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1. TÓM TẮT NỘI DUNG LUẬN ÁN:

Luận án tập trung vào nghiên cứu điều kiện tổng hợp và đánh giá khả năng bảo vệ da của ba hệ mang nano lipid chứa dịch chiết vi tảo Haematococcus pluvialis giàu astaxanthin (nano-ATXex), bao gồm hệ nhũ nano lipid (NE-ATXex), hệ tiểu phân nano lipid (NLC-ATXex) và hệ nanoliposome (NL-ATXex). Trong đó, khả năng bảo vệ da được đánh giá trên ba mô hình tổn thương bao gồm tác động của tia UVB, tia X và làm lành thương. Đầu tiên, luận án nghiên cứu điều kiện tổng hợp và xác định một số hoạt tính sinh học của ba hệ nano-ATXex như khả năng kháng oxy hóa, độc tính tế bào và khả năng xâm nhập vào tế bào và da. Tiếp theo, ba hệ nano-ATXex được đánh giá và so sánh hiệu quả sinh học ở điều kiện in vitro trên tế bào nguyên bào sợi và điều kiện in vivo trên chuột nhắt trắng. Đối với mô hình tổn thương do tia UVB, nghiên cứu tập trung làm rõ khả năng giảm tỉ lệ tế bào dương tính với β-galactosidase liên quan đến lão hóa, khả năng giảm tổn thương da do chiếu tia UVB lặp lại nhiều lần thông qua thang điểm tổn thương bên ngoài da và cấu trúc da nhuộm Hematoxylin và Eosin. Đối với mô hình tổn thương do tia X, nghiên cứu thực hiện đánh giá khả năng bảo vệ tế bào thông qua giảm ROS nội bào, tổn thương DNA dạng đứt gãy sợi đôi DSB (phân tích γ-H2AX) và tỉ lệ tế bào chết; khả năng giảm tổn thương da do chiếu tia X lặp lại nhiều lần dựa trên thang điểm được điều chỉnh từ Tiêu chuẩn thông dụng đánh giá các biến cố bất lợi (CTCAE v5.0) và cấu trúc da nhuộm Masson’s trichrome. Đối với khả năng làm lành thương, nghiên cứu đánh giá khả năng kích thích di cư tế bào đến vết rạch để mô phỏng liền thương, đánh giá tốc độ thu nhỏ vết thương và chất lượng tái tạo sẹo trên da chuột thí nghiệm.
Các kết quả thu được từ các mô hình in vitro và in vivo cho thấy tiềm năng sử dụng dịch chiết vi tảo Haematococcus pluvialis giàu astaxanthin ở dạng hệ mang nano lipid trong bảo vệ da và giúp làm rõ tính phù hợp của từng loại hệ nano-ATXex cho từng mô hình tổn thương da cụ thể.
2. NHỮNG KẾT QUẢ MỚI CỦA LUẬN ÁN:
Ba hệ nano-ATXex đã được tổng hợp thành công, đều đạt kích thước trung bình khoảng 110 nm với chỉ số phân tán nhỏ hơn 0,25. Hai hệ NE-ATXex và NLC-ATXex có độ ổn định tốt hơn so với hệ NL-ATXex. Khả năng bắt gốc ABTS+ của ba hệ nano-ATXex tương đương nhau và đều cao hơn so với trolox. Bên cạnh đó, ba hệ nano-ATXex có ảnh hưởng đến sức sống tế bào tùy thuộc vào nồng độ ATXex và loại nano-ATXex, có khả năng xâm nhập vào tế bào và da.
Dưới tác động của tia UVB, ở điều kiện in vitro, cả ba hệ nano-ATXex đều có hiệu quả giảm trên 90% tế bào dương tính với β-galactosidase do tia UVB gây ra. Ở điều kiện in vivo, cả ba hệ nano-ATXex đều giúp giảm đáng kể tổn thương da do tia UVB gây ra, bao gồm giảm khô và nhăn da, hạn chế dày biểu bì. Trong đó, da chuột được xử lý NLC-ATXex ở nồng độ ATX 0,5 μg/mL giúp giảm mức độ tổn thương da xuống thấp nhất và có cấu trúc da giống da bình thường nhất.

