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Linh vire ki thuit dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén ché phdm didu ché tir cac bo phan gia cAm va phuong phéap

diéu ché ché phdm nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Ché phdm canh thang tir ga 13 hdn hop chira nhidu chit chiét thu duoc bang cach
ham céc bd phan ciia g hoidc toan bd con ga. Do céc ché pham canh thang tir ga c6 thé ¢6
thanh phan khac nhau, nén cac ché phdm nay ciing c6 gié tri dinh dudng va ¢6 1gi cho strc
khoe khac nhau. Thanh phan chinh ctia ché phdm canh thang tir ga 1a protein hoa tan gdm
albumin va nhiéu protein khac. Ché phim canh thang tir ga c6 thé chira nhidu hop chat
khac. Vi du vé cac hop chit nay bao gdm chét khoang, hop chét hitu co, nucleotit, cht
chuyén héa, lipit, phospholipit, vitamin va cac hop chét khac. Theo phuong phép ché
bién fruyén théng tai ho gia dinh, ché phdm canh thang tir gd duoc didu ché bang cach
ham mét hodc nhiéu bd phan gia cdm trong nudce va’hodc hoi nude trong thoi gian dai.
Céc ché phdm canh thang didu ché tir nguyén liéu khac nhau c6 thé c¢6 thanh phan khac
nhau. Ngay ca khi cung loai nguyén liéu dugc sir dung, su khac biét doi chut cia cac quy

trinh ché bién ciing c6 thé tao ra cac ché phim canh thang c6 thanh phan khac nhau.
Ban chit k§ thuit clia sang ché

Muc dich cia sang ché 13 d& xudt ché phidm canh thang diéu ché tir gia cAm va
phwong phép diéu ché ché phim nay va mé ta viéc sir dung ché phdm nay. Theo mot
phuong 4n, ché phdm nay c6 thé dugc diéu ché tir gia cAm, vi du ga, ga tdy, hodc cac gia
cam khéac. Theo mdt phuong 4n khac, ché phdm theo sang ché c6 thé duoc didu ché tir b
phan ctia cac ngudn dong vat khac. Theo mot phuong an khéc, ché pham nay c6 thé duge
diéu ché duéi dang ché phdm canh thang, ché phdm dam dic, ché pham chiét xuét, hoic

ché phdm dang bot.

Theo mot khia canh, ché pham theo sang ché c6 thé chira cac hop chit c6 loi véi
ham lugng cao. Theo mdt khia canh khac, ché phim theo sang ché c6 thé chira cac hop
chat c6 loi véi ham luong cao hon cdc ché pham canh thang c6 ban trén thi truong. Theo

mdt khia canh khac, mot hodc nhiéu thanh phan khic c6 thé dugc bd sung vao ché phdm
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canh thang nay dé dat dugc cic gia tri ¢ 1¢i cho stic khée ma khong c¢6 ngudn gbc tir ché
phadm canh thang didu ché tir gi. Vi du vé& cac thanh phin bd sung nay c6 thé bao gdm
nhung khong chi gi6i han & chiét xuét girng, chiét xuét ca phé, chiét xuit nhan sam, chiét
xuét ché xanh, chiét xuit ciia cac thuc vat khac nhu chiét xut vé cdy liéu hoic ciy nhii
huong, curcumin/turmeric, axit béo omega-3, diu c4, dau nhuyén thé, dau to, chiét xuét
pycnogenol tir vé cdy thong bién, chiét xuét hat nho, chiét xuét hat lanh, ribonucleaza,
angiogenin, lactoferrin, lactoferrin giau ribonucleaza, S-adenosyl metionin, colagen,
protein colagen hogic peptit colagen, gelatin, chiét xut qua bo/d4u tuong khong cb khé
ning xa phong hoa, chiét xuit hoa hubléng, mang vo tring, polypeptit c6 ngudn gbc tir
stta, nhu cazein hodc nudc sita, metylsulfonylmetan, chiét xuit cdy ngoc gia, chiét xuét
cady méng quy, bromelain, axit glutamic, ca cao, chiét xuit cdy la han, vitamin E, vitamin
D3, chiét xuét qua oc chd, v.v. Theo mot khia canh, ché phém canh thang theo sang ché
c6 thé chira colagen, protein colagen va/hodc peptit colagen v&i ham lugng twong dbi
cao. Theo mdt khia canh khac, ché phém canh thang theo sang ché co thé chia colagen,
protein colagen va/hodc peptit colagen mot cach tu nhién véi ham lugng tuong ddi cao.
Theo mot khia canh khéc, colagen, protein colagen va/hodc peptit colagen co thé dugc bd
sung v&i ham lugng twong ddi cao vao ché phdm canh thang theo sang ché dudi dang

thanh phan bd sung.
M35 ta viin tit hinh vé

Fig.1 13 hinh anh thé hién dic tinh protein bing cach nhudém protein dugc phan
tach bang phuong phap dién di trén gel SDS-PAGE.

Fig.2 1 hinh anh thé hién mic do biéu hién PKA bi &rc ché dang ké & chudt thir
nghiém dugc st dung ché phdm canh thang AACI so véi chudt thir nghiém duge sir dung

ché phim c6 ban trén thj truong TSN.

Fig.3 13 biéu do thé hién hiéu qua giam dau ctia ché phdm AACI so véi ché phdm
¢0 ban trén thi trudng.

Fig.4 13 hinh anh thé hién dic tinh protein bing cach nhudém protein dugc phén
tach bing phuong phap dién di trén gel SDS-PAGE va xac dinh phan bd trong luong
phén t.

MBS ta chi tiét sang ché
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Theo phuong phéap ché bién truyén théng tai ho gia dinh, ché phidm canh thang tir
ga hoidc ga tiy c6 thé dugc diéu ché bang cach hdm trong thoi gian dai trong ndi khéng
day kin hodc & nhiét d6 cao trong ndi 4p suét. Trai lai, sang ché dé xuét ché phim canh
thang c6 thanh phan ddng nhét va phwong phap diéu ché ché phdm nay. Sang ché ciing dé
cap dén phuong phap chon loc va ché bién nguyén liéu, hAm nguyén liéu, va phén tach va

tinh ché ché pham canh thang thu dugc.

Theo mot phuong an, nguyén lidu tir gia cAm hoic cac ngudn dong vat khac c6 thé
duoc nghién thanh cic miéng c6 kich ¢& nhé dé t6i uu hoa hiéu suét chiét nhidu hop chét
c0 lgi. Theo mot khia canh, nguyén li€u gia cam c6 thé duoc nghién thanh cac miéng cod
kich c& nhé hon khodng 2cm, 1cm, Smm, 4mm, 3mm, 2mm, hodc nhé hon 2mm. Viéc
xtr Iy co hoc c4c bo phan gia cAm thanh cic miéng c6 kich ¢& nhé trude khi hAm c6 thé
gitp chiét xuit ti wu mot s6 hop chat. Theo mét phuong an khac, do cdc bd phéan gia
cam da dugc xtt Iy co hoc thanh céc miéng c6 kich ¢ rat nho trude khi hdm, nén didu
kién ham ém diu hon (vi du, & nhiét d6 ndm trong khoang tir 60°C dén 100°C) hogc thoi
gian him ngin hon (nim trong khoang tir 8 phut dén 300 phut) c¢6 thé duoc st dung dé
thu dugc ché phdm canh thang tir cic bd phén gia cAm da xt 1y nay. Didu kién him ém
diu va thoi gian him ngén nhu vy c6 thé gitp ngin ngira bit hoat mot s6 hop chit ma s&
bi bit hoat khi cac phuong phap ché bién va him thong thudng duge st dung. Do ngan
ngira dugc sy mat hoat tinh cia cAc hop chit nay, nén ché phdm canh thang theo sang ché
c6 lgi cho strc khée hon cac ché phdm canh thang khac khong dugc didu ché theo phuong

phap cta sang ché.

Theo mdt phuong an khéc, cac bd phén gia cAm gém xuwong va sun c¢6 thé duge
phan tach co hoc va nghién thanh cac miéng c6 kich ¢& nhé hon 5mm , 4mm, 3mm,
2mm, hodc Imm. Theo m¢t khia canh, khéng can budc loai bo céc phén thit con sot khoi
xwong. Cac miéng nhé nay c6 thé duoc him & nhiét d6 khoang 70°C, 100°C, 110°C,
120°C, hodc & nhiét d§ cao 150°C, trong it nhét 8 phut, 15 phat, 30 phuat, 1 gio, 2 gio, 3
gidy, hodc 6 gio hodc 1au hon dé chiét xuit ti vu mot sb thanh phén va/hodc hop chit c6
loi.

Theo mdt phuong 4n khac, ché phim canh thang theo sang ché c6 dic tinh protein
khéc biét so v6i cAc ché pham canh thang khac c6 ban trén thi trudng khi phan tich bang
phuong phép dién di trén gel SDS-PAGE. Theo mdt khia canh, it nhit 10%, 20%, 30%,
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40%, 50%, 70%, hodc 90% protein tong sb trong ché phdm theo sang ché c6 trong lugng
phén tir ndm trong khoang tir 10 kD (kilo-Dalton) dén 70 kD. Theo mdt khia canh khac, it
nhét 95% protein trong ché phdm theo sang ché c6 trong lwong phan tir nhé hon 100 kD.
Theo mot khia canh khac, cac phuong phap c6 thé duoc sit dung dé 1am giam tiép trong
lugng phan tir clia protein trong ché phadm canh thang nay dén tri s6 nhé hon 10 kD, 5
kD, hodc thadm chi nhé hon 3 kD dé 1am tang kha nang déng héa béi déi tuong. Vi du,
mét hodc nhiéu enzym phan giai protein c6 thé duoc sit dung dé lam giam trong luong

phén tir ctia protein trong ché phdm canh thang nay.

