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Summary

Gene therapies are expected to be promising therapeutic strategies for intractable diseases such
as cancers as well as genetic and inflammatory diseases. However, its use in clinical applications
requires the efficient delivery of nucleic acids to target tissues, which is a major challenge. In
particular, for RNAi - based gene therapies, it is important to avoid degradation by nuclease and
their rapid removal from circulation. The development of theranostic (a term for combining
therapeutics and diagnostics) nanoparticles has gained attention. A combination of ultrasound
exposure and microbubbles further increases cell membrane permeability, leading to enhanced
gene uptake. Furthermore, ultrasound - mediated nucleic acid delivery could be performed only in
ultrasound exposed areas. This article summarizes the components and structure of ultrasound -
mediated nucleic acid systemic delivery system, using microbubbles, and discusses its mechanism

by which ultrasound enhances gene delivery.
Keywords: Gene delivery, microbubbles, non

Pat van dé

Tri liéu gen dwoc ky vong 1a chién lwoc diéu
tri hiéu qua cho cac bénh khé chira nhw ung
thw, di truyén va viém nhiém. Trong nhirng n&m
gan day, sb lwong tri liéu gen hwéng dich duoc
trng dung rong rai hon v&i cad cac bénh gia tang
do qua trinh 130 héa nhw thoai héa than kinh, tim
mach. Yéu t6 chinh trong sw phat trién cua tri
liéu gen la can cé hé van chuyén acid nucleic
hwéng dich mét cach an toan va hiéu qua. Bac
biét, v&i cac tri liéu gen dwa trén RNAI, can hé
van chuyén gidp tranh bj phan hdy béi nuclease
va so'm bi loai khéi hé tuan hoan.

Géan day, sy phat trién hé vi bot trong Iinh
vwc ‘“theranostic” (thuat nglr chi sw két hop
phwong phap diéu tri va chan doan) da gay
dwoc sy chu y I1&n v&i cac nha khoa hoc. Trong
siéu am, vi bot la yéu tb6 can quang thwong
dwoc st dung két hop véi siéu am dé cai thién
dod phan gidi va do nhay cta hinh &nh. Sy két
hop cla cac vi bot v&i siéu am khong chi gilp
cho viéc van chuyén acid nucleic ma con

Chiu trach nhiém: Nguyén Thi Lap
Email: lapnt@hup.edu.vn

Ngay nhan: 09/4/2021

Ngay phan bién: 12/4/2021

Ngay duyét bai: 20/5/2021

- viral vectors, targeted gene therapy, ultrasound.

nhan biét, theo ddi va chan doan dwoc bing
hinh anh siéu am. Phwong phap tri liéu gen nay
da duoc nhiéu nghién ciru chirng minh khong
nhitng thuan tién ma con khéng xam lan, an
toan. C6 thé& ndi hé vi bot két hop siéu am la
dang bao ché c6 nhiéu trién vong &ng dung
trong tri liéu gen. Do vay, bai bao nay nham muc
dich tim hiéu va phan tich vé thanh phan céu
tric, co ché tang cwong hiéu quéd chuyén gen
ctia hé vi bot két hop siéu &m (rng dung trong tri
liéu gen. . .

Thanh phan va cau tric cuia vi bot

Thanh phan

Hau hét cac vi bot sir dung trong y sinh c6
dwdng kinh trong khodng 0,5 - 10 um (gi®i han
trén cho viéc di qua cac mao mach phéi). Vi bot
c6 2 thanh phan chinh 1a 16i khi va 16p vé bao
bén ngoai (hinh 1). L&i khi gdm mét hodc hén
hop cac chat khi. Sy két hop cac loai khi
thwong dwoc sir dung vi hai ly do, thi nhét 1a
tao ra sy chénh léch vé ap suét riéng phan va
th hai la dé tao ra ap suéat thdm thau khi [am 6n
dinh céac vi bot. Trong trwdng hop két hop cla
cac khi, mét khi dwoc goi la chat diéu chinh khi
so cap hay khi du tién. Khi th& hai dwoc goi la
chat khi thdm thau. Khi cé tinh thAm qua bé mat
vi bot thdp hon dwoc goi la chat khi thdm thau.
Chét khi thdm thau hay khi the hai la chét khi
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& nhiét dd phong hoac la chat 16ng, mién la co
ap suét rieng phén hodc &p suét hoi di & nhiét
dé st dung dé mang lai hiéu qua thdm thau
mong muon. Cac cong thirc céu tao vi bot ban
dau st dung pha khi 14 khéng khi (hén hop oxy
va nito), tuy nhién, dang vi bot nay chi ton tai
trong tuan hoan chwa dén mét phut. Sau dd, cac

