghién ctiu trong ¢l tam thét bac (Panax
notoginseng (Burk.) F. H. Chen) - mot loai dugc liéu phd bién trong Y hoc cb
truyén Phuong Dong voéi nhiing tdc dung tuyét voi nhu didu tri cao huyét ap,
chéng cuc mau dong, chéng xo vita dong mach, bao vé than kinh, boi bd co
thé... Saponin trong tam that dugc nghién ctru cho thiy tac dung bao vé gan in
vivo, phong ngura va diéu tri bénh xo hda t6 chire k& va cac bénh than giai doan
cubi, phong ngira cac bénh tim mach, diéu tri dai thao duong... Trong khoang
10 ndm trd lai day, saponin trong tam that con dugc nghién ctru va ing dung
voi tac dung phong ngura nhiéu loai ung thu, nhu tic dung trc ché su phat trién
cta té bao ung thu gan ngudi, t& bao ung thu tuyén tién liét, t& bao ung thu
vU... va kha nang ngan nglra ung thu va di can. Co ché tac dung cua céc
saponin 1a bat giir té bao va khoi dong qué trinh chét theo chu trinh ciia té bao
ung thu. Ngoai ra, nho tdc dung lam tri ho@n cac pha trong chu trinh té bao,
saponin gitp té bao c¢é thoi gian hinh thanh céc hang rao phong thu, théng qua
hoat dong cua cac hé thdng stra chita ADN. Cac saponin trong tam thit con c6
tac dung chdng oxy hoa, do d6 ngin nglra hoat dong cua céc gbc tu do trong co

thé, phong ngira su hinh thanh ung thu ddng thoi e ché bom tong thude P-gp
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— mot trong cac nguyén nhan lam giam hap thu thude qua thanh rudt va co ché
khang thuoc cia mot so té bao ung thu. Cac ket qua nghién clru nay da mo ra

mdt hudng ung dung tiém nang cho loai thao dugc co gid tri nay.

Fucoidan 1a tén goi chung ctia mot nhom polysaccarit sulfate giau fucose,
gbm cac tiéu don vi a-L-fucose. Ngoai viéc duoc st dung nhu mét polysaccarit
lam chat mang thude don thuan, fucoidan con dugc biét dén v6i nhiéu tac dung
duoc ly tuyét voi nhu diéu hoa mién dich, chéng viém...va dac biét la tac dung
chéng ung thu. Co ché chdng ung thu cua fucoidan khong chi thong qua hoat
hoa qua trinh chét theo chu trinh clia t& bao va khong anh huéng dén té bao
lanh ma con Ge ché hoat dong cua receptor clia yéu t6 tang trudng biéu bi,
ddng thoi tang cudng phan (mg mién dich cta co thé. Ngoai ra, fucoidan con

¢6 kha nang chéng ung thu di can.

Nhiéu nghién ctru da duoc thiét ké dé chung minh cho kha ning mang
thudc va tac dung chong ung thu ctia fucoidan. Két qua cho thay, fucoidan c6
kha nang mang thudc tot, dong thoi c6 tac dung hiép dong lam ting tac dung

tidu diét té bao ung thu cua céc thude héa tri.

Curcumin 1a thanh phan chinh dugc chiét xuét tir ¢l cdy nghé, 1a mot gidng
cay rat phd bién ¢ Viét Nam. Curcumin s¢ hifu nhiéu hoat tinh sinh duoc quy
béu nhu chong oxy hoa, khang viém, lam lanh vét thuong, chdng ung thu.
Trong sb do, hoat tinh chéng ung thu cia Curcumin thu hut nhiéu su quan tam.
Curcumin cé kha nang phong nglra va hd tro didu tri nhiéu bénh ung thu nhu
ung thu da day, rudt, tryc trang, va va ngan nglra di cdn ung thu va sang ung
thu phoi, ung thu dau va cb. Curcumin c6 kha niing tac dong t6i té bao ung thur
theo nhiéu co ché hoat dong. Curcumin trc ché hoat dong ctia nhitng con duodng
truyén tin thong qua nhan t6 NF-kB va STAT3 dong vai trd then chdt cho sy
phat trién cta cac té bao ung thu. Curcumin cling c6 kha nang trc ché hoat
dong cuia protein Sp-1 gitip ngan chén sy hinh thanh, di trd va xam l4n cta cac
té bao ung thu. Ngoai ra, Curcumin cfing c6 kha nang géy hién tugng chét theo

chuong trinh apopotosis trén cac té bao ung thu ma khong giy doc cho cac té
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bao thuong. Mot ddc tinh ly thu nira ¢ Curcumin la kha nang ngén chan hién
tuong khang da thudc cua céc té bao ung thu thdng qua viée tc ché hoat dong
ctia P-Glycoprotein. C6 thé néi, tiém nang cta Curcumin trong viéc ngan chin
su phat trién cta té bao ung thu 1a rat 16n. Tuy nhién, cling gidng nhu da s cac
loai tac nhan chéng ung thu khéc, nhugc diém 16n nhét ctia Curcumin 13 d6 tan
trong nudc kém dan téi tinh twong thich sinh hoc thap. Piéu nay 1am han ché

hiéu luc tri liéu clia Curcumin trong nhitng Ung dung lam sang.

