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This study aims to evaluate radioprotection effect of resveratrol-
encapsulated liposomes (Lip-RES). Firstly, Lip-RES was prepared by a
combining method of lipid-film hydration method and sonication.
Penetration of Lip-RES into human lymphocytes and human fibroblasts
(HF cells) was observed by fluorescene microscopy. The results
demonstrated that Lip-RES was successfully prepared with a relatively
spherical shape, good characteristics (mean particle size of 103.9 nm,
polydispersity index of 0.211, zeta potential of -31.9 mV, encapsulation
efficiency of 92.31% and payload of 8.47%), and a relatively high
stability. Lip-RES was well penetrated into human lymphocytes and HF
cells. Under non-irradiated condition, Lip-RES showed a negligible
genotoxicity, but exhibited a significant cytotoxicity for lymphocytes and
HF cells at RES concentration of more than 10 pug/mL. Under irradiated
condition at a dose of 2 Gy, compared to the control, Lip-RES could
decrease the percentage of cell death of 16-30% and decrease the number
of foci/cell of 10-15%. This indicates the radioprotection effect of Lip-
RES for human lymphocytes and fibroblasts. Moreover, at a RES
concentration of 2.5 pg/mL, Lip-RES showed a best radioprotection.
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Nghién ctu nham muyc dich déanh gid hiéu qua bao vé buc xa cua
liposome dong goi resveratrol (RES-Lip). Dau tién, Lip-RES duoc tong
hop bang phuong phap hydrate hoa mang lipid két hop véi séng siéu am
dé giam kich thuéc. Kha ning xa4m nhap cua Lip-RES vao té bao
lympho ngudi v nguyén bao soi ngudi (té bao HF) dugc quan sat bang
kinh hién vi huynh quang. Két qua nghién ctu cho thiy, Lip-RES da
duoc téng hop thanh cong véi kich thudc hat trung binh, chi sb phan tan,
thé zeta, hiéu suat dong goi, suc tai dat lan luot la 103,9 nm, 0,211, -31,9
mV, 92,31%, 8,47%, c6 dang hinh ciu va c6 do bén cao. Lip-RES c6
kha nang x4m nhap t6t vao té bao lympho va té bao HF. O diéu kién
khong chiéu xa, Lip-RES hau nhu khong gay doc tinh di truyén cho té
bao, tuy nhién lai gay chét dang ké cho ca 2 loai té bao nay khi ¢ nong
dd6 RES I6n hon 10 pug/mL. O didu kién chiéu xa vai lidu chiéu 2 Gy,
Lip-RES gidp lam giam 16-30% ti 1& t& bao chét va gidp lam giam 10-
15% s foci/té bao, tir d6 cho thiy kha ning bao vé biic xa cua Lip-RES
d6i véi 2 loai t& bao nay. Hon thé nira, Lip-RES dat hiéu qua bao vé biic
Xa t6i wu & ndng d6 RES 2,5 pg/mL.
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1. Pat van dé

Ngay nay, phuong phap xa tri vin dong vai tro quan trong trong diéu tri ung thu [1]. Trong
phuong phap nay, té bao ung thu s& bi tiéu diét bai cac birc xa ion hoa (gamma, alpha, beta va tia
X). Tuy nhién, chinh cac birc xa nay ngoai viéc tiéu diét t& bao ung thu thi ciing luén gay tac
dung phu Ién t& bao lympho (thanh phan caa mau) va anh huéang nghiém trong dén cac té bao da.
Cu thé, theo nghién ctu cia Carvalho va Villar, cac té bao lympho (lympho B, lympho T va
lympho NK) 14 cac d6i twong rat nhay cam véi birc xa [2], [3]. Trong do, cac tia birc xa gay anh
huong dén chu trinh té bao, dén qué trinh tong hop mMRNA va sy sinh tong hop protein, gay ton
thuong DNA, giy dot bién céc té bao nay va thuc ddy qua trinh “apoptosis” (chét theo chu trinh)
& cac té bao lympho T va lympho B truong thanh [2], [3]. Bén canh do, cac buc xa dung trong xa
tri ung thu con c6 thé gay tac dung cho da (hon 80% bénh nhan duoc xa tri), bao gom tac dung
phu sém (ban do, bong vay kho, tang sic t6 va rung 16ng, t6c) va tac dung phu muon (teo da,
kho, gidn da, loan sic t6, xo hoa va loét) cho bénh nhan [4]. Hon nita, & mot s6 bénh nhan xa tri
vung dau, cé va vung xuong chau thi cac tac dong cua buc xa 1én da cang nghiém trong hon bao
goém gay ngira, dau, nhidm tring va nghiém trong hon 1a trong mét sé truong hop dan dén gian
doan viéc diéu tri.