Loi khi
~1 - 200 nm
Lép vé
Maéi trudmg nuéc
B
~0.5 - 10 um

loai khi tro, khdng hoa tan nhw perfluorocarbon
C3F8 (perflutren), C4F10 (perflubutane), C5F12
(perflenapent) va C6F14 (perflexane) da dwoc
nghién ctru cho thay kha néng kéo dai thoi gian
tuan hoan trong mau cla vi bot, diéu nay da tao
strc day rat quan trong cho viéc trng dung vi bot
trong cac nghién ciru tiép theo (s]

Hinh 1. Thanh phén va céu tric cua vi bot

Thanh phan thir 2 cuta vi bot la 16p vé bao
quanh 16i khi, gibng nhw mét rao can gitra 16i khi
va méi trwdng thdn nuwdc xung quanh. Sy
khuéch tan khi ra ngoai vi bot va cac tinh chét
co hoc cla vi bot phu thudc vao ban chét cla
I6p v6 nay. Lop vo vi bot con dong vai trd quan
trong trong viéc van chuyén cac phan t&r thube
va acid nucleic. Néu dé dan héi ctia nguyén liéu
cAu tao vo tang, nang lwong 4m ma né cé thé
chiu dwoc trwdc khi nd to hodac vé sé tang, tw
do tang thdi gian 6n dinh cla vi bot. Cac vat liéu
vé khac nhau cé thé dwoc st dung, phd bién la
lipid, protein hodc polymer, d0 day cla I&6p vd
trong khoang tr 1 - 200 nm). Cac cac phan tk
lipid dwoc sdp xép véi nhau théng qua céac
twong tac vat ly, nhw céc twong tac ky nwéc va
van der Waals. L&p vé protein dwoc hinh thanh
bang cac lién két chéo clia céc lién két disulfid.
Lop vo polymer duoc hinh thanh béi lién két
chéo hodc quédn vao nhau cla cac chubi
polymer (hinh 1) 18,

Vat liéu vé st dung phd bién nhéat trong hé
van chuyén gen la lipid (thanh phan chinh la
phospholipid), do co tinh twong thich sinh hoc
va do an toan cao ¥, Cac vi bot co I&p v cau
tao lipid la mét trong nhwng dang bao ché phd
bién nhat dwoc st dung chan doan va diéu tri.
Lép vo lipid c6 mot s wu diém. The nhét,
phospholipid ¢6 kha ndng tw 1ap rap mot cach tw
nhién, tao thanh mot I&p co tinh dinh huwéng cao

tai b& mét tiép xuc gitra nwéc va khong khi, cac
chudi acyl ky nuwéc sé tiép xuc véi pha khi va
cac nhém wa nuwéc tiép xdc véi pha nwéc. Do
do, Iop lipid sé hinh thanh mét cach ty nhién
xung quanh mét bong béng khi. Bén canh do,
strc cang bé mat thap dat dwoc bdi 16p vé lipid
sé& giup vi bot 6n dinh hon. Ngoai ra, 16p vé lipid
c6 tinh lién két cao do twong tac ky nwéc va van
der Waals giira cac chudi acyl giup cho vi bot
dwoc dong goi chat ché. Tinh két dinh cao tao
cho I&p vé lipid ¢ dac tinh ran chac ' Nhing
co ché nay gitp vi bot cAu tao b&i mang lipid 6n
dinh hon, ma khéng phuy thuéc vao sy hinh
thanh cau ndi disulfid nhw mang protein. Hon
nira, cac phan t& lipid dwoc lién két véi nhau
bang twong tac vat ly "yéu", khéng bén viing
nhw kiéu dang lien két chéo hodc quan vao
nhau nhw vé polymer, lam cho 16p vé c6 thé dé
dang m& rong va nén lai trong qua trinh két hop
v&i siéu Am nham tang tinh thdm qua mang té
bao, giup tang hiéu qua chuyen gen. Vi bot
duwoc lam tir mang lipid c6 thé dé dang dam
nhiém thém dwoc chirc ndng van chuyén gen
hwong dich, nhw gan véi cac phéi tir hay van
chuyen aC|d nuclelc dé tang hiéu qua chan doan
va didu tri I

