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1. PAT VAN PE

Hién nay, nhu cau nghién ciru bao vé con nguoi khoi hau qué cua cac tac nhan
phong xa dang 1a mot vin dé quan trong va cép thiét. Cac chit chéng oxy hoa dang
duogc nghién ctru va str dung rat nhidu trong viéc bao ché cac ché pham chdng cac
bénh nhiém phong xa. Cac hgp chat nay c6 kha ning bo sung dién tich cho cac gdc
tw do hodc trung hoa cac dang oxy hoat dong duoc hinh thanh trong co thé khi
nhiém xa de triét tiéu kha nang pha huy cac thanh phan té bao cua cac tac nhan nay.
Mot trong sb cac hoat chat chong oxi hoa tlem nang dang duoc tap trung nghién ciru
la genistein dugc tach chiét tir hat ciia mot sb cay ho dau la chit c6 thé st dung dé
bao ché thanh ché pham chéng phong xa hiéu qua nhd ¢6 hoat tinh chéng oxy hoa
manh va khong biéu hién doc tinh cting nhu tac dung phu khi dua vao co thé [1,2].

Tuy nhién viéc bao ché cac ché pham tir hop chat genistein dang tw do gip
phai nhimg khé khin do tinh ky nudc manh cia n6é. Pé khic phuc vin dé nay,
phuong 4n bao ché chit mang genistein dang nano di dugc nhom tac gia cin nhic
va thuc hien Ngoai ra, cho dén thoi diém hién tai, cac nghien ctru vé dang nano cia
gemstem van con rat han ché va viéc xem xét hiéu qua chong phong xa cua ché
pham nano tir genistein dang 1a mot hudng nghién ctru nhiéu tiém ning.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Héa chit, thiét bi nghién ctru

Céc hoa chit bao gdm: Hon hop triterpenoid cua 16p vo cdy bach duong
(CTB) duoc tach chiét tai trudng dai hoc tong hop k¥ thuat Moscow - Lién bang
Nga; Cholesterin hemisucsinat (CHS) c6 ham lugng > 99% (Sigma - Aldrich) dung
lam chat 1am on dinh 16p mang hat nano; Na,HPO, (Sigma - Aldrich);
NaH,PO, (Sigma - Aldrich); Tetrahydrofuran (THF) (Sigma - Aldrich); Hop chét
genistein voi dO tinh sach > 99% duoc tach chiét tai trung tam khoa hoc “Farmzasit”
thudc Vién Han Lam khoa hoc Lién bang Nga; Nudc cat dugc loc qua bo loc véi
kich thudc 16 22 nm (Millipore - My).

Nghién ctru di sir dung cac thiét bi: Hé théng may cb cat quay Laborota 4000
(Heidolph, Ptic); may khudy tir IkaRHbasic (IkaLabortechnik, Duc); bé siéu 4m
SonorexTK-52 (Bandelin, Pirc), mdy quang phé UV-VIS Biowave (Biochrom US,
My); may Vortex LabDancer (IkaLabortechnik, Ptic); may ly tam CM-6M (ELMI,
Latvia). Hé thong hién vi dién tir Joel 100CX (Nhat) v6i d6 phong dai 20000 1an. Hé
théng phan tich kich thudc cac hat cdu va xac dinh dién thé zeta bé mit Delsa™
Nano (Beckman Coulter, Inc.). Hé thong quang phd tu tuong quan “Nanosizer”
(Submicron Particale Sizer Nicomp 380- M¥).
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2.2. Phuong phap thu nhan ché pham nano ciu vé dinh hinh (Spherical
amorphous nanoparticles - SaNP) tdi genistein