Theo mot phuong 4n khéc, ché phdm theo sang ché c6 thé chta cac axit amin
prolin va histidin, trong d6 ty 1 khéi luong gitta prolin va histidin it nhit bing 4:1. Theo
mdt khia canh, ché phém theo sang ché chira prolin v4i ham lugng it nhét béng 8% (khéi
lu‘gng/khéi luong), 10% hodc cao hon tinh theo ham lugng chit rin. Theo mot khia canh

khéc, ty 18 khdi lugng giita prolin va histidin it nhat bing 6:1.

Theo mét phuong 4an khéc, ché phdm theo sang ché c6 thé chua cac axit amin
glyxin va histidin, trong d6 ty 18 khéi lwgng gifra glyxin va histidin it nhét bang 6:1. Theo
mot khia canh, ché phdm theo sang ché chira glyxin v6i ham luong it nhét bang 12%
(khéi luqng/khéi lugng), 14% hodc cao hon tinh theo ham lugng chit rén. Theo mot khia
canh khéc, ty 18 khéi luong giita glyxin va histidin it nhit bang 10:1.

Theo mét phuong an khéac, ché phdm theo sang ché c¢6 thé chtra céc axit amin
hydroxyprolin va histidin, trong d6 ty 18 khéi luong giira hydroxyprolin va histidin it nht
bang 4:1. Theo mot khia canh, ché phidm theo sang ché chira hydroxyprolin v6i ham
lugng it nhét bﬁng 7% (khéi luo’ng/khéi lugng), 8% hodc cao hon tinh theo ham luwgng
chét rin. Theo mot khia canh khac, ty 18 khéi luong gitta hydroxyprolin va histidin it nhét
bang 6:1.

Theo mdt phuong an khéc, ché phdm theo sang ché co6 thé chira prolin, glyxin,
hydroxyprolin va histidin. Theo mét khia canh, ty 18 khéi luong gitta glyxin va histidin it
nhét bing 6:1. Theo mdt khia canh khac, ché phdm theo sang ché chura glyxin v6i ham
lugng it nhét bang 12% (khdi lrong/khdi luong) tinh theo ham lwong chét rin. Theo mot
khia canh khac, ty 1& khdi luong gitta prolin va histidin it nhit bang 4:1. Theo mét khia
canh khéc, ty 1& khéi luong gifta hydroxyprolin va histidin it nhit bing 6:1.
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Theo mot phuong 4n khéc, ché phim theo sang ché c6 thé chira prolin va céc axit
amin khéc, va ham luong prolin it nhit bing 10% khéi luong téng axit amin c6 trong ché
phim. Theo mot phuong an khac, ché phim theo sang ché c6 thé chira glyxin va cac axit
amin khac, va ham luong glyxin it nhit bang 20% khéi luong téng axit amin c6 trong ché
phdm. Theo mét phwong 4n khac, ché phdm theo sang ché co thé chira hydroxyprolin va
cac axit amin khéac, va ham lwgng hydroxyprolin it nhat bing 8% khdi luong tdng axitA

amin c6 trong ché pham.

Theo mdt phuong an khéac, ché phim theo sang ché c6 thé chira mét hodc nhiéu
axit amin mach nhéanh (vi dy, valin, leucin va isoleucin), va ham lugng axit amin mach
nhénh trong ché phim cao hon ham lugng axit amin mach nhanh trong céc ché phdm
canh thang khéc. Theo mét khia canh, téng ham lugng axit amin mach nhanh, bao gdm
valin, leucin va isoleucin, it nhét béng 5%, 6%, hodc 7% khbi lugng téng axit amin co

trong ché pham.

Theo mdt phuong 4n khéc, ché phdm canh thang theo sang ché c6 ty 18 khdi luong
gitta protein va 4m nim trong khoang tir 999:1 dén 1:999, hodc nim trong khoang tir
200:1 dén 10:1. Vi dy, ty 18 khéi luong giita protein va 4m biang 200:1 ¢6 nghia 13 ché
pham nay chira 200 phin nuéc va 1 phan dam (protein). Theo mot phuong an khac, ché
phim canh thang theo sang ché c6 ty 1& khéi lugng gitra protein va 4m nim trong khoang

tr 150:1 dén 40:1, hodc nam trong khoang tir 135:1 dén 67:1.

Chondroitin sulfat (CS) co6 nhiéu trong sun va c6 loi cho stc khée ctia khdp. Viéce
chon loc nguyén liéu va quy trinh didu ché c6 thé gép phan tao ra ché phim c6 ham
lugng chondroitin sulfat cao hon. Theo mét phuong an, ché phdm canh thang theo sang
ché co thé chtra chondroitin sulfat véi ham lugng it nhit bang 6%, 7%, 8%, hodc 10%
tinh theo tbng ham luong chat ran khé c6 trong ché pham nay, nhu dugc do bang thir
nghiém phan giai bing enzym va phuong phap phan tich LC-UV. Vi duy, xem Ji et al.,
Journal of AOAC International, Vol. 90, No. 3, 659-69 (2007), dugc két hop vao ché
bang cach \;ién dan.

Theo mot khia canh, ché phém nay cé thé & dang long dé dé& sir dung hodc ché
phim theo sang ché c6 thé & dang ché pham 16ng dam dic nhu ché phdm dam dic. Theo

mdt khia canh khac, ché phém nay co thé & dang ran, nhu bot hodc bdt nhio.
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Theo mdt phuong an, ché pham nay c6 thé chira mét hoic nhiéu polyphenol, trong
d6 ham luong cia polyphenol it nhit bang 4000pug/mL duong lugng axit galic (GAE —
Gallic Acid Equivalent) nhu duoc do bang thir nghiém Folin-Ciocalteu.

Ché pham canh thang theo sang ché khac biét & chd ché phdm nay c6 thanh phin
ddng nhat nhu mé ta néu trén. Ché phim canh thang theo sing ché ciing khic biét &
phuong phéap diéu ché ché phdm nay. Hon nita, ché phdm canh thang theo sang ché ciing
c6 gia tri strc khoe rat cao cho db6i tugng. Céc déi tuong dugce chia thanh hai nhéom, mét
nhém tiéu thu (hodc sir dung) lugng hitu hiéu cia ché pham canh thang theo sang ché
mdi ngdy, trong khi ¢6 nhém con lai tiéu thu nuée, hodc cac ché phdm canh thang khéc.

Sau do, cac dau hi€u khac nhau c6 thé dugc dénh gia va so sanh gifta hai nhém nay.

Theo mét phuong 4n, ché phidm theo sang ché c6 thé 1am giam dang ké tinh trang
dau & dbi tuong khi dugce st dung cho ddi tuong so voi ddi tugng khong dugce st dung
ché phim nay. Thuat ngir “dang ké” dugc ding trong ban mé ta dé chi mirc do khac biét

¢4 v nghia théng ké quan sat duoc gitra nhém diéu tri va nhom dbi chimg.

Protein kinaza A 1a nhém enzym phu thudéc AMP mach vong dugc biéu hién trong
bénh viém. Theo mot phuong 4n khéc, ché phdm nay c6 thé lam giam dang ké muc do
biéu hién protein kinaza A gay ra béi tinh trang cing thing & ddi tuong dugc sir dung ché
phim nay so vé6i dbi tuong ddi chimg khéng dugce sir dung ché phdm nay. Theo mét khia
canh, ché phém nay lam giam muc do biéu hién protein kinaza A 20%, 30%, 50% hodic
cao hon & d6i tuong duoc st dung ché phém nay so voi ddi tuong déi ching khong dugc

str dung ché phdm nay.

Theo mét phuong 4n khac, ché phim theo sang ché c6 thé 1am giam dang k& hoat
tinh ciia xyclooxygenaza (COX)-2 nhu dugc do bang thir nghiém sang loc chit rc ché
COX. Theo mét khia canh, mtrc do e ché COX-2 1a 16n hon 20%, 30%, hodc 40%, so
v6i ddi tugng khong dugc st dung ché phém nay. Theo mdt khia canh khac, ché phém
theo sang ché wc ché dang ké COX-1 nhu duoc do bang thir nghiém sang loc chat Gc ché
COX. Theo mot khia' canh khéc, ty 1€ tic ché gitta COX-2 va COX-1, tac la COX-
2/COX-1 gay ra béi ché pham theo sang ché nim trong khoang tir 2 dén 30, nim trong
khoang tir 5 dén 20, hozic nim trong khoang tir 10 dén 20.

Sang ché ciing md ta phuong phép phong ngira hodc diéu tri bénh, bao gdm viée

cho ddi tuong st dung luwong hiru hiéu cia ché phdm theo sang ché. Theo mot phuong 4n
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khéc, phuong phéap theo sang ché c6 thé con bao gdm bude sang loc céc dbi tuong cin
diéu tri. Theo mot khia canh, d6i tuong la ddi tuong c6 nguy co méic mét hodc nhiéu
bénh. Theo mot khia canh khac, ddi tuong la dbi tuong méc mét hodc nhiéu bénh. Vi du
v& cac bénh nay c6 thé bao gdbm nhung khong chi gidi han & bénh vé khép, bénh viém,
bénh tu mién, bénh dai thio duong, r6i loan chuyén héa, rdi loan nhén thitc va tinh trang

két hop ctia cac bénh nay.