Dưới tác động của tia X, ở điều kiện in vitro, NE-ATXex ở nồng độ ATX 0,5 µg/mL cho hiệu quả giảm ROS và DSB tốt nhất trong ba hệ nano-ATXex, giảm khoảng 85% lượng ROS và hơn 50% số γ-H2AX foci do tia X gây ra. Bên cạnh đó, ba hệ nano-ATXex ở những nghiệm thức có số γ-H2AX foci/tế bào thấp chỉ khoảng 10 trở xuống cũng giúp giảm tỉ lệ tế bào chết xuống dưới 15%. Ở điều kiện in vivo, cả ba hệ nano-ATXex ở nồng độ ATX 0,5 µg/mL đã giúp giảm rõ rệt các tổn thương da do tia X gây ra như dày biểu bì, thay đổi cấu trúc collagen và mất tế bào mỡ. Tuy nhiên, hiệu quả bảo vệ da không có sự khác nhau rõ ràng giữa ba hệ nano này.

Đối với khả năng làm lành thương, nano-ATXex giúp thúc đẩy sự di cư của tế bào với tỉ lệ đóng vết rạch khoảng 60% sau 24 h và gần như lấp đầy vết rạch với tỉ lệ tăng lên trên 90% sau 48 h. Vết thương được xử lý với ba hệ nano-ATXex khác nhau có sự khác nhau đối với sự hình thành sẹo. Trong đó, xử lý vết thương với NLC-ATXex ở nồng độ ATX 0,5 µg/mL có kích thước sẹo đo được nhỏ nhất, NL-ATXex có khả năng tái tạo mô tốt nhất.
Để làm rõ hơn cơ chế bảo vệ tế bào của ba hệ nano-ATXex, có thể khảo sát thêm sự tác động của nano-ATXex lên con đường chống oxy hoá nội sinh (Nrf2/HO-1), sự hình thành MMPs, marker của tế bào lão hóa (p16 và p21), yếu tố gây viêm (NF-κB và các interleukin), tín hiệu kích thích tạo mạch (Wnt/β-catenin và VEGF) trong quá trình lành thương.
3. CÁC ỨNG DỤNG/ KHẢ NĂNG ỨNG DỤNG TRONG THỰC TIỄN HAY NHỮNG VẤN ĐỀ CÒN BỎ NGỎ CẦN TIẾP TỤC NGHIÊN CỨU 

Việc sử dụng dịch chiết vi tảo Haematococcus pluvialis giàu astaxanthin ở dạng hệ mang nano lipid thay cho astaxanthin tinh khiết có giá thành cao giúp dễ tiếp cận hơn trong các ứng dụng bảo vệ da. Ba hệ nano-ATXex có tiềm năng ứng dụng vào thực tiễn trong lĩnh vực dược phẩm và mỹ phẩm. Tuy nhiên, cần khảo sát sự thay đổi các thông số đặc điểm của nano-ATXex ở quy mô pilot hoặc quy mô bán công nghiệp. Đồng thời, đánh giá một số chỉ tiêu liên quan đến kích ứng da. Ngoài ra, có thể khảo sát điều kiện sấy phun tạo dạng bột nano-ATXex để giúp dễ dàng bảo quản và sử dụng.
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1. SUMMARY
The thesis focuses on optimizing the preparation conditions and evaluating the skin-protective effects of three lipid-based nanocarriers encapsulating enriched astaxanthin extract from Haematococcus pluvialis (nano-ATXex), including nanoemulsions (NE-ATXex), nanostructured lipid carriers (NLC-ATXex), and nanoliposomes (NL-ATXex). The skin-protective effects were evaluated using three models of skin injury, including UVB irradiation, X-ray irradiation, and wound healing. First, the preparation conditions of the three nano-ATXex formulations were optimized, and selected biological activities were evaluated including antioxidant activity, cytotoxicity, and cellular uptake and skin penetration. Subsequently, the three nano-ATXex formulations were evaluated and compared for their biological effects under in vitro conditions using fibroblasts and under in vivo conditions using mice. In the UVB irradiation model, the study focused on evaluating the ability of the nano-ATXex formulations to reduce the proportion of β-galactosidase-positive cells associated with cellular senescence and to alleviate skin injury induced by repeated UVB irradiation, as assessed by macroscopic skin lesion scores and microscopic examination of skin structure using Hematoxylin and Eosin staining. In the X-ray irradiation model, the study evaluated the cellular protective effects based on reductions in intracellular ROS levels, DNA double-strand breaks (DSBs) assessed by γ-H2AX analysis, and cell death, as well as the ability to reduce skin injury induced by repeated X-ray irradiation based on the modified Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE v5.0) grading system and microscopic examination of skin structure using Masson's trichrome staining. Regarding wound healing, the study evaluated the ability of the nano-ATXex formulations to stimulate cell migration toward a scratch wound as an in vitro model of wound healing, as well as wound contraction and tissue regeneration in experimental mice.