MGt céch cu thé ¢ cap do té bao, biic xa ion héa gay anh hudng 1én cac dai phan tir sinh hoc,
trong d6 quan trong nhét la gay ton thuong va dat giy DNA, din dén ton thuong té bao, lam té
bao chét va gay ra cac dot bién tha cap khac [5]. DBé han ché tac dong cua bic xa ion hoa, té bao
¢6 nhitng co ché noi bao chuyén biét nhu co ché kich thich gia tang su tong hop cac chat chong
oxy hda cua té bao, co ché tang cuong cac enzyme ndi bao, co ché sura chira DNA, kich hoat cac
con dudng quan 1y cac diém kiém soat cua chu trinh té bao (dac biét la o dlem klem soat G1/S),
sinh tong hop ATM protein,... [6]. Tuy nhién, cac ton thuong van Xay ra néu sb lugng gbc tu do
vuot qua kha nang diéu tiét cua cac té bao. Vi vay, viéc tao ra ché pham gilp l1am giam tac dong
cuia btrc xa 18n té bao lympho va té bao da s& gop phan nang cao suc khoe cho bénh nhan va nang
cao hiéu qua cua phuong phéap xa tri ung thu. Trong d6, viéc bao vé DNA cho té bao dugc xem la
chi tiéu dénh gia quan trong vé kha ning bao vé birc xa (BVBX) cho té bao lanh cua hoat
chét/ché pham.

Resveratrol (RES) (3,5,4-trihydroxy-trans-stilbene), mét polyphenol ty nhién ¢6 trong rugu
vang do, nho, dau phong, dau tam va mét sé qua mong khéc [7]. RES c6 hoat tinh khang oxy héa
manh, c6 kha ning wc ché cho hau hét cac giai doan phat trién caa nhiéu loai ung thu [7]-[8].
Ngoai ra, RES con c6 kha ning khang viém, bao vé tim mach, chéng co mach, bao vé than kinh,
v.v. [7]. Nghién ctru ctia Smith va cong su cho thiy, RES ¢6 kha ning BVBX cho té bao, dic biét
1a bao vé DNA chéng lai tac hai cua birc xa ion hoa [8]. Tuy nhién, cac nghién ctu nay déu duoc
thuc hién voi RES dang thd véi d6 tan nude kém (30 ug/mL) va d6 sinh kha dung thip [71, [8].
Trong khi do, hé¢ liposome (Lip) véi thanh phan cAu tao chi gom phospholipid (doi khi bd sung
cholesterol) chinh 1a thanh phan cau tao té bao nén c6 do twong thich sinh hoc rat cao véi co thé.
Ngoai ra, Lip ¢ khd nang dong géi cac hop chat ky nudc, gitp ting do phén tan trong nudc cua
ching Ién gap hang tram, hang ngan lan, dong thoi giup tang kha nang thim ciia dwoc chét vao
bén trong té bao lympho, vao mé/té bao da va gidp kiém soat tdc do phong thich, tir d6 kéo dai
thoi gian tac dung va do sinh kha dung [9]. Tuy nhién, viéc nghién ciru vé hiéu qua BVBX cho té
bao lanh trong xa trj ung thu cua Lip dong goi RES (Lip-RES) van chua dwoc nghién ciru nhiéu.

Do d6, muc tiéu caa nghién ctu ndy nhim danh gia kha ning cia Lip-RES trong viéc hd tro bao
vé té bao da va té bao lympho cho bénh nhan xa tri ung thu. Dau tién, Lip-RES s& dugc diéu ché bang
phuong phap hydrate hoa mang lipid két hop véi séng siéu &m. Cac thong sb dic diém va kha ning
xam nhap cua Lip-RES vao té bao lympho nguoi va nguyén bao soi nguoi (té bao HF) s& dugc danh
gi4. Sau cing, anh huéng cua Lip-RES Ién ti I¢ chét va do ton thuong DNA cua té bao lympho nguoi
va té bao HF ¢ diéu kién khong chiéu xa va c6 chiéu xa ciing s& dugc khao sat.

2. Vit li¢u va phwong phap
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2.1. Vit ligu va hoa chat

Resveratrol do tinh khiét 99% (Sigma Aldrich, Hoa Ky); Phospholipon 90G (Lipoid, Btc);
Methyl red (Sigma Aldrich, Hoa Ky); moéi truong RPMI-1640 (Sigma Aldrich, Hoa Ky); moi
truong DMEM (Sigma Aldrich, Hoa Ky); Anti-phospho-Histone H2A.X (Ser139) JBW301
(Sigma Aldrich, Hoa Ky); Alexa Fluor 488 goat anti-mouse 19G (Sigma Aldrich, Hoa Ky);
nguyén bao soi ngudi HF (Phong thi nghiém K§ nghé mé va Vat lidu Y sinh, Pai hoc Qudc gia
Thanh phé H6 Chi Minh); cac hda chat khac déu c6 d6 tinh khiét & muc do phan tich.