Theo mdt khia canh, luong hiru hiéu cia ché phé}n ndy la lugng hitu hiéu lam
giam dang k& mirc d6 biéu hién protein kinaza A gdy ra béi tinh trang cing thing so véi
dbi tuong d6i chimg khoéng duoc st dung ché phidm nay. Theo mot khia canh khac, ché
pham nay c6 thé 1am giam mirc d6 bidu hién protein kinaza A it nhét 1a 50% & dbi tuong
duoc str dung ché phim nay so véi dbi twong dbi chimg khong duoc sir dung lugng hitu

hi¢éu cuia ché pham nay.

Theo mdt khia canh khéc, lugng hitu hi¢u ctia ché phém nay 1a lugng hitu hiéu tc
ché hoat tinh COX-2 it nhét bang 20% & d6i tuong ddng thoi khong e ché dang ké hoat
tinh COX-1. Theo m¢t khia canh khac, ty 1€ tc ché gitta COX-2 va COX-1 giy ra bédi

ché phim nay nam trong khoang tir 2 dén 30.

Theo mot khia canh khac, lugng hitu hiéu cua ché phém nay la lugng hitu hiéu
lam giam dang ké tinh trang dau so véi dbi tuong dbi chting khong dugc st dung lugng

hitu hi¢u ctia ché pham nay.

ARN mach ngén 14 phan tir ARN kich ¢& nhé c6 kha ning diéu hoa biéu hién gen.
ARN mach ngén lién quan dén qua trinh phat trién va tién trién cta nhiéu bénh viém.
Theo mdt phuong 4n, khi dugc st dung cho dbi tuong, ché phim nay c6 thé 1am giam
mitc do biéu hién cia ARN mach ngén & dbi tuong dugc st dung lugng hitu hiéu cua ché
phim nay so vé6i dbi tuong dbi chimg khong duoc st dung ché phdm nay. Vi du vé céc
ARN mach ngin nay c6 thé bao gdm nhung khoéng chi gidi han & cac ARN c6 trinh tu
nhu néu trong SEQ ID NO.1- SEQ ID NO.16, SEQ ID NO.18- SEQ ID NO.26, va SEQ
ID NO.28-SEQ ID NO.43.

Theo mét phuong an, phuong phép theo sang ché gitip phong ngira va/hoic didu
tri bénh viém va/hodc bénh tu mién. Theo mot khia canh, ché phém nay lam gidm muc
dd biéu hién cua it nhat mét ARN mach ngén & dbi tuong dugc st dung lugng hitu hiéu

cia ché pham nay so véi mirc d¢ bi€u hi€én ARN mach ngdn tuong tu & doi tuong doi
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chimg khong dugc sir dung lugng hitu hiéu cua ché phém nay. Vi du vé ARN mach ngén
lién quan dén cac phuong phédp nay bao gdm mot hodc nhiéu ARN c6 trinh tu nhu néu

trong SEQ ID NO.1- SEQ ID NO.16, va SEQ ID NO.18- SEQ ID NO.26.

Theo mét phuong 4n khéc, phuong phap theo sang ché gitip phong ngira va/hoic
diéu tri bénh dai thao duong va’/hodc r6i loan chuyén héa. Theo mét khia canh, ché phém
nay lam gidm mic do biéu hién cua it nhit mét ARN mach ngén & dbi tuong dugc st
dung lugng hitu hiéu ctua ché phidm nay so v&i mic d6 biéu hién ARN 1ﬁach ngén tuong
tr & dbi twong d6i ching khong duoc sit dung lugng hitu hiéu ctia ché phim nay. Vi du
v& ARN mach ngén lién quan dén cac phuong phap niy bao gdm mot hodic nhiéu ARN
6 trinh tg nhu néu trong SEQ ID NO.8-SEQ ID NO.33.

Theo mét phuong 4n khéc, phuong phap theo sang ché gitip phong ngira va/hodc
diéu tri r6i loan nhén thitc. Theo mot khia canh, ché phém nay lam giadm mtc d6 biéu
hién cda it nhat mdt ARN mach ngén & dbi tugng dugc sir dung luong hitu hiéu cta ché
phim nay so v6i mirc d6 bidu hién ARN mach ngin tuong tu & ddi tuong ddi chimg
khéng duge st dung luong hiru hiéu cia ché phdm nay. Vi du vé ARN mach ngin lién
quan dén cac phuong phap nay bao gdm nhitng khong chi gi6i han & mot hoic nhiéu
ARN c¢6 trinh tur nhu néu trong SEQ ID NO.34-SEQ ID NO.43. Vi du vé rdi loan nhan
thirc bao gém bénh tAm than phén liét, bénh tu ky, bénh Alzheimer, va céc bénh tuong tu
khac.

Theo mét phuong an khac, khi duoc sir dung cho ddi tuong, ché pham nay c6 thé
lam tang muac do biéu hién cia ARN mach ngén & dbi tuong dugc st dung lugng hitu
hiéu ctia ché phdm nay so véi dbi tuong ddi ching khong duogc sir dung ché phdm nay.
Vi du vé& cdc ARN mach ngin nay c6 thé bao gdm nhung khong chi gi6i han & cac ARN
¢o trinh ty nhu néu trong SEQ ID NO.17 va SEQ ID NO.27.

Sup ga va ché phdm canh thang tir ga da dugc str dung nhiéu cho nguoi trong hang
thé ky. Nhidu nghién ctru da dugc thuc hién da kiém chimg duoc nhiéu loi ich sirc khoe
ctia sup ga hodc ché pham canh thang tir gi. Theo phuong phap diéu ché tai ho gia dinh,
stp ga hodic ché phdm canh thang tir gi duoc didu ché bang cach him toan bd con ga
hodc cac bd phan chinh cta gi trong ndi nude trong thdi gian dai. Sup hodc ché pham
canh thang diéu ché theo phuong phap nay cé thé khéng cé dugc tac dung ting cudng

strc khoe t6i da cta stip hodc ché phdm canh thang do mot sd hop chét cé thé bi mét trong
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qua trinh hAm hodc trong qua trinh ché bién, déng thdi cac hop chét khac c6 thé khéng

duogc chiet xuat ra khéi cac b phan cua ga.

Séang ché dé xuat phuong phap cai tién bang cich ché bién cac bd phén cia ga
tru6e khi hAm va bang cach kiém soat nhiét d6 ché bién va thoi gian him dé t6i vu hoa
hi¢u suat chiét cac hgp chat c6 lgi dong thoi gidm thi€u sy mat hoat tinh do cac diéu kién

ché bién khic nghiét.

Nguyén liéu gia cdm dd duge chon duoc ché bién theo phuong phap theo sang ché
dé thu dugc ché phim canh thang chira ham luong protein cao. Mot sb axit amin c6 thé
c6 mat véi ham lugng twong dbi cao hon so véi ché phdm canh thang diéu ché tai ho gia
dinh hodc cac ché phém khac c6 ban trén thi truong. Nhu dugce thé hién trong nhiéu
nghién ctru trén dong vat duge mo ta trong sang ché, ché phim canh thang theo sang ché
c6 thé hiru hiéu trong phong nglra vi/hoic diéu tri bénh vé khép va cac bénh 1y tiém an.
Ché phdm nay ciing c6 thé tao ra cac gia tri dinh dudng va c6 loi cho stic khée nhu 1am
gidm bénh viém.

Thuat ngit “ché phdm canh thang” va “stip” dugc dung trong ban sang ché dé chi
ché phdm 1éng chia it nhat mot chit hoa tan va ciing dugc dung trong ban sing ché dé
chi dang ché phidm sin sang dé sir dung, ché phdm dam dic, nguyén liéu & dang long

hodc dang ran.

Ché phim canh thang tir gia cdm theo sang ché c6 thé chtra ham lugng twong ddi
cao ciia nhiéu axit amin. Cac axit amin nay c6 thé c6 mit & dang protein hodc axit amin
tu do trong ché pham canh thang. Céc axit amin tong sd bao gdm ca cac axit amin c6 mat
& dang protein 1an céc axit amin c6 mit & dang axit amin tu do. Thuét ngit “ty 1é gitta cac
axit amin khac nhau trong ché phdm canh thang” dugc dung trong ban mé ta dé chi ty 1&

khoi luong gifta cic axit amin tong soO.

Thuat ngit “chét rin kho” hodc “chat rén” dugc dung trong ban mo ta dé chi cac
thanh phan ctia ché phdm 16ng con lai sau khi toan bd chét 1ong tu do-dugc loai boé khéi
thanh phén chét 16ng. Khi ché phdm canh thang chtra nuée, chat 16ng tu do 13 nude.