Vi bot két hc_vp vé&i acid nucleic

Céc vi bot c6 16p vé tich dién duwong co6 thé
tao phtrc hop truc tiép véi acid nucleic tw do tich
dién am bang twong tac tinh dién (hinh 2a) "
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(a) (b)

B Acid nucleic

] tich dién am
Lép vé tich
dién dwong

Acid nucleic
tich dién am

Lipoplex / polyplex

Hinh 2. C4u tric phirc hop vi bot véi acid nucleic tw do (a) hodc véi lipoplex/polyplex (b)

Pay 1a moét phwong phap don gidn c6 thé
phu hop v&i nhiéu loai phan t& acid nucleic nhw
pDNA, siRNA va miRNA. Viéc tai cac acid
nucleic 1&n bé mét clGa cac vi bot cé chira lipid
tich dién dwong cé thé 1am ting tinh &n dinh cta
acid nucleic va tang hiéu qua chuyén gen khi ¢
mat trong huyét thanh 2]

M6t sb nghién ciru khac tao ra hé chuyén
gen gdm cac vi bot c6 thé tai cac phirc hop acid
nucleic-liposome (lipoplex) hodc acid nucleic -
phirc hop polymer (polyplex) (hinh 2b) ' 6]
Viéc s dung lipoplex hoac polyplex cé thé lam
tang khéi lwong tai acid nucleic 1&n cac vi bot.
Céc chién lwoc nay gitp giai phéng phirc hop tir
cac vi bot do tiép xdc véi séng siéu am co thé
lam ting thém hiéu qua chuyé&n gen hon so v&i
cac phwong phap giai phéng acid nucleic ty do.
Céc dang bao ché nay thwong st dung PEG
duwoc gan két voi biotin d& tai cac phirc hop
Ién cac vi bot thong qua twong tac avidin -
biotin [12, 14, 21]

(b)

Cé gia thuyét cho rang cac acid nucleic cé
thé bi phan hiy béi lwc vat ly ctia séng siéu am
st dung dé& chuyén gen. Két qua nghién ctru da
xac nhan khong cé tén thwong nao dbi voi
siRNA khi tiép xtc v&i siéu am va séng siéu am
khéng lam cho chudi RNA téng sb bi
phan huy " Tuy nhién, can cé nhirtng nghién
clvu khac xem xét anh hwéng cua siéu am déi
v&i acid nucleic tuy thuéc vao cwdng do cua
séng siéu am va loai phan te.

Vi bot lién hop véi phédi tor dac
cho chuyén gen hwéng dich

Dé hé vi bot két hop siéu am cé kha nang
van chuyén va giai phéng dung dich tac dung
ch khéng phai & té bao va mé thuong, trén bé
mat vi bot thwong lién hop véi cac phéi tlr co
tinh dac hiéu véi mo dich. Diéu nay gidp tang
cwdng khéng chi hiéu &ng hinh dnh ma con ca
hiéu qua chuyén gen. Mét sb loai phéi t&r phd
bién da dwoc st dung lién hop vdi cac vi bot
nhw cac khang thé, peptid va vitamin.

hiéu

4 )
-’s Khing thé
%3 Peptid
?Polyethylene glycol
\] Az

Hinh 3. C4u tric vi bot lién hop voi cac phéi tie nhw khang thé (a)
hay peptid (b) théng qua cau ndi polyethylene glycol (PEG)
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Khang thé dic hiéu mo la phdi tir thwong
dwoc s dung lién hop véi vi bot théng qua cau
ndi polyethylen glycol (PEG) (hinh 3 a). Vi du, vi
bot hwéng dich st dung khang thé khang phan
tt¢ két dinh t& bao-niém mac 1 (MAdCAM-1)
hodc phan t& két dinh mach-1 (VCAM-1) cho
thay c6 hiéu qua trong hinh anh siéu am va liéu
phap gen trong bénh Crohn 8], Tuwong tw,
khang thé CD105 (endoglin) st dung trong hé vi
bot chuyén gen khang lai sy hinh thanh mach
mau trong diéu tri ung thw hay khang thé
protein-2 lién két vi ong (MAP-2) cd thé nang
cao hiéu qua diéu tri tdn thuong tiy séng .