Nhiéu nghién ctu gan day da chimg minh rdng, cac nhuoc diém cua
Curcumin s& duoc khic phuc dong thoi tic dung uu viét ciia né dugc phat huy
t6i da nho cong nghé nano. Cong nghé nano st dung céc polyme tu nhién hodc
tong hop ¢6 kha nang twong hop sinh hoc lam chit mang bao cac hop chét khé
tan, nho do6 lam tang do tan cua hoat chét, ddng thoi van chuyén cac chét nay
dén dich tac dung ma khong gy tac dung phu trén md lanh. Céc polyme thién
nhién thuong s& hiru kha nang tuong hgp sinh hoc cao, kha nang tan trong
nude tdt va an toan déi véi co thé. Ching thuong 1a cac loai polysacarit nhu:
chitosan, alginat, glucan, mannan.... Pac biét, cac polysacarit thuong co rat
nhiéu nhém chtc va nude nhu nhéom hydroxyl (-OH), carboxyl (-COOH) va
nhém amino (-NH,). Nhitng nhom chic nay c6 kha nang hinh thanh nhiing
tuong tac voi nhitng phan tir sinh hoc (chu yéu 1a nhiing 1ép mang niém mac
va mang biéu mo), qua dé giup tao nén sy bam dinh sinh hoc. Sy bam dinh nay
tao didu kién nang cao thoi gian ton tai ciia nhitng hé mang trong mdi trudng
co thé va do dé gitip nang cao kha ning hép thu cta thubc. Ngoai ra nhiéu
nghién ctru cfing cho thay khi két hop Curcumin véi cic thanh phan co6 hoat
tinh chéng ung thu (nhu fucoidan, tam that...) tac dung hiép dong cta céc

thanh phan gitp tang cuong kha ning chéng ung thu 1én gap nhiéu lan.

Trong nghién clru cia minh, céc tac gia sang ché da tién hanh tach chiét
saponin tu cu tam that bac (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen). Sau do,
saponin dd dugc tinh sach va fucoidan dugc su dung dé lam chat bao

Curcumin. Chat saponin con ¢é cong dung la chét hoat dong bé mit giup cho
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san phdm dugc bén viing hon. Sang ché nay tip trung nghién ctru ché tao hé
nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) nhim 1am tang do tan ctia Curcumin trong
nude, tang sinh kha dung cua Curcumin cling nhu tdng hoat tinh chdng ung thu
véa kéo dai sy séng cta bénh nhan ung thu cua hé nano (Fucoidan-Ginseng-

Curcumin).
Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Muc dich cua séang ché nham dép (mg van dé néu trén. Cu thé, sang ché
dé xuét phuong phap vi bao Curcumin bang saponin dugc chiét tach tir cti tam
thét bac (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) va fucoidan dugc chiét tach tir

rong nau (Laminaria japonica Aresch).

Phuong phép vi bao curcumin bang saponin duoc chiét tach tir cu tam
that bac (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) va fucoidan tir rong nau
(Laminaria japonica Aresch) theo sang ché bao gdm cac budc:

a) hoa tan Curcumin vao ruou etylic tuyét dbi, trong d6 ti 1& Curcumin :
ruou etylic 1a 1 : 1 (khoi luong : thé tich);

b)  hoa tan saponin va fucoidan vao nudc cét (ti 1& saponin : fucoidan : nuéc
1a1:3:1 (khéi luong : khéi luong : thé tich));

¢)  bd sung tir tir dung dich chtra Curcumin vao dung dich chira saponin va
fucoidan theo ty 18 1:1 (vé thé tich) va khudy déu trén may khudy tir &
nhiét d6 phong trong 48 gio;

d) 1am bay hoi dung méi tr tir & nhiét do phong trong thoi gian 24 gio, sau
d6 dung dich duoc ly tAm 3 1an réi loc va loai bo phan Curcumin khong
dugc bao ling xudng, thu dugc dung dich chra nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin);

e) lam dong kho dung dich chia nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) thu
dugc dé cho ra san pham nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) & dang bt
mau vang, trong dé kich thudc hat nano thu duoc nim trong khoang tir

50 dén 70 nm,;
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trong do saponin duoc chiét tach tir cii tam thét bac (Panax notoginseng (Burk.)

F. H. Chen) bang phuong phap bao gém cac budc:

(i) thu hoach cu tam that bac (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen),

phoi kho va xay thanh bot min, thu duge nguyén liéu bot co do am 4%;

(ii) G bot tam that bac (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) véi dietyl

ete trong 6 gio, loc loai dung moi,

(iii) ngam chiét nguyén liéu bot tam that bic (Panax notoginseng (Burk.)
F. H. Chen) thu duoc & budc (ii) bang ruou etylic 70% theo ty 1& 1:10
(khdi luong bot (kg)/ thé tich ruou etylic (lit)) trong binh cau hdi luu &
nhiét do 78°C trong thoi gian 24 gio, tiép do loc dé thu duoc dich chiét

con; cat quay loai mot phan dung moi;

(iv) rét tir tir dich chiét con thu duge & bude (iii) vao axeton, dé qua dém

cho toan bo saponin két tinh lai va lang xuong;

(v) loc va thu phan saponin két tinh, nén loai b6t nuéc rdi sdy ¢ 60°C
trong 24 gid; xéc dinh so bd thanh phan cac chét trong saponin téng bing
phuong phap LC-MS, saponin thu dugc bao gbm céc thanh phan chu yéu
ginsenoside Rbl, ginsenoside Rgl, trong d6 ham lugng saponin tong chiét
tach duoc tir cu tam thét bic (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) la
9,1%.

Muc dich khac cua sang ché la dé xudt hé nano (Fucoidan-Ginseng-
Curcumin) thu dugc theo phuong phap cta sang ché. Hé nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin) thu dugc theo sang ché ¢6 kha nang tan tét trong nude, tao
thanh dung dich mau vang trong subt. Kich thudc hat nano tir 50 — 70 nm.

Muc dich khic ctia sang ché la d& xuét ché pham chta hé nano
(Fucoidan-Ginseng-Curcumin) nay. Ché phdm chtra hé nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin) ¢6 kha nang tan tot trong nuéc tao thanh dung dich mau

vang trong sudt, kich thude hat tir 50 dén 70 nm.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Hinh 1 14 so d6 quy trinh tach chiét saponin tir bot tam that bac (Panax
notoginseng (Burk.) F. H. Chen)).