2.2. Pieu ché dich phan tan Lip-CUR

Phospholipon (170 mg) va RES (17 mg) dugc hoa tan hoan toan vao 15 mL hdn hop
chloroform va methanol (2:1, v/v). Dung dich hoa tan duoc cho vao binh cau va tién hanh loai bo
hoan toan dung méi bang thiét bi c6 quay chan khong IKA RV 06 trong thoi gian 6 gio ¢ 55°C dé
hinh thanh mang lipid (gom phospholipon va RES). Mang lipid dugc hydrate hda bang 17 mL
nudc cat trong 2 gio trén hé thdng cd quay chan khdng IKA RV 06 (chi sir dung ché do quay) dé
tao thanh dich phan tan Lip-RES dang thé. Dich phén tan Lip-RES dang thé duoc giam Kich
thudc hat bang thiét bi Ultrasonic Liquid Processor (Sonics & Materials Inc., Hoa Ky) vai cong
Suit 40%, thoi gian 30 phut (d4anh 7 phit, nghi 3 phat). Dich phan tan Lip-RES duoc dé yén 1 gid
& nhiét do phong va duoc loc qua mang loc kich thude 16 1,2 pm dé loai bo lwong RES chua
dugc “déng go6i” vao trong Lip. Dich phan tan Lip-RES sau loc sé dugc sir dung cho céc thi
nghiém sau.

2.3. Xdc dinh cé4c thong sé ddgc diém ciia Lip-CUR

Kich thudc hat trung binh, chi sé phan tan va thé zeta cua dich phan tan Lip-RES duoc xac
dinh bang thiét bi Zeta Sizer Nano ZS (Malvern, UK). Cu thé, dich phan tan Lip-CUR duoc pha
lo&ing 100 lan véi nude cat va phép do duoc thyuc hién ¢ nhiét do 25°C, goc do 173°.

Hinh théi cua Lip-RES duoc xac dinh bang kinh hién vi dién tir truyén qua (TEM). Cu thé, 20
uL dich phén tan Lip-CUR duoc nhé 1én ludi dong chuyén ding cho TEM. Mau dugc dé yén 20-
30 gidy. Sau d6, toan bd dich phan tan s& duoc rat bo bang gidy tham. Rua lugi dong c6 chia
mau 2 1an bang nudc cat (1ap lai theo thao tic nhu trén). Mau duoc dé kho qua dém o diéu kién
nhiét ¢ phong trude khi duoc dua vao thiét bi TEM dé quan sat.

Hiéu suat dong goi cia Lip-RES duoc xac dinh bang cach dinh lvong RES di dugc dong goi
vao hé nano so véi lugng RES ban dau [9]. Cu thé, lay 1 mL dich phan tan Lip-RES hoa tan
trong 19 mL ethanol. Luong RES trong dung dich ethanol dugc xac dinh bang sic ky long cao &p
(HPLC) LC — 20AD (SHIMADZU, Nhat Ban), cot sic ky C18 (Vydac, Vuong Qubc Anh) va
dau do UV-Vis SPD — 20A ¢ budc séng 306 nm, pha dong la hdn hop ethanol:nudc (92:8, V/v),
tdc d6 dong 1 mL/pht. Hiéu suat dong goi duoc xac dinh bang cong thuc (1):

. oo . Luong RES duoc dong goi trong Lip-RES

Hiéu suat dong goi (%) = - - x 100 Q)
Tong lugng RES ban dau (mg)

Strc tai cua Lip-RES duoc xac dinh bang cach dinh luong RES chira trong mot khéi lugng
Lip-RES xac dinh [9]. Cu thé, 5 mL dich phan tan Lip-RES dugc cho vao lo thiy tinh. Mau duoc
cip dong bang nito 16ng va duoc tién hanh déng kho bang thiét bi Freeze Dryer (llshinBiobase,
Han Qudc). Sau do, 10 mg bot dong kho Lip-RES dugc hoa tan vao trong 10 mL ethanol, tron
déu trong 3 phat va pha lodng 10 lan. Luong RES ciing dwoc xac dinh bang phuong phap sic ky
léng hiéu ning cao véi cac didu kién tién hanh tuong tu nhu phan xac dinh hiéu suat dong goi.
St tai coa Lip-RES duoc xac dinh bang cong thic (2):

Luong RES chua trong Lip-RES (mg)