Vi vay, céc vi bot phéi hop véi khang the da
duwoc danh gia kha tét do cé ai lyc cao véi cac
vi tri dich. D& tao cac vi bot gan két voi cac
khang thé, thuong st dung twong tac avidin -
biotin. Tuy nhién, avidin van con la mot thach
thirc do ¢6 kha nang sinh mién dich & nguoi (3],
Do d6, can phéi cé cac phuwong phap méi gan
két khang thé v&i vi bot d& phu hop (rng dung
trong 1am sang.

Bén canh viéc st dung khang thé, peptid la
nhirng phan t& nhd hon, cé tinh 6n dinh héa hoc
va tinh sinh mién dich thap. Peptid lién két d&c
hiéu v&i cac vi tri dich da dwgc nghién clru va
gén két véi vi bot théng qua cau ndi PEG (hinh
3b). Lién quan dén viéc tao cac vi bot hwé’ng
dich, mot sb nghién ctu cho thdy kha nang st
dung cla cac peptld lien két dac hiéu voi thu thé
té bao gan san xuét erythropoietin A2 (EphA2)
trén t& bao khdi u, thu thé yéu té tang trwdng noi
moé mach mau 2 (VEGFR2) clia ndi md khdi u,
ho&c integrin avB3 clia té bao ndi mo ['* 2%,

Acid folic (vitamin B9) ciing la mét phdi tor
duwoc lién hgp voi hé vi bot chuyén gen huéng
dich. K&t quéd moét nghién ctru cho thay hé vi
bot két hop siéu am da chuyén gen chi thi ma
héa tao luciferase gén acid folic, hé nay co6 kha
nang chuyén va biéu hién gen cao, hwéng dich
u nao ©

Ngoai ra, mét sé loai protein va du’c‘)’ng, nhw
transferrin va mannose, cting dwoc st dung lam
phéi tir gén két voi cac vi bot 22",

Co ché chuyén gen cia hé vi
két hop siéu am

Siéu am lam tang tinh thAm ctia mang té bao
va tao diéu kién thuan lgi cho viéc chuyén thubc
ho&c gen vao té bao. Sy két hop gitra siéu am
va vi bot giup tang cwc‘yng hon tinh thAdm qua
mang té bao ngay ca khi str dung séng siéu am
cwong dd yéu, dan dén ting cuong sy hap thu

bot

thubc va gen ©.

Tinh chét cla vi bot két hop v&i siéu am chi
yéu phu thugc vao ap sudt am thanh. O ap luc
am thanh 4n dinh, cac vi bot sé gay ra dao dong
tuyén tinh va tan s6 phan xa bang tan sé truyén
di. Sy gia tdng cla ap suét am dwdi nguwéng
clia ap lwc quan tinh, gay ra sw gian n& va nén
clia cac vi bot. Ngoai ra, cac vi bot dao dong tao
ra vi dong 6n dinh va lyc cat Ion. Ap suat am
thanh cao hon dan dén hién twong ap luc quan
tinh, trong dé dao dong cla cac vi bot ngay
cang tré@ nén manh mé va cé thé pha v& vi bot
(xep lai). Ap lwc quan tinh nay gay ra cac séng
xung kich va song vi mbé xung quanh vi bot, van
téc cwe dai co thé 1én dén 700 m/s .

Kha nang téng tinh thAm mang té bao va
mach mau cla cac vi bot két hop siéu am duoc
phat trién nhw mot hé van chuyén gen khong
xam Ian mé. Phuwong phap nay lién quan dén
viéc gén gen vao vi bot, sau d6 dwoc lwu théng
qua khoéng gian néi mach va bi pha hldy co hoc
b&i séng siéu am tai mé dich. Tan dung néng do
cao tai chd cla cac chat diéu tri va khd nang
tang tinh thAm mao mach tam thoi, c6 thé dwoc
st dung dé diéu tri cac khdi u.