Vat liéu nano danh cho viéc bao ché dugc nhom tac gia st dung la céac cdu trac
nano SaNP duoc tao thanh tir hdn hop triterpenoid cua 16p vé cdy bach duong (hinh
1). Hon hop ndy c6 ba thanh phan chinh véi ti 18 ham luong 1an lugt 1a: betulin 60%;
lupeol 30% va kofeat betulin 10%, trong d6 chi c6 kofeat betulin véi céu trac hoa
hoc hai dau khac nhau (mot ky nude, mdt wa nude) co6 kha nang cudn tron trong moi
truong nudc thanh cac SaNP [3]. Cac hat SaNP c6 kich thudc trung binh tu
100+-200nm, khong c6 doc tinh va nho cAu tric dic biét cua minh c6 thé bao boc va
van chuyén dugc cac hop chét thude ky nudc, trong dé ¢ genistein.

Hinh 1. Céc thanh phan chinh ctia hdn hop triterpenoid ciia 16p vo cay bach duong:
(a) - betulin 60%; (b) - lupeol 30%; (c) - kofeat betulin 10%

Cac thanh phan can thiét dé bao ché ché pham nano bao gém: hon hop CTB
hoa tan trong THF 5mg/ml (A); hop chét genistein hoa tan trong THF 1mg/ml (B);
CHS hoa tan trong THF 1mg/ml (C); dém phophat ndng d6 10% M, pH 7.5.

Phuwong phdp bao ché: Trong binh cau thé tich 100 ml hoa tron 1 ml dung dich
A va 0,5 ml dung dich B (ham Iugng genistein tuong g voi 10% theo ti 1€ véi ham
luong CTB). Dé 6n dinh ciu trac 16p mang va gia tang tinh 6n dinh bé mat cho cac hat
nano, bo sung thém 0,1 ml dung dich C (ham lugng twong tng véi 2% theo ti 18 voi
ham luong CTB). Hon hop cac dung dich trén dugc khudy tron biang may khudy tir
trong 1 phit, sau d6 bd sung thém 25 ml dung dich dém phophat va tiép tuc khudy
trong thoi gian tir 7+10 phut ¢ nhiét d6 phong. Tiép theo, 1am bay hoi dung méi va
nude trong hdn hop bang cb cit quay & 35°C dén thé tich con 10 ml. Phan thé tich
trong binh sau khi bay hoi dugc ly tim dé lang két tia, loai bo toan bo két tia va thu
liy phan 16ng phia trén 1a thé phén tan chira cac hat nano tai hop chét thude genistein.

2.3. P6i twong thir nghiém

Céc tht nghiém sinh hoc duogc tién hanh trén céc c4 thé chudt bach duc khong
thudn ching 14y tir trai nuéi “Rappolovo” - Ngoai 6 thanh phd St. Petersburg - Lién
bang Nga. Chi lya chon cac ca thé c6 khdi luong co thé tir 20-22g dé dap ung tot
duoc lidu luong ché pham nano sir dung. M&i nhom nghién ctru c6 khong it hon 10
ca thé (cac nhoém dbi chirng 10+12 ¢4 thé, cac nhom thuc nghiém 10+15 ca thé).
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Pé tao ra sy nhiém phoéng xa, chuot thir nghiém phai chiu su chiéu xa cua cac
tia rongen. Cl}iéu xatia rongen 1€n chudt dugc thyc hién trén hé thong thiét bi PUM-
17 véi cac dicu kién: Dién the 180 kV; cudong d6 dong dién 10 mA; b loc 0,5 mm
Cu + 1 mm Al, cong suét lidu luong 38,2 Roentgen/phut; khoang cach t1ep xuc voéi
da 50 cm. Céc tia rongen dugc chiéu theo mot hudng dong nhat tir lung dén nguc.
Liéu lugng chiéu xa 7, 5 Grey. Hi¢u qua chong phong xa cta ché pham nano dugc
danh gia bang cac chi s6 vé kha nang song sot cua cac con chudt nhiém xa (%) trong
30 ngay theo doi va so sanh thoi gian song trung binh cua cac ca thé dbi chung ciing
nhu cac ca thé c6 st dung ché pham nano.