Thuét ngir “dudng dung” dugc ding trong ban mé ta dé chi dudng phan phdi ché

phim vao co thé timg d6i tugng, nhu dudng miéng tiéu hoa.
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Thuéat ngir “d6i tuong” dugc dung trong ban mo ta dé chi dong véat c6 vu, bao g@)m
nguoi.
Thuét ngir “déang k& duoc ding trong ban md ta dé chi mirc do khac biét it nhét

nam trong khoang tir 10% dén 20%.
Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du sau chi nhim muc dich minh hoa cic phuong an chir khong gigi han
pham vi ciia sang ché. Nguyén lidu, thubc thir, hoa chat, va cac nguyén liéu khic duge sir
dung 14 thanh phén hodc thudc thir mau, va cac cai bién khac nhau c6 thé dugce thuc hién
dua trén phan mo ta néu trén nam trong pham vi ctia sang ché. Trir khi ¢6 quy dinh khéc
trong sang ché, thanh phan, thudc thir, quy trinh huéng dan, va cac phuong phap khac
dugc st dung trong cac hé théng va thr nghiém trong phén vi du thyc hién sang ché chi

chi nham muc dich minh hoa chit khong giéi han pham vi ctia sang ché.
Vidul
Diéu ché ché phdm canh thang tir cdc bd phan cta ga tay

Trong vi du nay, cidc bd phén ctua ga tdy dugc st dung dé diéu ché ché phém canh
thang va chat luong va cac gia tri ¢ loi cho stic khoe ctia ché pham canh thang nay duoc
danh gia. Cu thé, nguyén liéu ga tdy dugc phén tach co hoc va céc bd phan nay duoc
nghién min dén kich ¢& nhé hon 2mm dé t6i wu héa hiéu sudt chiét. Cac bo phan da
nghién min tr ga tdy dugc ham tir tir dén nhiét d6 90,56°C (195°F) trong hoi nuédc trong
khoang 15 phut hodc ngén hon. Sau d6, ché phim canh thang nay dugc phén tach ra khoi
phan khong hoa tan bing cach gan. Chit béo giai phong trong ché phdm canh thang ciing
dugc loai bé khéi ché pham canh thang nay bang thiét bi phan tach ly tdim. Ché phim
canh thang nay dugc cb trong thiét bi lam bay hoi, lam lanh, va dong goi dé tiéu thu trén

thi truong.
Vidu?2
Piéu ché ché phdm canh thang tir cic bd phan cta ga

Trong vi du nay, cac b phan da dugc bam nho cia ga chira xuong va sun ga duogc
ham trong nudc & nhiét d 16n hon 121,11°C (250°F) trong hon 6 gid dé chiét xuét tdi wu
mot s6 thanh phan va/hodc hop chét c6 loi. Ché phidm canh thang thu dugc tir quy trinh

nay dugc ky hiéu 1a “AAC1” dé ding 1am miu chuin ndi. Cu thé, nguyén lidu xuong ga
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bam nhé da qua kiém tra USDA con lai sau khi loai bé cac co chinh dugc him trong
nude trong thiing him 1am bang thép khong gi kich ¢& 16n. Sau khi him, phin ché phdm
canh thang dang 16ng dugc phan tach ra khoi phan chét rin khéng hoa tan bang cach gan.
Ché phdm canh thang nay dugc cb trong thiét bi 1am bay hoi, sau d6 siy khé va déng goi

trong cac dd chira c6 dan nhan.
Vidu3
So sanh dic tinh protein va axit amin ctia cic ché phim canh thang khac nhau

Protein 13 phan tir kich ¢& 16n chtra mdt hodc nhiéu chudi axit amin thuc hién
nhiéu chirc ndng trong cac hé sinh hoc bao gf‘)m, thuc hién chirc ndng nhu céc enzym, tao
diéu kién thuan lgi cho qué trinh truyén théng tin trong té bao, va tao ra cu tric hd trg
cho t& bao. Ngudi, ciing nhu cic dong vét khac, thu nhin céc axit amin thiét yéu tir
protein dugc tiéu thu duéi dang ngudn dinh dudng do khéng c6 cac enzym can thiét dé
tdng hop cac axit amin ndy. Su tiéu thu protein dan dén qua trinh phén cit ching thanh
cAc axit amin thong qua qu4 trinh tiéu héa. Sau d6, cc axit amin c¢6 thé duogc sit dung dé
sinh téng hgp protein trong san sinh va duy tri hé co, san sinh glucoza, déng vai trd 1a
ngudn dinh dudng nito, va déng vai trd 1a ngudn niang luong sinh hoc khi can. Muc tiéu
ctia nghién ctru nay 13 dé xac dinh ham hrong va kich ¢& ciia protein trong ché phdm canh

thang tir g AACI1 so v&i ché phim diéu ché tai ho gia dinh.

M6t mau ché phdm theo sang ché (AAC1) va mot mau khic duge diéu ché theo
phuong phap ché bién tai ho gia dinh (diéu ché tai ho gia dinh) dugc so sanh. Ty 1é phan
tram chét ran (khéi luong/thé tich) trong ché phim AACI bang 8%, trong khi d6 ty 1€
phén tram (khéi luong/thé tich) trong ché phdm didu ché tai ho gia dinh bang 1,7%.

Trudc khi dinh lugng protein bing phuong phap Bradford, mdi miu dugc pha
lodng trong nudc cat thanh dung dich c6 ndng dd cudi ciing bang 1% khéi lwong/thé tich.
Puong chuin dugc dung biang cach sir dung albumin huyét thanh bd & ham hro’ng nam
trong khoang tir 0 dén 3,5pg/pL. Toan bd cic miu duoc phan tich lip lai ba 1An. Ham
lugng protein téng sb dugc xac dinh bing may doc dia & budc séng 595nm. Cac két qua

duoc thé hién trong Bang 1.
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Bang 1 Ham lugng protein tdng sé trong cac mau ché phim canh thang

MAau Tris6 | Kétqua | Kétqua Ham lwong | SD | CV
trung binh
Ché phim AACI 0,446 1,558 1,691 1,691 0,132 | 7,8
0,461 1,693
0,474 1,821
Ché pham diéu ché | 0,544 2,496 2,52 2,52 0,034 | 1,3
tai ho giadinh | 0,549 2,544

Pé hiéu chinh d6 sai 1éch vé ty 1& phan trim chit rin trong cac ché phdm AAC1
(8%) va ché phidm diéu ché tai ho gia dinh (1,7%), tri sb protein tinh theo dung dich 1%
trong ché phdm AACI va ché phdm diéu ché tai ho gia dinh dugc nhan véi ty 16 % chét
ran ban dau twong Umg cta chiing. Ham lugng protein téng s6 da diéu chinh cudi cung

trong ché phdm AAC1 va ché phdm diéu ché tai ho gia dinh duoc thé hién trong Bang 2.

Bang 2 Ham luong protein tdng s d4 diéu chinh trong ché phidm canh thang
AACI va ché phdm diéu ché tai ho gia dinh

Miu Ham lwong cubi cing | % AACI
da diéu chinh
Ché pham AACI 13,6pg/uL -
Ché pham diéu ché 4,3ng/uL 31,6%
tai hd gia dinh

Pé x4c dinh dic tinh protein ctia m&i mau, thé tich tuong duong cia cac mau ché
phdm AACI va ché phim diéu ché tai ho gia dinh (15,6pL) duoc trén v6i dung dich dém
Laemmli va chat khir, gia nhiét & nhiét 6 95°C trong 5 phiit, va phan tach trén gel Bis
Tris 4-12%. Khoéng kich c& trong d6i cia protein dugc xac dinh bang cich so sanh voi
chit chudn protein c6 ban trén thi trudng (ndm trong khoang tir 4,5 kDa dén 300 kDa).
Dién thé khong d6i 150V dugc dit vao gel trong 30 phit, cho phép phan tach protein

trong mdi mau. Protein duoc hién thi trén gel béng chit nhudém SimplyBlueTM.

Cac két qua dugc thé hién trong Fig.1. Bang 1 thé hién dic tinh protein cia ché
pham diéu ché tai ho gia dinh, bang 2 thé hién dic tinh protein ctia ché phdm canh thang
AACI, va bang 3 thé hién dic tinh protein ctia chit chuin trong lugng phén tir. Cin cte
trén dic tinh protein, ché phdm AACI1 c6 ham luong protein cao gip 3 14n ché phim didu
ché tai ho gia dinh. Protein trong ché phim diéu ché tai ho gia dinh c6 khoang phan b
trong lwgng phéan tif rong, chira ca protein trong lugng phan tir 16n (1én dén khoang 300-

500 kD) 14n protein trong lugng phan tir nhé (khoang 5-15kD). Trai lai, phan 16n (tirc 12
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16n hon 50%) protein trong ché phim AACI1 ¢6 trong lugng phan tir nim trong khoang tir
70 kDa dén 15 kDa.

Ham luogng cua ting axit amin ciing dugce phan tich. Ham lugng cia ting axit
amin trong ché phim canh thang theo sang ché, ché phdm diéu ché tai ho gia dinh, ciing

nhu cac ché phém khac c6 ban trén thi truong dugce thé hién trong Bang 3.