Stc tai (%) = = - x100 (2
Khoi lugng Lip-RES (mg)
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2.4. Sw xdm nhdp ciia Lip-RES vao té bao lympho ngwoi va nguyén bao sgi ngwoi (¢ bao HF)

Kha ning xdm nhap ctia Lip-RES vio té bao lympho ngudi va té bao HF duoc quan sat dudi
kinh hién vi huynh quang Carl Zeiss AXIO Imager Z2 véi phin loc FITC. Trong d6, methyl red
dugce dong dong goi ciing v6i chat BVBX vao hé Lip ¢ ti 18 methyl red/lipid 1a 1/200 (w/w) dé
quan sat vi tri ciia Lip-RES. Do d6, vi tri phat tin hi¢u huynh quang mau xanh ciing chinh 1a vi tri
cua Lip-RES.

Té bao lympho ngudi duge tach tir mau ngoai vi bang Ficoll-Hypaque (Sigma Aldrich, Hoa
Ky) theo quy trinh cta nha san xuat. Cu thé, mau & tinh mach canh tay dugc ldy bang dng tiém
v0 trung str dung 1 lan. Mau dugce giir trong 6ng Lithium Heparine v6 trung ¢ 18 — 24°C dén khi
xtr Iy t& bao. Sau d6, pha lodng ty 1¢ 1:1 (v/v) mau toan phan trong RPMI-1640 c¢6 10% huyét
thanh, hut mau pha lodng chuyén vao tao thanh 16p trén trong ong ly tam c6 chura Ficoll-Paque
PLUS 1077, ly tam 1500 vong/phut trong 30 phut, hat 14y 16p té bao tring duc 13 16p t& bao don
nhan chia phén 16n té bao lympho, dung PBS pH 7,2 dé rira té bao, huyén phu té bao trong moi
truong RPMI-1640 c6 bd sung Lip-RES chira methyl red, u t& bao ¢ 37°C va 5% CO,. Sau 16
gid, té bao duoc rira véi PBS va duge quan sat dudi kinh hién vi huynh quang véi phin loc FITC.

Té bao HF duoc nudi cdy trén lamen 22 x 22 mm (dit trong dia petri @35 mm vo tring) trong
moi trudng DMEM c6 bo sung 10% huyét thanh ¢ diéu kién 37°C, 5% CO,. Khi té bao da bam
dinh 1én lamen, méi trudng nudi ciy cii dugc loai bo va thay bang méi truong DMEM khong
chtra huyét thanh. Lip-RES chira methyl red duoc bd sung vao méi trudng nudi ciy. Sau 16 gio,
lamen (c6 chtra té bao) dugc rira 3 1an véi PBS va duoc quan sat dudi kinh hién vi huynh quang
v6i phin loc FITC.

2.5. Pdnh gla dnh hwong cia Lip-RES 18n ti 1¢ chét ciia té bao lympho nguwoi va nguyén bao
sgi ngwoi (té bao HF) ¢ diéu kign khdng chiéu xa va c6 chiéu xa

Anh huong ciia hé Lip-RES 1én té bao lympho ngudi va té bao HF ¢ diéu kién khong chiéu xa
dugc danh gia dya vao ti 18 té bao chét bang phuong phap nhudém trypan blue [10].

a- Do Vdi té bao lympho ngueoi:

- O diéu kién khong chiéu xa:

Pau tién, ndng d6 caa RES trong dich phan tan Lip-RES sau khi loc vo tring s& duoc Xac
dinh bang sic ky long hiéu nang cao (HPLC) véi cac diéu Kién nhu d trinh bay & muyc 2.2. Sau
do, Lip-RES vai cac néng dé RES khac nhau (0, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 30 va 50 pg/mL) duoc
cho vao méi truong RPMI-1640 c6 chira té bao lympho nguoi ¢ mat do 10° t& bao/mL (s lwong
té bao lympho duoc xac dinh bang budng diém hdong cau sau khi dwgc nhuém bing Trypan blue,
hiéu chinh mat do té bao trong méi truong bang cach pha lodng sau khi di xac dinh duoc sb
luong té bao lympho thu duoc). Tét ca cac nghiém thirc duoc u 16 gio trong 5% CO, & 37°C. Sau
do6, té bao dwoc rira bing méi truong RPMI-1640 mai. 100 pL dich huyén phu té bao duoc
nhudém vdéi trypan blue va dém bang budng dém hdng cu dé danh gia anh huong cua Lip-RES
dén ti 1¢ séng chét cua té bao lympho. Ti I¢ chét cia té bao duoc xac dinh bang céng thic (3):

o Tong s6 té bao chét trong 1 mL
Ti Ié té bao chét (%) = - — x100 (3)
Tong so té bao trong 1 mL

- O diéu kién chiéu xa:

Sau khi cho Lip-RES véi cac nong do RES khéc nhau (0, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 30 va 50
pg/mL) vao méi trudng RPMI-1640 c6 chira té bao lympho ¢ mat d6 108 té bao/mL. T4t ca cac
nghiém thic dugc G 16 gio trong 5% CO, & 37°C. Ké tiép, té bao dugc rira bang méi truong
RPMI-1640. Sau do6, tat ca cac mau dwoc chiéu xa bang ngudn tia X (Radioflex-200EGM,
Rigaku Corporation, Nhat Ban) véi liéu chiéu 2 Gy, suat liéu 0,5 Gy/min. Tiép tuc u té bao &
37°C, 5% CO2 trong 24 gio, xac dinh ti ¢ té bao chét bang phuong phap nhuém véi trypan blue
nhu trén. Ngoai ra, “ti 1& t& bao chét do chiéu xa” dugc xac dinh bang hiéu sb giira “ti 1¢ t& bao
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chét sau chiéu xa” va “ti 1& té bao chét & diéu kién khdng chiéu xa”. Trong d6, “ti 1¢ té bao chét sau
chiéu xa” chinh 14 gia tri ti 1& té bao chét &ém dwoc bing phuong phép trypan blue sau chiéu xa.

b-  Pai vdi té bao HF:

- O diéu kién khéng chiéu xa:

Nubi ciy té bao HF ¢ mat do 10° té bao/mL ¢ diéu kién 37°C va 5% CO, trong mdi truong
DMEM c6 b6 sung 10% huyét thanh. Khi té bao moc kin khoang 90%, thay méi truong DMEM
méi ¢6 0,1% huyét thanh va Lip-RES vai cac nong d6 RES khac nhau (0, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20,
30 va 50 pg/mL) va t trong 16 gio. Sau do, té bao duoc rira bing méi truong DMEM, ti 18 té bao
chét ciing duoc x4c dinh bang phuong phap trypan blue.

- O diéu kién chiéu xa:

Té bao HF dugc nudi cay va xir ly véi Lip-RES & cac nong do RES khac nhau (0, 2,5, 5, 7,5,
10, 15, 20, 30 va 50 pg/mL) trong 16 gio. Sau do6, té bao dwoc rira bang moéi truong DMEM va
chiéu xa bang nguon tia X (Radioflex-200EGM, Rigaku Corporation, Nhat Ban) vai liéu chiéu 2
Gy, suat liéu 0,5 Gy/phdt. Tiép tuc u té bao ¢ 37°C, 5% CO, trong 24 gid, xac dinh ty 18 té bao
chét bang phuong phap nhudém véi trypan blue. Ti 1& t& bao chét do chiéu xa ciing duoc xac dinh
nhu da néu & trén.

2.6. Ddnh gid danh hwong ciria cac Llp -RES Ién dj ton thwong DNA ciia té bao lympho ngwoi
va té bao HF ¢ diéu kién khong chiéu xg va co chiéu Xa

Trong thi nghiém nay, anh huong cua Lip-RES 1én d6 ton thuong DNA cua té bao lympho va té
bao HF ¢ diéu kién khdng chiéu xa va c6 chiéu xa duoc danh gia bang phuong phap y-H2AX [11].

a- Do Vi té bao lympho ngueoi:

- O diéu kién khdng chiéu xa:

Té bao lympho sau khi 1 16 gio trong méi truong RPMI-1640 ¢6 b sung Lip-RES véi cac
néng dd RES khac nhau (0, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 30 va 50 pg/mL) s& duoc ¢b dinh 1én lamen 22
x 22 mm véi mat do 2 x 10° té bao/mL, ¢ dinh té bao bing 4% formaldehyde/PBS pH 7,0 trong
15 phat & nhiét d6 phong, 6n dinh té bao bang methanol ¢ -20°C trong 10 phdt, xir ly t& bao vai 1
mL 0,5% Triton X100/PBS 7,0 trong 10 phit & nhiét do phong, blocking bang 1 mL 1%
FBS/PBS pH 7,0 trong 30 phat ¢ nhiét d6 phong, u khang thé Anti-phospho-Histone H2A.X
(Ser139) JBW301 (pha lodng 1000 lan trong PBS pH 7,0) & 37°C trong 60 phat, u khang thé Alexa
Fluor 488 goat anti-mouse IgG (khang thé thir 2 bat vao khang thé thir 1 dé phat tin hiéu huynh
quang, pha lodng 1000 lan trong PBS pH 7,0) ¢ 37°C trong 30 phut, ddy lamen c6 té bao di gin
khéang thé danh du huynh quang Ién tiéu ban c6 DAPI. Tiéu ban hién vi duoc phén tich bang kinh
hién vi huynh quang Carl Zeiss AXIO Imager Z2 véi phin loc huynh quang DAPI va FITC, do
phong dai x1000 két hop phan mém Metafer 4.0 va Metacyte (Metasystem) diéu khién hé théng tu
dong chup anh huynh quang dé phan tich sb lwong yYH2AX foci trén té bao. Nhan té bao phat mau
huynh quang xanh duong (DAPI) va YH2AX foci phat mau huynh quang xanh la (FITC).