Hinh 2 14 so dd quy trinh san xuét san pham dang bot nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin).

Hinh 3 la phé FT-IR cta (1) Fucoidan, (2) Saponin ginseng, (3)

Curcumin va (4) Nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin).

Hinh 4 1a hinh v& minh hoa hinh théai hoc cua nano (Fucoidan-Ginseng-
Curcumin) dugc khao sat boi phuong phép FeSEM.

Hinh 5 1a hinh v& minh hoa sy phan bd kich thudc va thé zeta cua nano
(Fucoidan-Ginseng-Curcumin).

Hinh 6 la sic ki dd phén tich bing LC-MS ctia dung dich nano
(Fucoidan-Ginseng-Curcummin) hoa tan trong nudc.

Hinh 7 1a hinh anh giai phdu bénh gan va than thé nhém ubng nano
(Fucoidan-Ginseng-Curcumin) 200 mg/kg/ ban trudong dién 30 ngdy, &
thoi diém 15 ngay sau két thiic udng.

Hinh 8 13 hinh anh té bao A549 trén dia nudi c¢6 nano (Fucoidan-

Ginseng-Curcumin) ndng do 60puM/ml.

Hinh 9 14 hinh anh t& bao Hep 3B trén dia nudi c6 nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin) ndng d6 40 pM/ml.

Hinh 10 14 hinh anh t& bao HTB43 trén dia nudi c6 nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin) néng d6 40 uM/ml.

Hinh 11 13 dd thi m6 ta kich thu6c trung binh khdi u clia cac nhém trong
qué trinh thi nghiém.

Hinh 12 12 biéu d6 mé ta ti 1& % kich thudc khéi u cua cac nhom dugce
diéu tri bang nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) gidm so véi nhoém

ching.
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Hinh 13 1a d6 thi m6 ta kich thudc trung binh khéi u ctia cdc nhém chudt
trong qua trinh thi nghiém.
Hinh 14 1a dd thi m6 ta ti 18 % kich thude khdi u cla cic nhém diéu tri
giam so v61 nhém chimng,
Hinh 15 1a hinh minh hoa kich thudc khéi u ctia cac nhém chudt giai
doan tuan thir 7, tinh tir khi bat dau diéu tri.

M6 ta chi tiét sang ché
Sang ché dé cap dén phuong phap vi bao Curcumin bang saponin dugc

chiét tach tir cti tam that bac (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) néu trén

va fucoidan tr rong nau (Laminaria japonica Aresch).

Curcumin la thanh phén chinh ctia curcuminoit — dugc tach tir cu nghé co
tén khoa hoc la Curcuma longa, thudc ho giing. Ngh¢ la cdy than thao lau ndm,
c6 thé cao dén 1 mét. Than ré hinh tru hodc hoi det, khi bé hoic cat ngang co
mau vang cam sdm do ¢6 chira chit mau Curcumin. Curcumin 1a mot hop chat
polyphenol, khéng tan trong nudc, tan trong rugu etylic, axit acetic khan, tao

hop chat mau nau do khi hoa tan trong kiém, tao mau vang sang voi axit.

Curcumin dugc mua tir hing Merck voi ham luong 99%. Cong thic céu

tao:
O

J"'YA::\;«/ M\v/ikﬁ A\\Ur/\\i!
= ~ !/ *OH

HO™ ™y ~

OCH3 H3CO

Curcumin c6 dac tinh tu phat huynh quang. Trong dung moi etanol/nude
(ty 1¢ 1:1), Curcumin hép thu cuc dai tai budc song 422 nm va phat xa phé
huynh quang cuc dai tai 542nm.

Tam thét béc 1a mot trong cac loai duoc liéu quy duoc st dung tir rat 14u

trong Y hoc ¢ truyén cc nudc phuong Dong, trong dé ¢ Viét Nam. Tam that
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bac co tén khoa hoc 1a Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen thudc ho Nhan
sam (Araliaceae). Tam that duoc trong chu yéu ¢ cac ving nui cao 1200-1500
mét, nhu ¢ Ha Giang, Lao Cai, Cao Béng... Thanh phén déng gép chi yéu vao
tac dung cua tam that 1a saponin, g61n mot s6 loai chinh nhu: ginsenoside Rbl,
Regl... (trong sang ché nay chung t6i goi saponin tong chiét tach tir ct tam that

béc (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) la saponin ginseng).

Saponin ¢c6 cau tao gdm mot phan genin ki nudc va mdt phan dudong ua nudc,
nho dé saponin c6 tinh chat hoat ddng bé mét, lam tang hoa tan va hap thu cua

cac hop chit khé tan va on dinh hé nano.

Rong nau la nganh rong c¢o trli lugng lon nhit va phan b da dang nhét.
Rong ndu phan bd nhiéu nhat & Nhat Ban, Canada, Viét Nam... Fucoidan la
mot trong cac polysacarit cd hoat tinh sinh hoc trong rong ndu. Fucoidan la
mdt sunfat polysacarit c6 cAu trac héa hoc phirc tap, thanh phén bao gdm nhiéu
loai dudng, chi yéu la dudng fucose. Trong sang ché, chung t6i st dung

fucoidan nhap khau tir Nhat Ban véi ham luong 30%.

Céc thanh phan nguyén liéu déu c6 béan sin trén thi truong va la loai dat

tiéu chuan duoc st dung trong linh vuc dugc pham.

Nhu duoc thé hién trén hinh 2, phuong phap vi bao Curcumin bang
saponin duoc chiét tich tir cti tam that bac (Panax notoginseng (Burk.) F. H.
Chen) va fucoidan tir rong ndu (Laminaria japonica Aresch) theo sang ché
duoc tién hanh nhu sau.