Bang 3 Thanh phén axit amin ctia cic ché phdm canh thang khac nhau

< Ché Ché
Ham hrgng axit (the . ph:flm phﬁm J e £
amin tinh theo ham pl}am <0 diéu diéu Cl;‘e Cl;le Cl;le
lwgng chét rin 3823 bin t.r en ché tai ché tai phim pham pham
thi N ~ - | AAC1-1 | AAC1-2 | AAC1-3
(100%) trudng h? gia h? gia
i dinh 1 dinh 2
% khoi
luwgng/khoi
_ luong %
Taurin 2,50
Axit aspartic 3,63 2,44 3,63 3,47 7,04 5,34 5,38
Threonin 1,44 0,76 1,52 1,42 1,75 2,13 1,79
Serin 1,56 1,34 1,96 1,89 2,08 1,88 2,40
Axit glutamic 10,25 6,98 9,44 9,26 10,52 9,50 10,14
Prolin 3,53 3,05 5,93 5,57 9,59 10,66 11,07
Hydroprolin 2,19 2,99 531 4,92 na 7,00 9,39
Glyxin 5,97 7,38 8,79 9,47 18,02 15,41 17,68
Lanthionin 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Alanin 3,91 3,37 4,60 4,58 8,06 7,53 7,53
Xystein 0,44 0,29 0,34 0,40 0,00 0,25 0,17
Valin 1,44 0,73 1,43 1,42 2,44 2,19 2,21
Isoleucin 1,13 0,47 1,18 1,02 1,54 1,59 1,59
Leucin 2,72 1,51 2,48 2,32 3,38 3,47 3,43
Metionin 0,81 0,52 0,93 0,77 1,01 1,06 1,10
Tyrosin 0,88 0,44 0,81 0,65 1,09 1,00 0,90
Phenylalanin 1,00 0,73 9,53 7,03 2,30 2,16 1,98
Hydroxylysin 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Histidin 2,03 2,56 2,70 1,73 1,32 1,16 1,00
Ornithin 2,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Lysin 3,75 2,67 3,07 3,00 3,96 3,66 3,05
Arginin 3,06 2,79 4,01 3,75 8,24 6,69 6,61
Tryptophan 0,16 0,06 0,12 0,09 0,22 0,15
Téng sb 54,84 41,08 67,80 | 62,79 | 8235 82,88 87,55
Vidu4
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So sanh ham lugng chondroitin sulfat trong cic ché phdm canh thang khéac nhau

Chondroitin sulfat 12 hop chét tao c4u triic quan trong ¢6 trong sun va anh hudng
dén tinh trang stc khée cta khép. Chondroitin sulfat da duge biét 13 ¢6 tic dung lam
giam luong nhiéu chét trung gian gdy viém nhu iNOS, PGE2, COX-2 (Gwendolyn, Spine
2011), va NFkB (Valliéres, Osteoarthritis Cartilage, 2010). Muc ti€u cta nghién clru nay
la dé x4c dinh ham lugng chondroitin sulfat trong cdc mau ché pham canh thang tir ga
khéac nhau. Ham lugng chondroitin sulfat tdng sb trong cac ché phdm canh thang tir ga
duoc phén tich bing phuong phap phan giai bing enzym va phuong phap phan tich LC-
UV (i, Journal of AOAC International, 2007). Két qua dugc tinh theo dién tich trén
dudng cong so v6i miu chuin va gi6i han dinh lvong 13 8mg chondroitin sulfat/g chat
kho (Bang 4). Trong toan bd cac ché phdm canh thang tir ga duogc thir nghiém, thi ché
phdm AAC1 c6 ham lugng chondroitin sulfat cao nhét (8,797% khéi luong/khdi lugng).

Bang 4 Ham lugng chondroitin sulfat (CS)

Mau Ham lwgng Hﬁm llrgng Hﬁjm} llrgng
trung binh chat ran chat rin
, (mg) (mg/g) (% KI/KI)
Bt ché pham
canh thang tir gd AACI 17,480 87,971 8,797
Bot ché pham
canh thang tir ga H814 15,443 67,553 6,755
Ché phdm déng lanh
dam dic TSN 10,886 52,059 5,206
Ché pham déng lanh
dam dic IDF Ga 823 8,627 42,104 4,210

Ché pham canh thang diéu ché

tr xuong luzng tai ho gia dinh 2,866 28,258 2,826
d%ﬁfg‘ca;ﬁ ‘;‘;gyl%n; 5,243 26,227 2,623
Bot fﬁ;ﬁlﬁ”ﬁ&‘g {lia“g 4,979 24335 2,434
Bot Chf&pg?g fggi’ thang 3,817 18,305 1,830
Bot Ch‘iffg?:r; 1";‘8{’ thang 3,075 15,054 1,505
diéu(illllz Iii}r?i?c;%nsht;r? I;%a ga 2,185 10,99 1,09
Ché pham canh thang d 1,937 9,361 0,936

iéu ché tir c0 ga tai hd gia dinh

Vidus
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So sanh ham lugng polyphenol trong céc ché phidm canh thang tir ga khac nhau

Ham luong polyphenol trong céc ché phidm canh thang tir ga khac nhau duoc xac
dinh bing phuong phap Folin-Ciocalteau cai tién (Slinkard, American Journal of Enology
and Viticulture, 1977). Polyphenol 14 nhém hop chit hoa hoc duge biét dén 1a c6 dic tinh
chdng oxy héa va chdng viém. Mic du ca ché phim canh thang AAC1 va ché phim diéu
ché tai ho gia dinh déu chira polyphenol, nhung ché pham AACI chira 4828,8pug/mL
GAE pélyphenol, tirc 14 gip khoang 7 1dn ham lugng GAE polyphenol trong ché pham
canh thang diéu ché tai ho gia dinh (687,7ug/mL GAE) dugc didu ché tir cling cac bod
phén cua ga.

Vidu6

Téc dung ctia ché phdm canh thang dbi v6i nhém enzym COX

Ho enzym COX can thiét cho qua trinh téng hop prostanoit, nhu prostaglandin.
COX-1 12 hoat chit cdu thanh trong khi d6 COX-2 la hoat chét cam ung, do d6 dugc diéu
hoa ting trong bénh viém va dau. Cac hop chit phong bé hoat tinh COX-2 ddng thoi
khéng anh hudng dén COX-1 1a dic biét dugc quan tAm do chiing c6 kha ning tc ché
bénh viém ddng thoi khong gay ra céc tic dung khong mubn gay ra bdi su phong bé hoat
tinh COX-1. Mirc do trc ché va d6 dic hidu véi COX ciia ché phidm canh thang tir ga diéu
ché theo phuong phap theo sang ché dugce danh gia.

Bing céach st dung thir nghiém trc ché enzym COX in vitro (Abcam), cac mau ché
phim canh thang tir ga dugc danh gia vé kha niang phong bé hoat tinh COX-1 va COX-2

theo quy trinh ctia nha san xuét. Cac két qua duoc thé hién trong Bang 5.

Be’ing 5 Mic dd tc ché chon loc COX-1 va COX-2

x Lk T 1é rc ché
0, e
Mau Enzym % trc ché COX-2/COX-1
. COX-1 2,3
Bot ché phdm IDF AAC1 :
ot chic pham COX-2 424 18,34
. COX-1 51,5
Ché phidm dong lanh IDF 823 :
© pham cong fa COX-2 22.1 0,43
Ché phim canh thang diéu ché | COX-1 -17,9
tor xwong lung tai hg gia dinh COX-2 28,1 1,57
Ché phém canh thang diéu ché | COX-1 32,5
tr cO ga tai h gia dinh COX-2 253 0,78
C COX-1 21,7
hé phdm tr ga tay IDF 824 :
Ché pham tir ga tay COX-2 327 1,51
Ché pham canh thang tir ga K | COX-1 25,5
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COX-2 30,8 1,21
Ché phdm canh thang c6 ban | COX-1 -5,1
trén thi truong TSN COX-2 26,3 5,16
Ché pham canh thang c6 ban COX-1 -39,9
trén thi truong H814 COX-2 11,3 0,28
Ché phdm canh thang c6 ban COX-1 -9,2
trén thi truong A1004 COX-2 36,7 4,01
Ché pham canh thang c6 ban | COX-1 27,0
trén thi truong HML COX-2 27,3 1,01
Ché phim canh thang ¢6 ban COX-1 -19,9
trén thi truong PLNT COX-2 47,1 2,36
Ché pham canh thang diéuché | COX-1 -5,2
tr cing ngudn nguyén liéu tai
ho gia dinh COX-2 3,5 0,67

Ché phdm canh thang dugc ghi nhin “ché phdm canh thang diéu ché tir cung
nguén nguyén liéu tai ho gia dinh” 1a ché phdm duoc diéu ché phuong phap ché bién
truyén thdng trong ho gia dinh v6i cing loai nguyén lidu nhu duge st dung dé didu ché
ché phdm AACI. Nhu dugc thé hién trong Bang 5, ché phidm canh thang tir gd AAC1 ¢6
ty 18 tc ché COX-2/COX-1 manh nhit (18,34) véi mac d6 e ché hoat tinh COX-2 16n
hon 40 so v6i cac ché pham khac c¢6 ban trén thi trudng hodc “ché phidm canh thang diéu

ché tir cing ngudn nguyén liéu tai ho gia dinh”.
Vidu7

Téc dung ciia ché phdm canh thang theo sang ché ddi véi bénh vé khép bang cach

diéu hoa protein kinaza A

R&i loan khép thai duwong ham (TMD) 13 bénh anh huéng dén khép thai duong
ham hodc khép xuong ham (TMJ), co nhai, hodc ca hai. TMD dugc cho 1a gy ra boi su
hoat héa noron thin kinh va t& bao thin kinh dém nim trong hé thdn kinh sinh ba
(Tjakkes et al., 2010). Ty 18 méc céc triéu chimg TMD d3 duoc ghi nhan 1a 1én dén 93%
déan sé véi ty 16 mic khac nhau (Zhao et al., 2011). Hon nita, su phat trién cia TMD cling

co thé dan dén phat trién trang thai man cdm cua roi loan nay.