- O diéu kién chiéu xa:

Té bao lympho sau khi @ 16 gio trong méi truong RPMI-1640 c6 bo sung Lip-RES véi cac
nong d6 RES khac nhau (0, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 30 va 50 pg/mL) s& dugc chiéu xa bang ngudn
tia X (Radioflex-200EGM, Rigaku Corporation, Nhat Ban) véi liéu chiéu 2 Gy, suat liéu 0,5
Gy/phat. Sau do, té bao dugc i & 37°C, 5% CO, trong 60 phit. Thuc hién k¥ thuat phan tich
yH2AX foci & té bao lympho theo cac budc nhu trén.

b- Do Vi té bao HF:

- O diéu kién khong chiéu xa:

Té bao HF (10° t& bao/mL) duoc nudi ciy trong moi truong DMEM trén dia petri @35 mm co
lamen 22x22 mm, & diéu kién 37°C va 5% CO; trong thoi gian 48 gio. Sau do, miu duoc thay
bang méi truong DMEM b6 sung 0,1% huyét thanh, 1 té bao voi Lip-RES & cac nong do RES
khac nhau (0, 2,5, 5, 10, 15, 20, 30 pg/mL) trong 16 gio. Thyuc hién ky thuat phan tich yH2AX
foci ¢ té bao lympho theo cc budc nhu trén.
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- O diéu kién chiéu xa:
Té bao HF (10° té bao/mL) sau khi dwoc nudi cdy 48 gid trong mdi trudng DMEM c6 bd sung
10% huyét thanh s& duoc thay moi trusng DMEM méi c6 0,1% huyét thanh va bo sung Lip-RES

Vvéi cac nong do RES khéac nhau (0, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20, 30 va 50 pg/mL). Sau khi u ¢ 37°C,
5% CO, trong 16 gio, té bao s& duoc chiéu xa bang ngudn tia X (Radioflex-200EGM, Rigaku
Corporation, Nhat Ban) véi lidu chiéu 2 Gy, suat lidu 0,5 Gy/phit. Sau do, té bao dugc u & 37°C,
5% CO, trong 45 phat. Thyuc hién ky thuat phan tich YH2AX foci & nguyén bao soi theo cac budc
nhu trén.

Anh huong coa Lip-RES 1én d6 ton thwong DNA ciia té bao dugc danh gia dua trén sb
yH2AX foci/té bao, dugc tinh theo cong thuc (4):

) L Téng s6 yYH2AX foci
Sb yH2AX foci/té bao = ———— 4)
Tong so té bao

2.7. Phwong phdp xir 1y s6 ligu

Gia tri duoc trinh bay bang sb trung binh + do léch chuan (n > 3), tinh toan bang phan mém
Microsoft Excel. D6 thi duoc v& bang phan mém Sigma Plot v12.0. One-way ANOVA véi phép
thir Duncan (p < 0,05) ctia phan mém IBM SPSS Statistics software duoc sir dung dé danh gia su
khéc biét co y nghia thong ké giita cac s liéu trong nghién ciru khao sat anh huong cua Lip-RES
trén té bao lympho nguoi va té bao HF & diéu kién khong/co chiéu xa.

3. Két qua va thao luan
3.1. Tong hep Lip-RES

Két qua ¢ Bang 1 cho thiy, Lip-RES di duoc tong hop thanh cong véi kich thudc hat trung
binh va chi s6 phan tan lan luot 1a 103,9 nm va 0,211. Biéu nay chung to Lip-CUR c¢6 kich thuéc
nano va cac hat nano trong dich phan tan kha dong déu nhau vé mit kich thudc. Hiéu suat dong
g0i cua Lip-RES dat 92,31% va sic tai dat 8,47%, thich hop cho cac thi nghiém in tro trén té bao
lympho ngudi va nguyén bao soi nguoi (te bao HF). Ngoai ra, thé zeta cua Lip-RES dat -31,9
mV, ma theo cac nghién ctru trude dy, néu hé nano c6 tri tuyét ddi thé zeta Ion hon 20 mV s&
tao duoc luc day tinh dién du I6n giira cac hat nano lam cho chiing kho két hop véi nhau thanh
cac hat c6 kich thudc Ion hon, do d6 s& ¢ do bén cao [12]. Piéu nay dugc ching minh bai két
qua & Hinh 1. Cu thé, kich thuéc hat va thé zeta cua Lip-RES chi thay déi tir 101,4 nm Ién 152,8
nm va tir -32,8 mV xuéng con -27,1 mV sau 168 gio & nhi¢t do phong. Ngoai ra, anh chup TEM
(Hinh 2) da cho thay, Lip-RES hau nhu c6 dang hinh cau véi kich thuéc dat duoc mirc d6 nano.
Diéu nay gop phan chang minh sy téng hop thanh cong cua Lip-RES bang phuong phéap hydrate
héa mang lipid két hop vai song siéu am dé giam kich thuéc.