PAu tién, hoa tan Curcumin vao ruou etylic tuyét ddi (trong do ti 1 khoi
luong Curcumin : thé tich rugu etylic [a 1 : 1). Tiép d6 hoa tan saponin va
fucoidan vao nudc cat (ti 1& khoi luong saponin : khéi luong fucoidan va thé
tich nu6e cit la 1 : 3 : 1). Dung dich chira Curcumin dugc nhé tlr tir vao dung
dich chtra saponin va fucoidan theo ty 1€ 1:1 (vé thé tich) va khudy déu trén
may khudy tir & nhiét do trong phong. Sau 48 gio, dung mdi dugc cho bay hoi
tir tir & nhiét do phong trong thoi gian 24 gio. Hon hop thu duge dugce ly tm 3

lan dé loai bé phan Curcumin khéng duge bao ling xudng, thu duoc dung dich
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chtta nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin). Dé biao quan san pham t6t hon,
chung t6i tién hanh déng kho dung dich chta nano (Fucoidan-Ginseng-
Curcumin) thu dugc dé cho ra san pham nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) &

dang bot mau vang.

Quy trinh chiét tach saponin tir cii tam that bic (Panax notoginseng
(Burk.) F. H. Chen) theo sang ché duoc mé ta nhu sau. Ci tam thét bac (Panax
notoginseng (Burk.) F. H. Chen) sau khi thu hoach dugc phoi khoé va xay thanh
bot min, thu dugc nguyén lidu bot c6 do 4m 4%. Bot tam that sau do duge u
véi dietyl ete trong 6 gio, loc loai dung mdi. Sau do tién hanh ngdm chiét
nguyén liéu bot tam that bdc sau khi U bang ruou etylic 70% theo ty 1& 1:10
(khdi luong bot (kg)/ thé tich ¢on (lit)) trong binh cau hoi luu & nhiét do 78°C
trong thoi gian 24 gid. Tiép d6 loc dé thu dugc dich chiét con; cat quay loai bét
mdt phan dung méi. Rot tir tir dich chiét saponin trong con vao axeton, dé qua
dém cho toan bd saponin két tinh lai va ling xudng. Loc va thu phan saponin
két tinh, nén loai bot nude roi sdy & 60°C trong 24 gid. Thanh phan céc chat
trong saponin téng duge xac dinh so bd bang phuong phap LC-MS bao gdm
c4c thanh phan chi yéu ginsenoside Rbl, ginsenoside Rgl, v.v., trong d6 ham
luong saponin tong chiét tach dugc tir cti tam that bac (Panax notoginseng

(Burk.) F. H. Chen) la 9,1%.

Hiéu suat vi bao:

khdi lwong Curcumin didu vio —khoi lwong Curcumin khéng dwoc bao

H% = x 100%

khoi lwong Curcumin dau vio

Két qua hiéu suét vi bao 1 85%.

Céc tac gia sang ché da tién hanh do phd hép thu hong ngoai ctia nano
(Fucoidan-Ginseng-Curcumin). Hinh 3 la pho héng ngoai FT-IR ctia Fucoidan,
saponin ginseng, Curcumin va nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin). Dé dang
nhan théy mét sd dinh hép thu ddc trung cua cac nguyén liéu (Fucoidan,

Curcumin, saponin ginseng) di bi dich chuyén khi dugc nano hoéa trong san
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pham. Cu thé, cac dao dong dac trung cua lién két O-H cua Curcumin (3150),
Fucoidan (3387) va saponin ginseng (3395) déu bi dich chuyén trong phd cta
san pham (3391). Tuong tu nhu thé, lién két d6i C=0 & Curcumin (1628) va
saponin ginseng (1647) ciing thay doi sb séng khi xuét hién trong phd ciia san
pham nano (1636). Ngoai ra, su thay doi khong qua nhiéu cua dao dong C-O-C
cta céac chit ban dau (Curcumin 1026, Fucoidan 1022, saponin ginseng 1038)
s0 voi cua san pham (1030) cling gop phan ching minh su bién dbi vé cAu tric
ctia cac thanh phan trong san pham so véi nguyén liéu ban dau. Su dich chuyén
clia céc pic trong phd clia san pham nano so véi phé ctia cac hop chit ban dau

thé hién su nano héa Curcumin bang fucoidan va saponin ginseng da xay ra.

Hinh 4 1a anh chup FeSEM cho thdy kich ¢& clia nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin) kha nho va dong déu trong khoang 50 — 70 nm. Két qua
phan b kich thudc theo phuong phép DLS (hinh 5) ciing khang dinh lai hé
nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) thu duoc c6 phan b kich thuée hep, kich
thudc trung binh khoang 65 nm. Hé nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) duogc
danh gid kha bén viing théng qua gia tri thé zeta am 1a -32,3 mV. Do tan cua
nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) duoc xac dinh bing phuong phap LC-MS,
cho thdy nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) tan t6t trong nudc & nong do

49,87 mg/ml (tvong duong 11,19 mg Curcumin/ml) (hinh 6).

Theo mét phuong 4n khac, sang ché dé cap dén hé nano (Fucoidan-

Ginseng-Curcumin) thu dugc theo phuong phép cua sang ché.

Nhu chung ta di biét, nhugce diém cua Curcumin 1a do hoa tan trong
nudc kém va khong cé kha nang tac dung chon loc trén té bao ung thu. Heé
nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) kich thudc nano ma cac tac gia sang ché
ché tao duoc c6 uu diém rat 16n 14 tan tot trong nude va co kich thude 1y tuéng
cho viée hép thu hé dan thude nano qua duong tiéu hoa va kha nang hudng

dich chon loc vao mé ung thu theo co ché hudng dich thu dong.