Co ché tang hiéu qua chuyén gen
qua mang té bao

Tuwong tac co hoc gitra cac té& bao trén mo
hinh in vitro, cac vi bot va siéu am co lién quan
dén ap lyc am thanh va cac théng sb siéu am
khac (hinh 4). O ap lyc am thanh thap, cac dao
dong cua vi bot trong vung ap lwc 4n dinh gan
mang t& bao co thé tao ra cac dong chay va lyc
cat dé lam v& mang bao gdm cac hién twong
day va kéo trén mang té bao, ting tao thanh thé
ndi bao khi c6 mat cac vi bot va tao diéu kién
cho viéc chuyén gen, qua trinh nay khong gay ra
bat ki tn thwong nao cho té bao 4. & ap lwc
am thanh cao, hién twong vi tiém xdy ra & ap
lwc quan tinh c6 thé tao ra cac 16 héng tam thoi
trén mang té bao. Ap lwc quan tinh t& vi tiém
lam tang tinh thdm tam théi qua mang té bao,
cho phép acid nucleic trong tuan hoan tiép can
truc tiép voi t& bao chat cha té bao, sy hinh
thanh thé noi bao rat khé khan do mang té bao
bi tén thwong. Sw hinh thanh 16 hédng nhe vi bot
la bién phap hiéu qua dé& mé tam thdi mang té
bao, tao diéu kién cho van chuyén thudc/gen
vao trong té bao. Tuy nhién, qua trinh nay c6 thé
gay tén thuwong co hoc truc tiép cho té bao hodc
gay mét ion calci ngoai bao.
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Hinh 4. Co ché chuyén gen qua mang té bao

Bén canh d6, van chuyén gen bdi vecto
khéng phai virus can vuot qua nhidu rao can
ngoai bao va ndi bao nhw: 1) sy bam dinh trén
bé mét t& bao, 2) xam nhap té bao, 3) thoat khoi
thé noi bao, 4) giadi phéng acid nucleic tai vj tri
dich tac dung. Sau khi acid nucleic duwgc duwa
vao trong nhan cua té bao sé trai qua qua trinh
phién va dich m§, tao thanh protein.

Co ché tang hiéu qua chuyén gen
qua mach mau

Viéc cai thién sw chuyén gen dén mé ngoai
mach mau cé thé duoc thwc hién bang cach
thay dbi tinh toan ven ctia mach mau (hinh 5).
Tai viing ap lwc am thanh 6n dinh do ap suét am
thanh thap hon gay ra, acid nucleic thoat mach
vao mo diéu tri bang cach thay ddi ciu truc
trong mach mau véi sy dao dong vi bot gan cac
t& bao ndéi mdé mach mau. Dwéi su kich hoat bai
siéu am, vi bot c6 thé gian n& va nén lai dé lam
bién dang thanh mach méau, nhuv “xoa bép”, tao
ra cac diém néi khodng tréng ndi bao lam ting
tinh thdm va cho phép acid nucleic trong hé tuan
hoan thoat mach vao mé diéu tri. Khéng cé xuat
huyét dén% ké trong mach mau trong trwéong
hop nay & ®.

O ap lyc am thanh cao, ap lwc quan tinh
hinh thanh cé thé pha v& tinh toan ven cta néi
m6 mach mau, lam tang tinh thAm qua mach ddi
véi acid nucleic trong tudn hoan. S dung

ap lwc am thanh cao hon ngudng tao ap luc
quan tinh, cac vi bot mach mau & dang vi tiém
(microjet) sé& dé bi nd c6 thé gay ra sy gian doan
va rd ri mach mau tam th&i, cho phép van
chuyén dai phan t& xuyén mach gira cac té
bao, kich thich sy xam nhap ndi bao. Qua trinh
nay la mét phwong phap hiéu quéa cao trong tri
liéu gen, nhung cd lién quan dén toén thuong
mach mau va xuét huyét ©,

Do vay, mét s6 nghién clru st dung phuong
phap chl déng huwéng dich t& bao ung thw bang
cach két hop vi bot véi siéu am tap trung
(focused ultrasound (FUS)), tirc la chi tap trung
séng siéu am tan sé cao tai vi tri khdi u ma
khéng tai cac mé lanh. Ngoai viéc ban acid
nucleic vao dung vi tri can thiét, phwong phap
nay con gitp thuéc thAm sau hon vao cac md
do séng siéu am lam mé va tao 16 hdng thanh
mach mau bao xung quanh khéi u (hinh 5).