Bang 1. Thong s dac diém cua Lip-RES (n = 3)

Kich thwéc hat (nm)  Chisé phantan  Thé zeta (mV)  Hiéu suét déng goi (%)  Sirc tai (%)

103,9+4,6 0,211 + 0,007 -31,9+1.2 92,31+ 2,54 8,47+0,21

180

160 F-30
140

120

Kich thwéc hat (nm)
Thé zeta (MV)

20 —=— Kich thwdc hat
—®— Thézeta

o 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Thai gian (gio)

Hinh 1. Su thay déi ciia kich thuée hat trung binh Hinh 2. 4nh chup TEM cia Llp RES
va the zeta cua Lip-RES theo thoi gian

5 L0k
TEM Mode : Imaging Dire \. Mag: 25000
-n
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3.2. Sw xam nhdp cia Lip-RES vao té bao lympho ngwéi va nguyén bao sei nguwoi (té bao HF)

Két qua & Hinh 3 cho thay rang, sau 16 gid u voi Lip-RES, tin hiéu huynh quang mau xanh
déu hién dién trong té bao lympho (Hinh 3A) va té bao HF (Hinh 3B). Piéu nay da gitip chimng
minh dugc kha ning xam nhap cia Lip-RES vao ca 2 loai té bao nay. Viéc xam nhap nhanh
chéng cuia Lip-RES vao trong té bao lympho va té bao HF ciing twong dong vai két qua nghién
ctru cua Ducat va cong sy (2011) khi da chirng minh dugc Lip c6 thé xam nhap vao trong té bao
bang nhiéu con duong khac nhau, nhung trong d6 con duong nhap bao (endocytosis) dong vai trd
cha dao [13]. Cu thé, dién tich am cua phospholipid (thanh phan ciu tao cua Lip) s& thuc ddy su
lien két manh m&, nhanh chong véi té bao véi mat do ti da khoang 10* Lip/té bao va Lip duoc
nhap bao théng qua céc hd (coated pits) dugc bao phu bai cac thu thé lien két bé mat nhu
transferrin, a2-macroglobulin, lipoprotein mat do thap (LDL),...[14].

GV (B)

Hinh 3. Si x&m nhdp cia Lip-RES vao (A) té bao lympho ngueoi va (B) té bao HF

3.3. Anh huéng ciia céc h¢ Lip-BVBX Ién té bao lympho nguwoi va té bao HF ¢ diéu kign
khong chiéu xa va ¢ diéu kién co chiéu xg

Anh huong ciia Lip-RES 1én té bao lympho nguoi va té bao HF & diéu kién khong chiéu xa va
c6 chiéu xa dugc danh gia dya trén ti 1¢ té bao chét (danh gia bang phuong phap trypan blue) va
d6 ton thuong DNA ciia té bao (danh gia bang phuong phap y-H2AX).

Két qua & Hinh 4A va Hinh 4B cho thy, ¢ diéu kién khong chiéu xa, sb foci/té bao cua té bao
lympho va té bao HF khi xir Iy véi Lip-RES & cac ndng do RES tir 50 pg/mL tro xudng déu nho
hon 0,1 va khong c6 su khac biét vé y nghia thong ké so véi mau dbi chung. Didu ndy cho thiy,
Lip-RES hau nhu khong gay doc tinh di truyén cho té bao. Tuy nhién, két qua & 2 hinh nay ciing
cho thay, viéc xir ly RES (dang Lip) & nong do cao s& gay chét cho té bao. Cu thé, Lip-RES ¢
nong d6 RES 10 pug/mL da bat dau gay doc dang ké cho té bao lympho va té bao HF véi ti ¢ té
bao chét lan luot 1a 13,3% va 14,1%. O néng do RES trén 30 ug/mL, ti 1¢ té bao chét ¢ ca 2 loai
té bao nay déu trén 50%. Két qua nay tuong dong vai cac nghién ctu trude day cua Berardi va
cong su [15] va Moreno va cong su [16] khi ciing da chtiing minh rang RES ¢ nong do cao sé gay
doc tinh cho té bao.