2.4. Phac do diéu tri thir nghiém

Pé dua vao thtr nghiém, 7thé phén tan nano SaNP tai genistein thu nhan dugc
pha loang v6i nudce cat 2 1an d€ tao ra li€u lugng thich hop cua thude. Trong nghién
clru nay, nhom tac gia da chuén bi cac mau thudc voi hai lieu lugng 150 mg/kg va
500 mg/kg dua vao co thé chudt bang duong tiém 6 bung. Cac licu luong trén dugc
xdc dinh theo sy tinh toan twong tmg voi khoi luong cua céc ca thé chudt thu
nghiém [4]. Quy trinh thtr nghiém dugc tién hanh véi hai phac do diéu tri:

- Phac do phong ngtra: khdo sat hiéu qua chéng phong xa khi dua thudc vao &
3 thoi diém trude khi chiéu xa, bao gom: 24h, 1h va tiém ké tiép & cé hai thoi diém
(V2 liéu dau & thoi diém 24h, ¥ lidu con lai ¢ thoi diém 1h).

- Phac d6 cjiéu tri nhiém xa: khao sat hiéu qua chéng phong xa khi dua thude
vao & hai thoi di€ém 1h va 4h sau khi chiu xa.

Céc ca thé chudt thudc nhom dbi ching s& duoc tiém mot thé tich nuéc mudi
sinh ly twrong duong dé so sanh véi cac ca the cua nhom nghién ctru. Viéc sur dung
hop chat genistein & dang tu do dé lam méu d6i chimg chua dugc thyc hién trong
nghién ctru nay boi viéc bao ché dang dung dich tiém truyén rat kho khin va tén
kém, cling nhu phai sir dung cac hé dung moéi hitu co' c6 kha nang gy doc cho cac
doi tugng thir nghiém.

3. KET QUA VA BAN LUAN

3.1. Cac dic diém héa 1y ciia ché pham nano

Céac dac diém hoa 1y cua hat nano SaNP tai genistein dugc biéu thi trén hinh 2.
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Hinh 2. Cac dic diém hoa 1y ctia hat nano SaNP tai genistein:
(a) - kich thudc trung binh cua hat; (b) - dién tich zeta bé mat hat;
(c) - quang phd hap thy UV-VIS cua genistein trong mau dich nano.

Tap chi Khoa hoc va Céng nghé nhiét ddi, S6 10, 06 - 2016 73



Nghién ctru khoa hoc céng nghé

Dir liéu trén hinh 2 cho thiy ché phdm nano SaNP tai genistein chira cac hat
nano v&i kich thudce trung binh do dugc la 137 nm va dién tich zeta bé mat -34,74 mV.
Cac gia tri nay phu hop voi tiéu chuin cua cac hat nano van chuyén thube dé c6 thé
luu thong va phén tan tot trong mau. Két qua do quang phé hap thu UV-VIS cua
genistein trong thé phan tan chi ra su c6 mit ciia hop chat thong qua sy xuét hién cua
dinh hép thu & budc song 262 nm. Dya trén viéc xay dung duong chuan va tinh toan
ndéng do cua genistein trong the phan tan theo gia tri hap thu quang phé thu dugc,
nhom tac gia nhan thay, o nong d6 thude duge tai la 10% (tinh theo ty 1¢ v&i ham
lugng CTB st dung), 100% ham lugng thudc ban dau da duoc tai vao cac hat nano.