DPang chu y, tan sb cong hwéng siéu am cao
khi két hop v&i siéu am tap trung cé kha nang
md& tam thoi hang rao mau ndo trong vai gio,
giup gidi phéng thuéc, tang khd nang thdm va
lwu gitr tai m6 u ndo. Viéc pha v& hang rao nay
gilp m& ra bwéc doét pha mai trong diéu tri u
ndo, tao da phat trién cho viéc s dung séng
siéu am tap trung d& chuyén gen béng phuwong
phap khéng xam |an dbi véi bénh u ndo va mot
sb chirng rdi loan nao 1198,
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Vi tiém

M& mach mau

Hinh 5. Co ché chuyén gen qua mach mau

Uu diém caa hé vi bot két hop siéu am ap
dung trong chuyen gen

C6 thé thay, st dung hé vi bot ket hop siéu
am dé chuyen gen c6 nhiéu wu diém ndi bat. Dau
tién, vi bot két hop v&i siéu am da dwoc st dung
nhidu trong chan doan y hoc (chan doan hinh
anh) véi do an toan cao trong th(r nghiém lam
sang, thé hién rd qua viéc vi bot dwoc FDA phé
duyét s&r dung trong l1am sang véi muc dich chan
doan. The hai, ki thuat nay cho phép chuyén gen
bén trong co quan ma khéng xam lan, dac biét
thich hop chuyén gen vao nhitng co quan nhw
nao ma cac hé chuyén gen khac khéng thyc hién
duoc. Thé ba, vang chuyén gen cd thé diéu
khién dung vi tri dich bang cach chiéu séng siéu
am vao vung mubn diéu tri. Cudi cling, ¢6 thé két
hop vira diéu tri va theo doi két qua diéu tri qua
hinh anh thu dwoc theo thm gian thuc chi bang
nhirng thiét bi don glan

Tai Viét Nam, viéc nghlen ctru ng dung
trong linh viec Y - Dwgc hoc cdng nghé micro
va nano dan chuyén thuéc dén dich 1a mét linh
vuc con rat méi mé, it dwoc quan tdm nghién
cthu va cac san phdm nay van chuwa dwoc ap
dung trong thwc té. C6 18 ly do chinh c6 thé
chwa cbé cac nha khoa hoc dwoc dao tao,
nghién ciru va tiép can chuyén giao cobng nghé
nay. Cho dén nay, méi chi c6 mét sé it cac
cong trinh nghién ctu céng bd cua Viét Nam
lién quan dén bao ché thudc nano liposom diéu
tri ung thw tai dich.. Do vay, cac nha khoa hoc
can dwoc tao co hoi tim hiéu, tiép can nghién
ctu bao ché va (rng dung hé vi bot trong tri liéu
gen dap (rng nhu cau trong nwéc va bét kip xu
hwéng thé gidi.

Két luén

Nghién ctru da phan tich thanh phan va céu
tric cGa hé vi bot, trong d6 cu thé hoéa cau truc
vi bot két hop v&i acid nucleic va lién hop véi
phdi t&r dac hiéu cho chuyén gen huwéng dich.
Bén canh d6, co ché tang cwdng hiéu qua
chuyén gen clia hé vi bot két hop siéu am, cac
wu diém trong viéc ap dung hé nay trong chuyén
gen va tinh hinh nghién clu trong va ngoai
nwéc cling dwoc thdo luan. Vi bot két hop voi
siéu &m la moét dang bao ché da dwogc chirng
minh tinh an toan, hiéu qua, thuan tién, khong
xam l4an trong diéu tri bénh, dic biét 1a u nao.
Tuy nhién, & Viét Nam, day la mét linh viec mai,
can thuc day hon niva viéc dao tao, tiép can va
chuyén giao cong nghé.
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