») (8)
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Hinh 4. Anh huong cia Lip-RES 1én ti 1 té bao chét va sé foci/té bao cia (A) té bao lympho ngudi va
(B) té bao HF ¢ dgiéu ki¢n khong chieu xa. Cac chir cai khac nhau chi sir khac biét c6 y nghia thong ké
bang phwong phdp One-way Anova, phép thi: Duncan (micc y nghia p<0,05; n=3)
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O diéu kién chiéu xa véi liéu chiéu 2 Gy va khong xir ly Lip-RES, ti I¢ té bao chét do chiéu xa
& té bao lympho ngudi 12 18% (so véi 2,9% ¢ diéu kién khong chiéu xa) va ¢ té bao HF 1a 23,2%
(so véi 0,79% & diéu kién khdng chiéu xa) (Hinh 4 va Hinh 5). Ngoai ra, s6 foci/té bao ¢ té bao
lympho va té bao HF dat lan luot 1a 7,7 foci/té bao va 16,9 foci/té bao (Hinh 5), cao hon gip
nhiéu lan so véi gia tri twong wng & didu kién khdng chiéu xa (Hinh 4). Tuy nhién, viéc xu ly té
bao bang Lip-RES trudc khi chiéu xa da gitp giam dang ké ti 1¢ chét, dong thoi gitp 1am giam do
ton thuong DNA cho ca 2 loai té bao nay (Hinh 5). Cu thé, viéc xu ly té bao lympho va té bao HF
bang Lip-RES & nong do tir 2,5-10 pg/mL trude khi tién hanh chiéu xa da gitp lam giam ti 1¢ té
bao chét khoang 16-30% va gitp lam giam s6 foci/té bao (chinh Ia tén thwong DNA) khoang 10-
15% so vai két qua & nghiém thie déi chang (mau khong xa 1y bang Lip-RES truéc khi chiéu
xa). Trong d6, viéc xir Iy bang Lip-RES ¢ nong d6 RES 2,5 pg/mL da gitp lam giam 24,4% ti lé
té bao chét va 15,4% sé foci/té bao. Twong tu, & té bao HF, ti & t& bao chét va sé foci/té bao ciing
lan Tuot giam 17,7% va 14,5% so véi cac gia tri twong wng ¢ nghiém thirc ddi chung. Didu nay co
thé 1a do RES la mét chat bat goc oxy héa manh, do dé c6 thé truc tiép lam giam lugng gdc oxy
hoa do buc xa ion héa tao ra [9]. Bén canh do, RES ciing da dugc chitng minh la c6 kha nang lam
giam anh huéng cua cac gbc oxy hoa gy ra cho té bao théng qua viéc hoat hoa cac co ché noi
bao nhu: gitp gia ting lugng protein Sirtl (Mot protein c6 vai tro quan trong trong viéc bao vé té
bao khoi céc tress oxi hoa), gia ting lwong protein FoxO va hoat hda cac chat chéng oxi hoa khac
nhu glutathione hay cac enzyme khang oxi héa nhu superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GSH), catalase,...[8].
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Hinh 5. Anh huong cia Lip-RES 18n ti 1¢ té bao chét va sé foci/té bao cia (A) té bao lympho ngudi va
(B) tée bao HF ¢ diéu kién chiéu xa lieu 2 Gy

4. Két luan

Lip-RES da dugc tong hop thanh cdng véi kich thudc hat trung binh, chi sé phan tan, thé zeta,
hiéu suat dong goi, suc tai dat lan luot 1a 103,9 nm, 0,211, -31,9 mV, 92,31%, 8,47% va c6 do
bén cao. Lip-RES c6 kha ning xdm nhap tét vao té bao lympho ngudi va nguyén bao soi nguoi
(té bao HF). O diéu kién khong chiéu xa, Lip-RES khéng gy doc tinh di truyén cho té bao, tuy
nhién lai gay chét dang ké cho ca 2 loai té bao nay khi ¢ nong d6 RES I6n hon10 pg/mL. O diéu
kién chiéu xa véi liéu chiéu 2 Gy, Lip-RES gilp lam giam 16-30% ti 1¢ t& bao chét va gidp 1am
giam 10-15% s foci/té bao, tir d6 cho thay kha ning BVBX cua Lip-RES ddi véi 2 loai té bao
nay. Hon thé nita, Lip-RES dat hi¢u qua BVBX téi uu & nong do RES 2,5 pg/mL.

Loi cam on

Tac gia xin gui 1oi cam on chan thanh dén Vién Nghién ciu hat nhan va Vién Nang lugng
Nguyén to Viét Nam da hd trg cho nghién ctu nay (Ma s6: 11/21/VNCHN, hgp dong
s0:12/HB/DTCB).
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