Theo ly thuyét, khi duoc dua vao co thé, hé dan thudc nano s& duge xem

nhu vat la doi vdi co thé va s& bi nhan dang va dao thai boi hé thong ludi noi
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mo trude khi di dén duoc vao dich tac dung. Do do, kich thude hat 1a mot yéu
td quan trong trong viéc dam béo thoi gian luu thong va tac dung cua hé dan
thube. Céc nghién ciru da cho thay, nhitng hat ¢6 kich thudc 16n hon 500 nm s&
nhanh chéng bi hé théng mién dich phét hién va loai trir khoi co the, trong khi
nhimg hat cé kich thudc dudi 4 nm lai dé dang bi dao thai qua thin. Ngoai ra,
su khac biét trong cAu tao mach mau cua khdi u va mach méau ciia mo lanh 1a
yéu t& chu chot dem lai kha ning tich 1y thude & khdi u theo co ché huéng
dich bi dong dua trén hiéu tng EPR (Enhanced Permeability and Retention
effect). Khong nhu cac mach méau ctia md lanh vai cdu trac chat chg, & vach
huyét quan cta cac t6 chuc té bao ung thu c¢é cac khoang hé véi duong kinh tir
600 — 800 nm. Nho d6, nhiing tiéu phan c6 kich thudc dudi 400 nm cé thé dé
dang tham nhap vao khdi u ma khong tich tu & mé lanh. Hon nita, su rdi loan
chirc nang cua hé bach huyét tai khdi u ciing 1am giam thai trir cc tiéu phan ra
khoi khdi u so véi tai mé lanh dan t6i kéo dai thoi gian luu trir thudc tai khéi u
ung thu. Nhu vay v6i kich thuée nho tor 50 — 70 nm, hé nano (Fucoidan-

Ginseng-Curcumin) ¢6 tiém nang ung dung chira tri bénh ung thu.

Doc tinh va tac dung didu tri va hd tro diéu tri ung thu cia nano
(Fucoidan-Ginseng-Curcumin) dugc danh gia thong qua céc thir nghiém sinh

hoc in vitro, in vivo.

- Poc tinh cip: Khong tim duge LD 50 cta nano (Fucoidan-Ginseng-

Curcumin) trén chudt nhét tring véi muic liéu ubng tbi da 22.500mg/kg

- Poc tinh ban truong dién: Tho udng ban truong dién nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin) khéng anh huéng tdi tinh trang toan théan, cén nang, chi
s& huyét hoc (s6 luong bach cdu, hong cdu, tiéu cau va luong huyét séc to),
khong tdn thuong téi chirc nang va ciu tric gan, than (hoat d6 GOT, GPT;
nong do bilirubin, ure va creatinine mau va hinh anh giai phau bénh ly (hinh
7)

- Tac dung khang ung thu in vitro: nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin)

c6 tac dung khang té bao ung thu phdi nguoi dong AS549 véi IC50 1a 149,6;
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47,4 va 26,3 uM/ml (tinh theo Curcumin) lAn luot twong (mg voi céc thoi diém
24, 48 va 72 gid. Danh gia dudi kinh hién vi soi ndi, c6 thé thay hinh anh té
bao thua thét dan theo thoi gian U v&i nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) .
Phét hién thdy nhidu t& bao hinh déng khong nguyén ven, thoai héa, mét kha
nang bam dinh (hinh 8).

Nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) cé tac dung khang té bao ung thu
gan ngudi dong Hep 3B véi IC50 la 208,4; 90,7 va 33,3 uM/ml (tinh theo
Curcumin) lan luot twong tmg véi cac thoi diém 24, 48 va 72 gio. Déanh gia
dudi kinh hién vi, c6 thé thdy t& bao ung thu gan ciing c¢6 biéu hién thua thét
dan theo thoi gian U v6i nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) . Nhiéu té bao
hinh dang khong nguyén ven, thodi hoa, mét kha niang bam dinh, dic biét 1a tai
thoi diém 72 gio (hinh 9).

Nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) c6 tac dung khang té bao ung thu
vay vung vom hong nguoi dong HTB 43 véi 1C50 la 460,3; 51,3 va 36,7
uM/ml (tinh theo Curcumin) 1an luot trong Gng voi cac thoi diém 24, 48 va 72
gidy. Hinh anh té bao duoc thé hién trén hinh 10.

Chua tim dugc IC50 cua nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) trén dong
té bao ung thu tién liét nguoi PC 3 va ung thu v ngudi T47D.

- Tac dung khang ung thu in vivo: Udng du phong nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin) va tiép tuc nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) sau khi
ghép té bao ung thu phoi nguoi dong A549 voi lidu 100 mg/kg thé trong da
lam han ché su phat trién khdi u trén chudt thiéu hut mién dich so vdi nhom
chung (hinh 11, hinh 12).

Chu6t mang khéi ung thu phdi nguoi dong A549 dugce diéu tri bang
Doxorubicin va dugc ubng du phong nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) han
ché duoc mirc do giam cén so v6i nhom dung héa chat thong thuong

- Tac dung du phong ung thu va hd tro sau diéu tri hoa chét cua nano
(Fucoidan-Ginseng-Curcumin): O tuén tht 7 ctia qué trinh diéu tri, nhém didu
tri du phong bang nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) va nhom diéu tri du

phong két hop tiém hoa chét ¢6 kich thuge khdi u ung thu gidm rd rét so v6i
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nhém chimg khéng didu tri hodc dung hoa chat don thuan (p<0,05) (hinh 13).
Kich thude trung binh khéi u giam hon so véi nhém chimg ¢ cac nhom DP-

HC, DP va HC lan luot dat xap xi 50%, 30% va 20% (hinh 14, 15).