. Protein kinaza A 13 enzym thudc nhém enzym phu dugc AMP mach vong dong
vai trd 12 hop chét tién viém trong hé thin kinh ngoai bién va hé than kinh trung wong.
Mirc d6 biéu hién cua PKA tang bdi cac noron than kinh cam thu dau da dugc ghi nhan
trong trang thai min cam. Muc tiéu cta nghién ciru nay 13 dé nghién ctru tac dung cia
ché phim canh thang c6 ban trén thi truong, ché phim canh thang didu ché tai ho gia

dinh, va ché phdm canh thang theo sang ché. Cac ché phidm nay c6 thé chira mot s6 hop

-17-



27367

chéit chdng viém cé mot sd tac dung trén TMD. Cac hop chit ndy c6 thé phat huy tac

dung thong qua PKA trong diéu hoa phat trién va tién trién ctia TMD.

Ba ché phdm canh thang tir ga (AACI, TSN, va ché phim canh thang didu ché tai
ho gia dinh) dugc dénh gia trong vi du ndy. Ché phdm canh thang AAC1 (8% chét rin)
dugc didu ché & ham lugng bang 0,5% (khdi luong/thé tich). Trude tién, 5g bot ché phim
canh thang dugc nap vao chai di duge hap, sach. Sau d6, chai nay duoc nap véi 1L nude
loc dén vach va hdn hop nay dugc kﬁuéy dé cho phép bot hoa tan trong nude. Ché phim
canh thang diéu ché tai ho gia dinh (1,7%) ciing dugc thtr nghém duéi dang mau dbi
chiing. Dé dat dugc lidu lugng cho phép so sanh ché phim AACI va ché phdm canh
thang diéu ché tai ho gia dinh, va ché phém canh thang diéu ché tai ho gia dinh dugc pha
loang 16 14n v&i nude loc bang cach nap 62,5mL ché phdm canh thang gbc va pha loang
ché pham canh thang nay thanh 1L. Ché phidm canh thang c6 ban trén thi truong TSN
ciing dugc thir nghiém duédi dang mot mau ddi chung khac. Pé dam bao TSN duoc thir
nhiém & ham lugng gidng nhu ham lugng ciia ché phim AACI, dung dich thir nghiém
cho TSN (33,3% chit rin) duogc diéu ché theo cung cach thirc. Ché phdm canh thang
TSN dugc dé 4m cho dén khi toan bd ché phdm canh thang gbc nay khong & dang keo.
Khéi lugng ctia cac ché pham canh thang duogc gia ting 16,7g va nap vao cac chai sach
nhu mo ta néu trén. Sau do, chai nay duogc nap vai 1L nude loc dén vach. Sau d6, toan bd
cac dung dich dugc dit vao bé siéu 4m 4m trong 30 phut dé cho phép toan by cac thanh
phén ctia cac ché phim canh thang dugc hoa tan hoan toan. Cac ché phidm canh thang
dugc bdo quan trong tu lanh cho dén khi st dung cho chuét thir nghiém qua chai nudc

trong 2 tuan truée khi gay rdi loan khép thai duong ham.

Céac chudt duc Sprague-Dawley trudng thanh (200g-300g) dugc st dung trong vi
du nay. Cac chudt duoc chia thanh ba nhém, méi nhém duge cho sir dung véi nuée, ché

phim c6 ban trén thi trudng (TSN), hodc ché phdm canh thang AAC1 theo séang ché. .

Luc co hoc dugce tdc dong 1én mdi nhém va cic md tiy séng trén chra cdc mau
day than kinh sinh Ba tiy séng (STN) dugc thu nhan va xir 1y d& thdm mién dich. Truéce
khi thAm mién dich, c4c 14t dugc dit & nhiét do phong va phu bing PBS 1x trong 5 pht.
PBS dugc loai bd, va dich 16ng dugc thay bing 5% huyét thanh lira dang truong-dung
dich triton 0,1% trong 20 phut. Sau do, cac mé6 duoc rira b::ing 5 mL PBS 1x. Céc dung
dich pha logng 1am viéc chira khang thé cta tho khang PKA cia chudt (BD Biosciences,
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San Jose, CA;1:500) duge diéu ché using 5% huyét thanh lira ddng truong. Cac khéng thé
so cap duoc U 1én cac mo (100pL/mo) trong 3 gid & nhiét do phong. Sau d6, cac maiu
dugc rira v6i SmL 0,1% Tween 20-PBS va 2mL PBS 1x. Cac dung dich pha lodng lam
viéc chira khang thé Alexa 488® cua lira khang IgG cua thé duoc didu ché bing cach pha
lodng khang thé gbc 1:200 trong PBS 1x. Khang thé thir cip duoc 0 lén 14t miu
(100puL/md) trong 1 gid & nhiét d6 phong ddng thoi bao vé tranh anh sang. Cac lat dugc
rira mot 14n nita bang SmL 0,1% Tween 20-PBS v& 2mL PBS 1x, va dém dé phan tich
huynh quang bing méi trudong dém huynh quang Vectashield chira chit mau huynh
quang DAPI. Cac 14t duge che biang kinh bao v&, bit kin bang thudc mau bdi méng tay
trong subt, va bao quan ¢ nhiét d6 4°C cho dén khi thu dugc cac hinh anh quan sat trén
kinh hién vi.

Hinh anh Zeiss Z1 dugc chup bang méay anh Apotome dugc st dung dé thu nhén
hinh anh Z & d6 phong dai 10x ctia ving V3 & hach than kinh sinh ba va simg tily cua
STN. Phan mém Zen 2011 duoc sir dung dé hiéu chinh déu tin hiéu nén ctia mdi hinh 4nh
tru6e khi phéan tich. Cac hinh anh thang d6 xam jpeg dugc mé bing phdn mém Image],
trong d6 10 ving khong tring lap quan tdm (RIO) véi dién tich bing nhau dugce dit 1én
cac vung biéu hién protein trén mdi hinh anh, va cudng dod diém anh tich hop dugc do.
Céac cuong d6 nén ciing duge thu nhén bing cing quy trinh, va tinh trung binh. Sau do,
cudng dd nén trung binh thu duoc tir mbi hinh anh dugc trir di tir mdi tri sé cudong do tich
hop tir dién tich ving quan tdm. Cudng do tich hgp da trir di dugc tinh trung binh va ty 1€
thay dbi dugc tinh toan duéi dang ty 18 thay ddi trung binh + SEM tir cudng d6 TMD dbi
chimg. Mitc d6 khéc biét c6 ¥ nghia thdng ké duoc xac dinh bang phép kiém dinh Mann-
Whitney U trén phé‘m mém SPSS, va dugc xem 12 ¢6 su khac biét khi p <0,05.

Dir lidu trén Fig.2 cho thiy ring murc d6 biéu hién PKA ting gdy ra béi tinh trang
m¢& ham kéo dai bi e ché dang ké & chudt sit dung ché phdm AACI khi so v&i mirc do
biéu hién PKA & chudt stt dung nude hodc ché phim c6 ban trén thi truong (TSN). Trén
Bang 6, két qua ctia mot sb thir nghiém duoc thé hién ducﬁ dang ty 1€ thay ddi trung binh
vé cuong do thAm mién dich khi so véi cuong d6 trung binh cua nude duge do theo cung

céch thire.

Bang 6 Ché phim AACI tic ché muc d6 biéu hién PKA c6 tac dung didu tri hidu

qua chimg cing ham géy ra bdi tinh trang m¢ ham kéo dai
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Ché pham Ty 1¢ thay doi Trisé P Triso P
canh thang trung binh (so v6i TMID) | (so véi TSN)
Nuéce (TMD) 1,00 + 0,06 1,000 0,239
AACI 0,75+ 0,02 0,001 0,000
TSN 0,94 + 0,04 0,239 1,000

Ché phdm canh thang AAC]I theo sang ché c6 kha niang diéu hoa hiru hiéu mac do
biéu hién PKA trong STN sau khi xuit hién tinh trang ctmg khép khi so véi ché phdm
canh thang c6 ban trén thi trudong. Dua trén su khac biét vé thanh ph?m cia AACI va ché
phém canh thang diéu ché tai ho gia dinh, cic tac gia sang ché du doan ring ché phim
AACI s& hiéu qua hon trong trc ché mtrc d6 biéu hién PKA gay ra béi tinh trang cimg

khop trong STN.
Vidu 8
Pap tng cam thu dau ciia ché phdm AACI so véi cac ché phdm canh thang khac

Réi loan khép thai duwong ham (TMD), dugc dic trung boi sy gia ting tinh trang
dau va cam gidc dau mdc du c6 su suy gidm tin hi€u cam thu dau dau vao (Herb et al.,
2006). Mtrc d6 nhay cam ting nay c6 thé gép phan 1am phat trién trang thai man cam cia
cac day than kinh dan dén lam cung khép, co, day chéng, va gin. Ngudi bénh bi r6i loan
khép thai duong ham thudng xuat hién cac triéu ching anh huéng bét loi dén cac khia
canh khéc cia cudc sdng (Sessle, 2008). Mot sé ngudi bénh TMD phat trién cac triéu
chtng bién dbi dap tng bao vé c6 thé 1am han ché hoic giam thidu cic hoat dong hang
ngay cua ho. Pap ung bado v¢ nay dugc goi 1a “ddp Urng cam thu dau”. Muc tiéu cia
nghién ctru nay 1 dé xac dinh liéu ché phdm canh thang AACI1 tir ga c6 thé 1am giam dap
ung cam thu dau gdy ra bdi tinh trang cting khép thai duong ham dap Gng véi kich thich
co hoc hay khéng, va co ché tac dung cia ché phidm nay so véi ché phdm didu ché tai ho

gia dinh va ché phdm canh thang c6 ban trén thi truong.