The results obtained from the in vitro and in vivo models demonstrated the potential of enriched astaxanthin extract from Haematococcus pluvialis formulated in lipid-based nanocarriers for skin protection and helped clarify the suitability of each nano-ATXex formulation for specific models of skin injury.
2. NOVELTY OF THESIS
Three nano-ATXex formulations were successfully prepared, all with an average particle size of approximately 110 nm and a polydispersity index below 0.25. The NE-ATXex and NLC-ATXex formulations showed better stability than the NL-ATXex formulation. The three nano-ATXex formulations exhibited comparable ABTS+ radical-scavenging activities, all of which were higher than that of trolox. In addition, the effects of the three nano-ATXex formulations on cell viability were dependent on the ATXex concentration and nano-ATXex formulation type, and all three formulations demonstrated cellular uptake and skin penetration.
Under UVB irradiation, in vitro, all three nano-ATXex formulations reduced the number of UVB-induced β-galactosidase-positive cells by more than 90%. In vivo, all three nano-ATXex formulations significantly reduced UVB-induced skin damage, including skin dryness and wrinkling, and attenuated epidermal thickening. Among the three formulations, treatment with NLC-ATXex at an ATX concentration of 0.5 μg/mL resulted in the lowest degree of skin damage and the skin structure most closely resembling that of normal skin.
Under X-ray irradiation, in vitro, NE-ATXex at an ATX concentration of 0.5 μg/mL showed the greatest reduction in ROS levels and DNA double-strand breaks among the three nano-ATXex formulations, reducing ROS levels by approximately 85% and the number of γ-H2AX foci by more than 50%. In addition, the three nano-ATXex formulations, under treatment conditions resulting in approximately 10 or fewer γ-H2AX foci per cell, reduced the proportion of dead cells to below 15%. In vivo, all three nano-ATXex formulations at an ATX concentration of 0.5 μg/mL markedly reduced X-ray-induced skin damage, including epidermal thickening, alterations in collagen structure, and adipocyte loss. However, no clear differences in skin-protective efficacy were observed among the three formulations.
Regarding wound healing, the nano-ATXex formulations promoted cell migration, with wound closure reaching approximately 60% after 24 h and increasing to more than 90% after 48 h. The three nano-ATXex formulations differed in their effects on scar formation. Treatment with NLC-ATXex at an ATX concentration of 0.5 μg/mL resulted in the smallest measured scar size, whereas NL-ATXex showed the greatest ability to promote tissue regeneration.
To further elucidate the mechanisms underlying the cellular protective effects of the three nano-ATXex formulations, future studies could investigate their effects on endogenous antioxidant pathways (Nrf2/HO-1), MMP formation, cellular senescence markers (p16 and p21), inflammatory factors (NF-κB and interleukins), and angiogenic signaling pathways (Wnt/β-catenin and VEGF) during the wound-healing process.
3. APPLICATIONS/ APPLICABILITY/ PERSPECTIVE 
The use of enriched astaxanthin extract from Haematococcus pluvialis formulated in lipid-based nanocarriers, rather than purified astaxanthin, which is relatively costly, may facilitate the application of astaxanthin in skin-protective products. The three nano-ATXex formulations have potential applications in the pharmaceutical and cosmetic industries. However, further studies are needed to investigate changes in the physicochemical characteristics and other relevant parameters of the nano-ATXex formulations during scale-up to pilot or semi-industrial production. In addition, skin irritation and other relevant safety parameters should be evaluated. Furthermore, spray-drying conditions could be investigated to develop nano-ATXex in powder form, which may facilitate its storage and use.
PAGE  