- Téc dung kich thich mién dich: Trong s6 cac nhom chudt mang khdi ung
thu phéi nguoi dong A549:

Nhom chuédt st dung nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) didu tri du
phong (trudc ghép té bao ung thu) va didu tri (sau ghép té bao ung thu) c6 ti 18
% t& bao dai thuc bao cao hon so voi tat ca cac nhom khéc, gbém ca nhom
ching (bang 1).

Nhém dung nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) du phong (trude ghép té
bao ung thu) va diéu tri (sau ghép té bao ung thu) két hop véi héa cht
Doxorubicin ¢6 ti 1& t& bao giét tu nhién (NK), té bao tua (DC) va té bao tua
truong thanh (matured DC) cao hon so voi tht ca cac nhom khéac, va bao gom

ca nhom chting (bang 1).

Theo mot phuong an khac nita, sang ché dé cap dén ché pham chura hé

nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) thu dugc theo phuong phdp cta sang ché.

Ché pham chtra hé nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) thu duoc theo
sang ché co do tan trong nudc tdt, tao thanh dung dich mau vang trong sudt.
Kich thudce tiéu phan do duoc trong khoang tir 50 dén 70 nm. Ché pham chira
hé nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) c6 kha nang hudng dich toi té bao ung
thu theo co ché thu dong. Ché phim chta hé nano (Fucoidan-Ginseng-
Curcumin) khong gy doc trén dong vat thi nghiém gitp lam gidm muac dd
giam can, giam kich thudc khéi u. Str dung du phong bang ché pham chira hé
nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) va st dung du phong két hop tiém hoa
chat Doxorubicin gitip 1am ting cudng kha nang mién dich: ting ti 1€ dai thuc
bio, té bao giét tu nhién (NK), t& bao tua (DC) va té bao tua truéng thanh
(matured DC).

Vi du thuce hién sing ché
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Dong té bao thir nghiém tac dung khang ung thu in vitro: Nam dong té
bao ung thu ngudi: Ung thu phoi dong A549 (CCL185), Ung thu biéu mé té
bao gan dong Hep3B (HB8064), Ung thu biéu mé vay ving vom hong dong
FaDu (HTB43), Ung thu biéu mo tuyén tién liét, dong PC3 (CRL1435), Ung
thu biéu mé tuyén v dong T47D (HTB133)

Dong vat thi nghiém:

-Nghién ctu doc tinh cap: chudt nhét tring giébng Swiss, cdn ning

20~22¢g

- Nghién ctu doc tinh ban trudong dién: tho trang thuan chung, cin ning 2-
2,5 kg;

- Tac dung khang ung thu in vivo: chuot thiéu hut mién dich

Thiét bi:

May rung siéu dm, may dong kho, kinh hién vi soi nguoc c6 chup anh,
Box laminar, ti &m CO,, may doc Elisa, cac vat liéu nudi céy té bao, phong thi
nghiém va cac diéu kién nu6i dong vat thi nghiém.

Phuong phap nghién cuu vat liéu

- Phé hong ngoai FTIR (FTIR SHIMADZU Spectrophotometer)

- Kinh hién vi dién tir quét FESEM (Hitachi S-4800)

- Pho hép thy dién tir UV-Vis-NIR (VARIAN Spectrophotometer Cary
5000 UV-VIS-NIR)

- Thiét bi do kich thudc va thé zeta (Nano ZS - Malvern — UK),

Phuong phép thtr nghiém sinh hoc:

_Dénh gi4 doc tinh cip trén chudt nhét tring & cac muc liéu khac nhau
nham chon cac muc lidu thir sao cho c6 thé phét hién dugc kha ning gdy doc
(néu c6) clia san pham, lidu gay chét t6i thiéu, liéu gay chét 50% hoic lidu
dung nap t6i da. Thoi gian theo ddi trung binh tir 48-72 gid, ¢6 thé kéo dai dén

7 hodc 10 ngay tuy thudc vao thoi gian ban thai va mic do doc cua mau th.
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Néu ¢6 chudt chét, chudt duoc mb dé quan sat, phan tich hinh anh dai thé céc
co quan phu tang dong vat.

Phuong phép tinh toan va xu ly két qua: Dua vao ty 1& sdng, chét cua
chudt gitra cac nhom, tinh todn dé tim ra liéu LD50 (néu c6) theo phuong phép
Berhens hodc Litchfiel - Willcoxon, liéu dung nap ti da hodc lidu toi thiéu gay
chét.

-Danh gia doc tinh ban truong dién cta san pham trén thé dua trén céc
thong sb: can nang, cac chi sb sinh héa va huyét hoc, hinh anh dai thé cac md,
tang, lam tiéu ban mo bénh hoc md gan va mo than.

- Péanh gid tic dung doc té bao ung thu in vitro trén 5 dong té bao ung thu
nguoi thong qua thu nghiém MTT. Tinh toan ndng do wc ché 50% té bao
(IC50) ctia san pham trén timg dong té bao so voi giéng tréng.

- Nghién ctru tac dung khéang ung thu in vivo trén chuot thiéu hut mién
dich d& ghép té bao ung thu nguoi. Theo d&i téc do phat trién khoi u, trong
luong co thé chudt, thoi gian sbng, ti 16 sbng/chét clia cac nhém chudt ung thu
duoc diéu tri bang nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) khi nhém chimg chét
khoang 50% so chudt.

- Panh gi4 tac dung du phong ung thu va hd trg didu tri sau héa chat trén
chudt thiéu hut mién dich qua cac thong sb: Ti 1é xudt hién khéi ung thu trén
céc nhom, tde do phat trién khdi ung thu, trong lugng trung binh cia chudt,
thoi gian song, ti 18 sbng/chét ctia chudt ung thu & cac nhém khi nhém ching
chét khoang 50% sd chudt.