Ba ché phdm canh thang tir gi (AACI, TSN, va ché phdm diéu ché tai ho gia dinh)
duoc danh gia trong vi du nay. Ché phim canh thang AACI1 (8% chét ran) duoc diéu ché
& 0,5% (khéi lugng/thé tich), trong khi d6 ché pham canh thang diéu ché tai ho gia dinh
(1,7%) dugc thir nhiém & lidu luong cho phép so sanh twong quan ty 18 phin trim chét
ran gitta AAC1 va ché phdm canh thang diéu ché tai ho gia dinh. Do d6, ché phim canh
thang diéu ché tai ho gia dinh dugc pha lodng 8 14n vé6i nuée loc bﬁng cach nap 62,5mL
ché phdm canh thang gbc, va pha loing ché phdm canh thang nay thanh 1L. D& thir

nghiém canh tranh ché phim canh thang c6 ban trén thi trudng & cing ham luong, dung
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dich thtr nghiém cho TSN (33,3% chit ran) dugc diéu ché theo ciing cach thitc with the
modification that ché phdm canh thang dugc dé 4m cho dén khi toan bo ché phdm canh

thang gdc nay khong & dang keo.

Khéi lugng ctia cac ché phdm canh thang duoc gia ting 16,7g va nap vao céc chai
sach nhu mo ta néu trén. Sau d6, chai ndy dugc nap véi 1L nudce loc dén vach. Sau do,
toan bd cic dung dich dugc dat vao bé siéu 4am 4m trong 30 phut dé cho phép toan bd cac
thanh phan cta cic ché pham canh thang dugc hoa tan hoan toan. Céac ché phérh canh
thang dugc dit trong ti lanh cho dén khi st dung cho chudt thir nghiém qua chai nuéce

trong 2 tudn truée khi gay rdi loan khép thai duwong ham.

Céc chudt duc Sprague-Dawley truéng thanh (200g-300g) duge nudi nhdt riéng
trong 16ng nhua sach dat tiéu chudn (VWR, West Chester, PA) va duoc cho an 13n ubng
nuéc dy du trong phong v6i chu trinh 12 gir chiéu sdng/12 gid trong béng tbi. Ba ngay
lién tiép trude khi thir nghiém, cac chudt thtr nghiém dugce dua vao thiét bi gitt Ugo
Basile Durham (Ugo Basile, Collegeville, PA) trong 5 phut dé thich nghi véi didu kién
tht nghiém. Trong khoang thdi gian thich nghi nay, cac nang 16ng va 16p biéu bi nim
trong 16p co ran va ving khép thai duong ham cia mit duoc kich thich bang cach co xat
nhe viing nay véi dau cén pipet. Qua trinh kich thich nay duge sir dung dé cai thién tinh
trang thich nghi cta cdc chudt thir nghiém véi quy trinh thir nghiém, do dé giam thiéu
dugc mot sb phan Ung sai léch ddi véi céc soi thir nghi€ém. Pap Umg cdm thu dau ban dau
dugc danh gia bing phuong phap von Frey cai tién. M6t loai cac soi von Frey da hiéu
chinh dugc tdc dong véi luc gia ting 1én viing da bao phi 16p co ran. Trudce khi tac dong,
vung co dugc cham nhe véi dau soi thir nghiém dé dam bao vi tri thich hgp. Khi vi tri
thich hop dugc thiét 1ap, chuyén gia khong rd cc didu kién thir nghiém tac dong luc vira
du lén vi tri nay dé uéng cong sgi. C4c phan Umg dugc quan sat sau khi tdc dong luc lén
ving da bao phti 16p co ran va trude khi uén cong soi, dugc kiém tra bang mét chuyén
gia khéac va ghi lai. Mdi soi dugc tac dong 5 lan, va ghi lai duéi dang sb lugng phéan ung
thu dugc tir 5 14n tac dong cta mdi sgi da hiéu chinh dic hiéu. Cac phép do duogc thuc
hién trén c4 16p co rin bén phai va bén trai ciia mdi chudt, va tinh trung binh dé thu dugc
s6 lugng phan (g trung binh thyc hién bang 5. Poc tin hiéu nén truée 2 tudn su dung
toan bd cac ché phém canh thang tir ga va doc lai mot 14n nira 24 gio trude khi gy rbi

loan khép thai duong ham.
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Mot s dap ting cadm thu dau sau 2 gio, 3 ngay, hoac 7 ngay & chudt thir nghiém bi
rdi loan khép thai duong ham do chén thuong dugc do. Két qua cia thir nghiém nay, nhu
dugc thé hién trén Fig.3, cho thdy rang ché phim AACI lam giam déng k& mot sd dap
mg cam thu dau sau 2 giod, 3 ngay, hoic 7 ngay & chudt thir nghiém bi rbi loan khép thai
duong ham do chin thuong. Ché phdm AACI 1am giam dang ké mot sb dap ung cam thu
dau so véi dong vat bi 161 loan khép thai duong ham chi dugce st dung nudc. Ché phém
TSN khéng 1am giam dép Gng cam thu dau & thoi diém do bit ky. Do d6, trong khi ché
phém AACI lam giam dap ung éém thu dau & chudt thtr nghiém bi bénh viém man tinh
thu dugc tr mo6 hinh chudt thir nghi€ém bi r6i loan khép thai duong ham kéo dai, nhung
ché phdm c6 bén trén thi truong khéng c6 tic dung nay. Dua trén két qua thu dugc tir cac
vi du néu trén, cling nhu dit liéu thu dugc trong vi du ndy, cic tac gia sang ché du doan
ring ché phdm diéu ché tai ho gia dinh s& khong lam giam déng ké dap tmg cam thu dau

gdy ra bdi tinh trang cirg khép thai duong ham.
Vidu9

Téc dung ctia ché pham canh thang ddi véi cac bénh Iy khac nhau thong qua cc

thay ddi biéu sinh

Muc tiéu ciia nghién ciru nay dé danh gia tac dung ciia viéc str dung hang ngay ché
pham canh thang tir ga dén ARN mach ngén lién quan dén su phat trién va tién trién cua
cac bénh va tinh trang viém than kinh. ARN mach ngin 13 cac phan tr ARN kich thudc
nhé (thudng cé chidu dai khoang 22 nucleotit) déng vai trd quan trong trong diéu hoa bod
gen ctia dong vat bao gdm ngudi. Cac hop chit nay kiém soat su bidu hién cia hang ngan
gen. Quan trong 13, cac thay ddi trong biéu hién ARN mach ngin lién quan dén su phat
trién va tién trién cia nhiéu bénh 1y va bénh viém.

Céc chudt duc Sprague-Dawley truéng thanh (200g-300g) duoc nudi nhbt riéng
trong 16ng nhwa sach dat tiéu chudn (VWR, West Chester, PA) va dugc cho an 13n ubng
nuée diy di trong phong vaoi chu trinh 12 gir chiéu sang/12 gid trong bong_ tdi. Ché
pham canh thang tir g AAC1 (8% chét rdn) va ché pham canh thang diéu ché tai ho gia
dinh (1,7% chét rin) dugc st dung trong thir nghiém nay. Ché phdm canh thang AACI1
duogc diéu ché & 1% (khéi lugng/thé tich) bang cach nap 10g (1%) bot ché phdm canh
thang vao chai da duogc hép, sach. Sau do, chai nay dugc nap véi 1L nudce loc dén vach.

Pé so sanh ty 1€ phan trim chét rin giita ché phim AACI va ché phdm canh thang didu

-22-



27367

ché tai ho gia dinh, va ché pham canh thang diéu ché tai ho gia dinh dugc pha lodng 8 1an
v6i nuée loc bang cach nap 125mL ché phdm canh thang gbc, va pha lodng ché phdm
canh thang nay thanh 1L. Sau d6, cic dung dich dugc dat vao bé siéu 4m Am trong 30
phut dé cho phép toan bo cac thanh phan ciia cac ché phdm canh thang hoa tan hoan toan.
Céc ché phém canh thang dugc dat vao ti lanh cho dén khi st dung. Céac chudt thir
nghiém duge cho sit dung 300mL ché phdm canh thang hai ngay mét 14n trong téng cong
4 tudn. Cac miu day than kinh sinh ba tity séng (STN) va vé nio tran (FC) dugc thu nhin
tr cac chudt thir nghiém, dé)ng thoi cac miu m6 tuy 'duqc thu nhan béng phiu thuat md
bung. Khi dugc chiét tach, cic mo dugc trit lanh ngay trong nito 1ong, va béao quan &

nhiét d6 -20°C cho dén khi ARN c6 thé dugc chiét tach.