Hinh anh hién vi (hinh 3) chup cac hat nano trong thé phan tan chi ra sy co
mat cia 3 thanh phan: (I) cac hat nano; (II) ving huyén pht mau xam va (III) cac
manh tinh thé ndm rai rac. Theo nhan dinh ctia nhom tac gid qua vi¢c so sanh véi
hinh anh miu d6i chung khong chira thude, cac manh tinh thé 1a thanh phan khong
tan va khong tao hat nano ctia hdn hop CTB (betulin va lupeol), phan huyén phu
mau xam hién thi sy ¢c6 mit ciia hop chit lam 6n dinh mang CHS bao boc xung
quanh cac hat nano. Hat nano dugc tao thanh tr kofeat betulin c6 dang cAu tron,
chira cac phan tir thubc bam trén cic bé mit va trong pha ky nuéc giita 16p mang
kép cua hat. Su lién két gilta cac phan tir thudc genistein v6i cac hat nano 1a do sy
tuong tac ky nudc gitta thude va cac thanh phan trong pha ky nudc cua hat nano.
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Hinh 3. Hinh anh hién vi dién t&r ciia hdn dich nano SaNP:
(a) - SaNP + 2% CHS khong tai genistein;
(b) - SaNP tai 10% genistein + 2% CHS.

3.2. Panh gia hiéu qua chong phéng xa ciia ché phim nano SaNP tai
genistein & phac dd phong ngira

O phac do phong ngira, cac két qua trén hinh 4a chi ra rang, viéc dua ché pham
nano vao chudt theo dudng tiém 6 bung voi lidu lugng 150 mg/kg ¢ thoi diém 24h
truge khi bi nhiém xa khong mang dén hiéu qua chéng phong xa ma nguoc lai kha
song sot cuia cac con chudt con kém hon rat nhidu so v6i nhom ddi ching chi duoc
tiém nuéc mudi sinh 1y thong thuong. Trong khi dé, viéc st dung thude ¢ thoi diém
1h va tiém ké tiép hai thoi diém (1h va 24h) trude khi chiéu xa dd mang dén su gia
tang rd rét kha ning chng phong xa va ty 1é song sot clia cac ca thé chudt véi 50%
khi tiém trudc 1h va 30% khi tiém ké tiép hai thoi diém.
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Hinh 4. Hiéu qua chng phong xa cua ché pham nano liéu lugng 150 mg/kg
) ¢ phac do phong ngtra: )
(a) - kha nang song sot sau 30 ngay; (b) - thoi gian song trung binh.

Nhom tac gia cling da nghién ctru sy anh hudng cua viée st dung thudc theo
phac do phong ngura & lidu luong 150 mg/kg dén thoi gian séng trung binh cla cac
con chudt nhiém phong xa. Cac két qua trén hinh 4b cho thay, viéc tiém thudc & thoi
diém 24h va tiém ké tiép hai thoi diém cling mang dén thoi gian sdng trung binh
ngan hon so véi nhom dbi chimg. Chi c6 cac con chudt duoc tiém thude ¢ thoi diém
1h trude khi chiéu xa 13 ¢6 thoi gian séng trung binh ting 1én 3 ngay.

Véi lidu luong thude 500 mg/kg, nhom tic gia tiép tuc tién hanh cac thir

nghiém nhu véi lidu 150 mg/kg (hinh 5).
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Hinh 5. Hiéu quéa chdng phong xa cua ché pham nano liéu lugng 500 mg/kg
) ¢ phac do phong ngtra: )
(a) - kha nang song sot sau 30 ngay; (b) - thoi gian song trung binh.

Céc két qua thu nhan trén hinh 5a cho thiy, & ca 3 thoi diém dua thudc vao
déu biéu hién hiéu qua chéng phong xa twong doi tot voi su gia ting ty 16 séng sot
cua cac con chudt thugc nhom nghién cuu tur 30+40% so voi nhom ddi chung. Két
qua khao sat thoi gian sdng trung binh (hinh 5b) ciing chi ra su gia ting dong déu
ctia cac con chudt dugc tiém thude so v6i nhom dbi chung. Theo do, tiém thude véi
lidu 500 mg/kg & thoi diém 1h va 24h trudc khi nhidm xa c6 thé kéo dai thoi gian
song trung binh ctia cac con chudt 1én dén 5 va 6 ngay.