- Pénh gia tac dung kich thich mién dich trén chudt mang khéi u ung thu
ngudi thong qua két qua phén tich quan thé té bao NK (natural killer cells),
DC (Dendritic cells) va dai thuc bao (Macrophage) lach chudt sau khi dugc

diéu tri bang nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin)

Vi du 1: Phuong phép chiét tach saponin ginseng tlr cti tam thit bac (Panax

notoginseng (Burk.) F. H. Chen)
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100 g bot tam that bac (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) c6 do am 4%
duoc u voi 200 ml dietyl ete trong 6 gio dé loai chat béo. Loc loai dung méi.
Bot sau khi loai chat béo duoc ngam chiét trong 1 lit rugu etylic 70% co hoi
lru & nhiét d6 78°C trong 24 gid. Loc thu duge dich chiét con. Cét quay loai
mdt phan dung mdi. Rot tr tir dich chiét cdn co ddc vao 1 lit axeton, dé qua
dém cho toan bd saponin két tinh lai va lang. Loc va thu phan saponin két tinh,

nén loai bot nude roi sy ¢ 60°C trong 24 gio.

Thanh phdn céc chét trong saponin tong duge xac dinh so bd béang
phuong phdp LC-MS. Ham luong saponin téng chiét duoc tir cti tam thit bac
(Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) 1a 9,1%.

Vi du 2: Phuong phap vi bao Curcumin bing saponin duoc chiét tach tir cti tam
that bac (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) va fucoidan tu rong néu

(Laminaria japonica Aresch)

Hoa tan hoan toan 100 mg Curcumin tinh khiét vao 100 ml ruou etylic
tuyét doi. Déng thoi, hoa tan 100 mg saponin va 300 mg fucoidan vao 100 ml
nudc cét hai 1an. Cho tur tir dung dich Curcumin trong con vao dung dich chira
saponin va fucoidan, khudy déu trén may khudy tir & nhiét do phong trong
vong 48 gio. Tiép do, dung mdi duge cho bay hoi tir tir & nhiét do phong trong
thoi gian 24 gio. Dung dich sau do6 duoc ly tim 3 lAn dé loai phan Curcumin
khong dugc bao. San pham thu duoc l1a dung dich chira nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin). Phan Curcumin khong tan dugc sdy va can c6 khéi luong
15 mg. Nhu vay sé c¢6 85 mg Curcumin dugc bao trong h¢ nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin). Hiéu sudt ctia qué trinh vi bao Curcumin la: (100-15)/100

= 85%.

Phan dung dich chtra nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) dugc dem di
dong kho thu duoc dang bot nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin). Kich thudc
hat nano do dugc khoang tir 50 — 70 nm.

Vi du 3: Danh gia tac dung kich thich mién dich ctia san pham nano (Fucoidan-

Ginseng-Curcumin)
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Chudt duoc chia thanh 4 nhom mang khdi ung thu gdm nhém chimg,
nhom du phong (DP, ubng nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin)), nhom du
phong + hoa chit (DP-HC, ubng nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) va tiém
hoa chat Doxorubicin) va nhom sir dung hoa chat don thuan (HC), mdi nhom
3-4 con, sau khi uéng thube, ¢6 u trén tit ca cac chudt, kich thudc khéi u dat
khoang lem duong kinh. Lach chudt duoc phau tich va rua sach bang dung
dich PBS. Tién hanh phan tich danh gia quan thé t& bao tham gia dap tmg mién
dich khong dac hiéu, tham gia trong co ché chdng ung thu. Té bao duoc gén
v6i cac khang thé dic hiéu:

Khang thé khang CD11b gén v6i té dai thuc bao — Macrophage;

Khang thé CD49b gin véi té bao giét tu nhién — NK;

Khang thé CD11c¢c gén voi té bao tua— DC;

Khang thé CD197 gin voi té bao tua trudong thanh — mature DC.

Két qua.

Bang 1. Ti 1& Té bao biéu hién khang thé ctia cac nhém chudt

% DTB % NK %DC % mDC
Cdl1b Cd49b Cdllc Cd197
Chtng 24 .4 5,2 5,4 0,6
DP-HC 22,3 9,7 6,4 2,0
DP 28,2 5,5 2,6 0,7
Hoa chat 10,8 3,7 2,0 1,2

Trong s6 cdc nhom chudt mang khdi ung thu phoi nguoi dong A549:
- Nhém chudt st dung nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) (DP) tri du

phong (trude ghép té bao ung thu) va diéu tri (sau ghép té bao ung thu) co ti 1
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% té bao dai thuc bao cao hon so véi tht ca cac nhom khéc,génlcé,nhénl
chung.

- Nhém dung nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) du phong (truge ghép
té bao ung thu) va diéu tri (sau ghép & bao ung thu) két hop voi hoa chét
Doxorubicin ¢6 ti 18 té bao giét tu nhién (NK), t& bao tua (DC) va té bao tua
truong thanh (matured DC) cao hon so véi tAt c4 cac nhom khéc, va bao gom

ca nhom chung.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap vi bao curcumin bang saponin duoc chiét tach tir ¢t tam thit

bic (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) va fucoidan tir rong ndu

(Laminaria japonica Aresch) bao gdm céc budc:

a) hoa tan Curcumin vao ruou etylic tuyét dbi, trong dé ti 1& khéi luong
Curcumin : thé tich rugu etylic la 1 : I;

b) hoa tan saponin va fucoidan vao nudc cat ti 1é khoi lugng saponin: khdi
luong fucoidan va thé tich nu6e cat la 1 : 3: 1;