Nhu vay, & phac d6 diéu tri phong ngira, hiéu qua chdng phong xa trén cac doi
tuong thir nghiém dugc biéu hién rat rd rét voi kha ning gia ting ty 18 séng sot va
thoi gian sdng trung binh khi st dung thudc & cac lidu 150 mg/kg va 500 mg/kg. O
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phac dd phong ngira, néu xét theo tidu chi vé su gia ting kha ning séng sot song sot
cta chudt, hidu qua chong phong xa cao nhat dugc ghi nhan khi st dung thudc véi
lidu Iwong 150 mg/kg & thoi diém 1h trudce khi nhiém phoéng xa voi su gia tang ty 1¢
dén 50%. Trong khi do, theo tiéu chi vé gia ting thoi gian séng trung binh, sir dung
thudc ¢ thoi diém 24h trude khi nhidm xa véi lidu 500 mg/kg ciing mang lai hiéu
qua tot voi su keo dai thoi gian 6 ngay so véi nhom d6i chimg. Mat khac, cac két
quéa d6i 14p nhau vé hiéu qua chdng phong xa ciia ché pham khi sir dung vdi hai lidu
lwong 150 mg/kg va 500 mg/kg & cing thoi diém 24h trude khi nhiém xa c6 thé lién
quan dén co ché tac dung va nong do dép ung thap cua thude khi str dung khong du
lidu lugng néu tiém trude thoi gian dai cling nhu thude c6 thé da bi dao thai dan khoi
co thé. Van dé nay s& dugc nhom tac gia lam rd hon trong nghién ciru tiép theo.

3.2. Panh gia hiéu qui chong phéng xa ciia ché pham nano SaNP tai
genistein & phac do dieu tri nhiem xa
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(a) - kha nang song sot sau 30 ngay; (b) - thoi gian song trung binh.
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Céc két qua trén hinh 6a cho thiy viéc str dung ché phidm nano véi liéu lugng
150 mg/kg & thoi diém 1h va 4h sau khi nhidm xa c6 kha ning mang dén sy gia ting
ti 18 séng sot cho cac con chudt thir nghiém dén 30% so v6i nhom ddi ching. Két qua
khao sat thoi gian song trung binh cua cac nhom dbi tuong (hinh 6b) cho thiy khong
c6 su chénh 1éch dang ké gitra viéc sir dung va khong st dung ché pham nano.
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Hinh 7. Hiéu qua chong phong xacua ché pl}élm nano véi liéu 500 mg/kg
O phac do diéu tri nhiem xa:
(a) - kha nang song sot sau 30 ngay; (b) - thoi gian song trung binh.
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V6i liéu 500 mg/kg, két qua trén hinh 7 cho thiy & ca hai thoi diém st dung
thudc, ti 16 sdng sot cua cac ddi twong ding thude khong tot hon so voi nhom ddi
chimg, trong khi d6 thoi gian sdng trung binh ctia nhom dbi chimg ciing cao hon so
véi cac con chudt duge tiém thude.

Nhu vay c6 thé két luan, & phac dd diéu tri nhiém xa, viéc st dung ché pham
nano & cac thoi diém khac nhau sau khi nhiém phong xa véi tat ca cac liéu luong
nghién ciru hoan toan khong dat yéu cau cua ca hai tiéu chi la kha nang séng sOt va
thoi gian song trung binh ciia cac ca thé bi nhiém. Két qua nay ciing budc du cho thay
viéc diéu tri bang thudc sau khi da bi nhiém phong xa khong mang lai hiéu qua kha thi.

3.3. Panh gia hiéu qua chong phgng xa cua ché pham nano & cac lidu
lwgng phong xa khac nhau trong phac do phong ngira

Pé 1am 16 hon vé& mirc d6 biéu hién hiéu qua chdng phong xa cua thude, ¢ giai
doan nghién ciru tiép theo, nhém tac gia da tién hanh khao sat sy anh hudng cia viéc
str dung ché phdm nano theo phac do diéu tri phong ngira dén kha ning séng sot ctia
cac dbi tuong thi nghiém nhiém phong xa véi cac lidu luong khac nhau: 6,5; 7,5 va 8,5
Grey. Ché pham nano duogc tiém vao cac con chudt véi lidu luong 150 mg/kg ¢ 3 thoi
diém nhu khao sat trong phan 3.1. Qua trinh quan sat kha nang song sot cua cac ca thé
duoc tién hanh trong thoi gian 15 ngay. Cac két nghién ctru duge biéu hién trén bang 1.

Bang 1. Anh hudng cta viée sir dung ché pham nano (phac d6 diéu tri
phong ngira véi lidu 150 mg/kg) dén kha ning séng sot va thoi gian séng
trung binh ctia cac con chudt nhiém phéng xa véi cac cudng do khac nhau

Pidu kié Cuong do S6 lwgng ca thé Ty 1€ Thoi gian
ieu Kkién . I DY A V' . A

thi nghi ém phong xa, songxsot / tong §0 ca | song sot, sqng tru1‘1g
: Grey thé trong nhom % binh, ngay

6,5 5/10 50 92+1,4

Déi chimg 7,5 4/12 30 8,0+2,7

8,5 3/15 20 9,0+2,0

Tiém thube 6,5 6/10 60 1,1 +1,1

24h trudce 7,5 4/12 20 9,6 +0,8

nhiém xa 8,5 3/15 20 9,9+ 0,6
Tiém ké tiép 6,5 6/10 60 10,8 + 0,8

24h va 1h 7,5 5/12 42 8,8+0,9

truge nhiém xa 8,5 6/15 40 9,7+0.,5
Tiem thude 1h 6,5 7/ 10 70 11,7+ 0,9
trude nhidm xa 7,5 7/12 58 10,8 £2,0

) 8,5 5/15 33 93+1,2

C6 thé nhan thay, mure do biéu hién hiéu qua chéng phong xa cao nhat cta ché
pham nano theo chi s6 vé sy gia tang kha nang song sot va thoi gian song trung binh
clia cac ca thé nghién ctru van dugc thé hién ¢ thoi diém ding thude 1h trude khi
nhiém phéng xa.
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4. KET LUAN

- Viéc sir dung hat nano cau vé dinh hinh tir hdn hop triterpenoid ciia vo cay
bach duong vén chuyen hop chét genistein ¢ phac d6 phong ngira da mang dén hiéu
qua chong phong xa rat rd rét, biéu hién qua sy gia ting kha ning séng sot va thoi
gian song trung binh cua cac dé6i tuong thr nghiém nhiém phéng xa duge dung
thuloc Mure do bleq hién hi¢u qua chonNg phong xa cao nhgt dugc ghi nhén khi ding
ché pham ¢ thoi diém lh truée khi nhiém phong xa voi liéu luong thude 150 mg/kg
voi su gia tdng kha nang song sot cua nhom thir nghiém dén 50%.

oo Ché pham nano cua genistein to ra khong hiéu qua khi dugc sir dung 6 phac
do diéu tri sau khi da bi nhiém phong xa.
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SUMMARY
STUDY ON THE RADIATION PROTECTIVE EFFECTIVENESS OF
SPHERICAL AMORPHOUS NANOPARTICLES, CHARGED WITH
ANTIOXIDANT SUBSTANCE GENISTEIN

This study is devoted to the preparation of the nano drug based on antioxidant
substance genistein contained in spherical amorphous nanoparticles (SANp) made
up of birch bark triterpenoids mixture. The results of in vivo test show that the
highest radiation protective effectiveness is observed if the drug is used an hour
before radiation exposure with the dose of 150 mg/kg and the use of the drug after
radiation exposure is not effective.

Tw khoa: Hat nano cd‘u’vo” dinh hinh, hq:n hop triterpenoid lop vo cdy bach
duong, genistein, hiéu qua chong phong xa, ché pham nano.
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