¢) bo sung tir tir dung dich chtra Curcumin vao dung dich chira saponin va
fucoidan theo ty 1& 1:1 va khudy déu trén may khudy tir & nhiét do phong
phong trong 48 gio;

d)lam bay hoi dung méi tur tir & nhiét do phong trong thoi gian 24 gio, sau
d6 dung dich dugc ly tdm 3 1an dé loai bo phan Curcumin khéng duogc
bao lang xubng, thu duoc dung dich chira nano (Fucoidan-Ginseng-
Curcumin);

e)lam dong kho dung dich chtta nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) thu
duge dé cho ra san phim nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) ¢ dang
bdt mau vang, trong dé kich thude hat nano thu duoc nim trong khoang

tlr 50 dén 70 nm,;
trong d6 saponin duoc chiét tach tir cti tam thét bac (Panax notoginseng (Burk.)
F. H. Chen) bang phuong phép bao gdm cac bude:
(i) thu hoach cii tam that bac (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen),
phoi kho va xay thanh bt min, thu dugc nguyén liéu bot c6 do Am 4%

(ii) & bot tam that bic (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) véi dietyl
ete trong 6 gi0, loc loai dung moi;

(iii) ngdm chiét nguyén liéu bot tam thit bic (Panax notoginseng (Burk.)
F. H. Chen) thu dugc & bude (ii) bing ruou etylic 70% theo ty 18 1:10
(khéi luong bot (kg)/ thé tich ruou etylic (lit)) trong binh ciu héi luu &
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nhiét do 78°C trong thoi gian 24 gid, tiép do loc dé thu dugce dich chiét

con; cat quay loai mot phan dung moi;

(iv) rot tu tur dich chiét con thu duge & bude (iii) vao axeton, dé qua dém

cho toan b saponin két tinh lai va lang xudng;

(v) loc va thu phan saponin két tinh, nén loai b6t nudce roi siy & 60°C
trong 24 gi0; xac dinh so b thanh phén cac chét trong saponin tdng bang
phuong phap L.C-MS, saponin thu dugc bao odm céc thanh phan chu yéu
ginsenoside Rb1, ginsenoside Rgl, trong d6 ham lugng saponin téng chiét
tach duge tr cu tam thét bac (Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen) la

9,1%.

2. Hé nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin) thu duoc theo phuong phap nhu
duoc xac dinh trong diém 1 c6 kha ning tan 1ot trong nude, tao thanh dung
dich mau vang trong sudt, kich thudc hat tir 50 dén 70 nm, trong do hé nano
theo sang ché khong gy doc trén dong vat thi nghiém, c6 kha néng tiéu diét té
bao ung thu ngudi, hodc duge st dung du phong gitp lam giam muic do giam
can va giam kich thudc khdi u trén chudt mang khdi u ung thu nguoi, hodc
duoc s dung du phong két hop tiém hoa chit Doxorubicin co6 tac dung kich

thich mién dich trén chudt mang khoi u ung thu nguoi.
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Hinh 1. So d4 quy trinh tach chiét saponin tir bot tam thét bic (Panax notoginseng
(Burk.) F. H. Chen))

Cu -tam that bac}v .
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Hinh 2. So dd quy trinh ché tao san phim dang bét nano (Fucoidan-Ginseng-

Curcumin)
Fucoidan, saponin Curcumin/ rugu etylic
ginseng/ nudc
\\N\\\
"3 Nano héa
Bay hoi dung

moi, ly tam

|

bong kho

|

San phim bot nano
(Fucoidan- Ginseng- Curcumin)
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Hinh 3. Phd FT-IR cta (1) Fucoidan, (2) saponin ginseng, (3) Curcumin va

(4) Nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin)
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Hinh 4. Anh chup FESEM ctia nano (Fucoidan- Ginseng- Curcumin)

IMS-NKL x50.0k SE(M)
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Hinh 5. Phén bé kich thudc va thé zeta cta nano (Fucoidan-Ginseng- Curcumin)

22424
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Hinh 6. Sic ki d6 phén tich bing LC-MS ctia dung dich nano (Fucoidan-Ginseng-

Curcumin) hoa tan trong nudc
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Hinh 7. Hinh anh giai phau bénh gan va thin thd nhém udng nano (Fucoidan-
Ginseng-Curcumin) 200 mg/kg/ ban truong dién 30 ngay, & thoi diém 15 ngay sau

khi két thic ubng

o,

L i

Hinh 8. Hinh 4nh té bao A549 trén dia nudi cé nano (Fucoidan-Ginseng-Curcumin)
ndng d6 60puM/ml (Tir trai qua phai: thoi diém 24, 48 va 72h)

Hinh 9. Hinh anh té bao Hep 3B trén dia nudi c6 nano (Fucoidan-Ginseng-
Curcumin) néng d6 40 uM/ml
(T trai qua phai: thoi diém 24, 48 va 72h)
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Hinh 10. Hinh anh té bao HTB43 trén dia nudi c¢6 nano (Fucoidan-Ginseng-

Curcumin) ndng d6 40 pM/ml
(Tir trai qua phai: thoi diém 24, 48 va 72h)

Hinh 11. Kich thudc trung binh khéi u cia cic nhém trong qua trinh thi nghiém.

Tac dung diéu tri
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Hinh 12. Ti 18 % kich thuéc khdi u ctia cac nhém duge diéu tri br:ing nano

(Fucoidan-Ginseng-Curcumin) gidm so v6i nhém ching

Ti 18 kich thudce khéi u giam so vdi chitng

wihT2 moT1

Hinh 13. Kich thuéc trung binh khéi u clia cic nhém chudt trong qué trinh thi
nghiém

Kich thudo u

and

IR

SR
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Hinh 14. Ti 1& % kich thuéc khdi u ctia cdc nhém diéu tri giam hon so v&i nhém chimg

% kich thwére u cac nhém didu tri gidm so véi
nhom chirng

-60

mOP_HC BDP @ RO

Hinh 15. Hinh minh hoa kich thudc khdi u ctia cac nhém chubt giai doan tudn thir
7, tinh tir khi bt du diéu tri.

; : s&s . : . : : . .
Nhém chiing Nhém DP-HC
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