Cac md dugc can, va nap vao 6éng Eppendorf dung tich 1,5mL (Eppendorf,
Hauppauge, NY) chira 600uL thubc thir TRIzol® (Invitrogen, Grand Island, NY). Céc
mo duogc 1am ddng nhit bang chay nhua trong ti hit sach khong chira ARNaza. Khi céac
mo da duoc déng nhét hoan toan, 600 pL TRIzol dugc bd sung vao moi mau, va 14t nguoc
vai 1an dé dam bao trén hoan toan. Khi dugc tron, 120 uL chloroform dugc nap vao moi
éng, va 14t ngugc nhanh. Sau d6, cic miu duge dit vao nude da trong 5 phit. Sau 5 phut,
mau dugc ly tAim & tde @6 12,000 x g trong 15 phut & nhiét do 4°C dé phén tach cac 16p
hitu co va 16p nudce. Khi duge phan tach, 16p nudc chira ARN dugce loai bd va nap vao
dng sach dung tich 1,5mL. Pdng thoi, 120pL cloroform duge nap thém vao mdi éng, va
14t nguge nhanh. Mau duge @ mét 1an nita trén nuée da trong 5 phut va ly tim & toc d6
12,000 x g trong 15 phuat & nhiét do 4°C. Khi dugc phan tach, 16p nudc chira ARN dugc
loai b6 va nap vao dng sach dung tich 1,5mL. P& két tia ARN, 1mL isopropanol lanh
dugc nap vao mdi 6ng. Sau d6, mdi miu dugc 14t ngugc vai lan dé dam bao tron hoan
toan. Sau d6, miu dugc 0 & nhiét do -20°C trong 30 phut va ly tdm & tde do 12,000 x g
trong 15 phut & nhiét do 4°C. Trudce tién, cac hat ARN duoc hién thi, va isopropanol
duoc loai bd. Sau do, cac hat ARN duogc rira béng etanol 75% khong chira ARNaza, va ly
tam 7,500 x g trong 10 phut & nhiét do 4°C. Sau do, etanol dugc loai bo va cac hat ARN
duogc dé kho. Sau do, cac hat dugc tao hdn dich lai trong nudc khong chitra ARNaza, va
bao quan & nhiét do -20°C.

ADN b sung duge thu nhan tir cic miu ARN tdng sb (250 ng) bang Kit miScript
2 RT (Qiagen) theo huéng din ciia nha san xuét. Cac miu duge 4 & nhiét do 37°C trong 1

gi0, sau d6 u ¢ nhiét do 95°C trong 5 phit. Quy trinh nay dugc hoan thanh ngay, & thoi
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diém d6 miu dugc dat 1én nude da. Cac miu khong dinh lugng ngay duge bao quan &
nhiét d6 -20°C, trong khi dé cic mAu cin dinh lugng ngay dugc pha lodng véi 200uL

nude khong chira ARNaza theo huéng dan ctia nha san xuat.

Céac chip PCR dinh lugng gen Qiagen dugc sir dung dé xac dinh céc thay ddi vé
mutc d6 biéu hién ARN mach ngén béng cach sir dung céc bang phan tich tdp trung vao
bénh dai thao dudng, bénh viém va bénh ty mién, va bénh than kinh. Hon hop phan tng
QuantiText SYBR Green PCR (2X), doan mdi miScript Universal (1 0X), khuén ADN bb
sung, va nudc khong chtta ARNaza duge dé 4m dén nhiét d6 phong truée khi sir dung.
Trong diéu kién méi truong sach khong chira ARNaza, cac thanh ph?m sau dugc tron voi
nhau theo lwgng dudi day vao do chira sach khong chira ARNaza theo huéng dan cua nha
san xuat. Khi dugc tron, 25puL dung dich phan tng d4 didu ché duge nap vao mdi giéng
ctia dia PCR dinh lugng 96 giéng bang pipet da kénh. Khi da dwoc nap, cac miu duge
phu béng tAm nhua dinh trong subt, va mdi giéng duoc bit kin riéng. Mbi dia dugc dit
vao may PCR dinh luong Applied Biosystems OneStep & d6 mdi dia dugc 0 ban diu &
nhiét do 95°C trong 15 phiit, tiép theo 1a 40 chu ky & cac diéu kién sau: 94°C 15 gidy;
55°C trong 30 gidy; va 70°C trong 30 gidy. Dit liéu duoc thu & bude thir hai ctia mdi chu
ky trong sb 40 chu ky.

Khi mdi thir nghiém durgc hoan thanh, dit lidu thé dugc phan tich bing phdn mém
OneStep. Truéc khi phan tich, dir liéu nén dugc thiét 14p theo huéng din cia nha san
xuét (chu ky 2- 2 chu ky trudc khi khuéch dai, khong 16n hon chu ky 15). Dit liéu nén 1a
mitc do sai léch trong chu ky dau, & d6 khéng c6 san phdm khuéch dai c6 thé phat hién.
Tai thoi diém nay, ngudng phat hién ciing duoc thiét 1ap theo hudng din cua nha san
xudt. Ngudng phat hién duoc thiét 1ap bang cach st dung d6 thi khuéch dai logarit dé thu
dugc doan tuyén tinh logarit ctia dd thi. Nguong phat hién duoc thiét 14p bing 1 cho toan
bd cac bang phan tich. Piém nay cho phép ngudng phat hién dugc thiét 14p cao hon dir
liéu nén, va & ntra dudi doan tuyén tinh cta dd thi cho toan bo cic mau dbi chang. Céc tri
s6 CT thd dugc thu nhan trong cac didu kién nay.

Pé thu duge tri s6 ACT, cac tri s6 CT tho tir mét mau dbi chimng (n=3) va mot miu
ché phdm canh thang tir ga (n=3) cho mdi bang phan tich dugc phén tich bang phin mém
phan tich ARN mach ngén miScrip PCR Array Web-Based do nha san xuét cung cdp. Dit

liéu dugce chuan héa véi mirc d bicu hién toi thi€u cia 2 gen duy tri cau triac, do mac do
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biéu hién ctia cac gen nay khéng thay ddi trong cac diéu kién thir nghiém. Khi céc gen
duy tri cAu trtc thich hop dugc chon, dit liéu dugc thu nhén, va céc tri s6 ACT d3 chuin
héa dugc tinh toan bang phin mém web-based. Sau d6, tri sb thu duoc tir phan mém dix
liéu dugc phén tich béng bang sb liéu excel. P& tinh toan céc tri s§ AACT cua cac miu
ché phém canh thang tir g3, phuong trinh sau dugc s dung: AACTyac1= ACT 1ay déi chime
1-ACTmau aact 1. P& xé4c dinh ty 18 thay déi tir cic mau biéu hién déi ching, phuong trinh
sau dugc st dung: ty 18 thay ddi = 2°AACT iz aact 1. Ty 1& thay dbi thu duoc tir 3 tha
nghiém doc 14p dugc tinh trung binh, va ghi lai duédi dang ty 1€ thay dbi trung binh +
SDEV. Mtrc d6 khéc biét ¢ y nghia thdng ké dugc x4c dinh bing phép kiém dinh Mann-
Whitney U, va mic d0 khac biét dugce xac dinh khi p <0,05.

Bang 7 Mtrc d9 thay d6i ham luong ARN mach ngén lién quan dén bénh viém va

bénh ty mién dap tng véi AACI.

Tyl thay | . 6 p
doi trung So véi
Tén Bénh Mb dich | Pinhso dasi Trinh tw
vai doi chirn
chirng g
AAC1
Bénh Fos, Ptgs2, 1(’)08,;:
”?;’{' viém va Racl, 0.60 0.05 UACAGUACUGUGAUAACUGAA
MR | bénhty Socs2, > ’ SEQ ID NO.1
101a-3p x 0,07
mién Spredl
R 1,00 £
rno- ?‘-mh . FOE’ Ptlgsz’ 0,06 UACAGUACUGUGAUAGCUGAA
miR- | Lonva e 0,68 + 0,046 SEQ ID NO.2
bénh tu Socs2, ’
101b-3p 1 0,05
mien Spred1
Bénh 1,00 &
mo | viemva | Bms, | 290 | | UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU
106b-5p brennilélfl.r Mgll, Osm. 0.08 SEQ ID NO.3
1,00 =
Bénh >
rmo- | ey | 116 Irf4, 0,05 UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
miR- | [ Stat3, 0,78 + 0,046 SEG ID NOA4
125b-5p | %t Tnfsf4. 0,09 :
Bénh Bmp2, 1,00 +
rme- | yism va Fgf9, 0,09 CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
miR- bénh tu Hdac7, 0,78 £ 0,05 SEQ ID NO.5
140-5p Jh T Spredl, 0,06 .
mien
Vegfa.
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Bénh 1,00+
"?1‘; viémva | Ghr, Prr, 00535 . 005 | UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA
M= | bénhtu Racl. ’ ’ SEQ ID NO.6
142-3p e 0,04
Benn | Bt C28, [
.rl‘;’; s | viemva Fﬁgbf’ahr’ 0,05 0.046 | UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
MER-20" 1 béenhtu | 0,68+0,10 | SEQ ID NO.7
Sp - Spredl, :
mien Vegfa.
Bénh 1,00 +
mf;"l . viemva | F3, 1125, Oogiloi 005 | CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
p bénhtw | Megll, Osm. oo ; SEQ ID NO.8
p mién ’
Benn | Ba Cd28, | 1,00+
rmo- | iamva | Fet7, Ghr, 0,06 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
miR- bénh tu 1110ra, 0,65 + 0,05 SEQ ID NO.9
195-5p Ty Spredl, 0,12 '
mien
Vegfa
Bénh 1,00 +
“?1"{_ viemva | Bmp3, Cast, 0021153 . 0.05 | UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
mi bénhte | Cntfr, F3 ’ g SEQ ID NO.10
19a-3p mi&n 0,06
Bénh 1,00 +
;::101 viémva | Bmp3, Cast, 00431 0.05 | UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
19b-3p bfnni}é ;u Cntfr, F3 9 SEQ ID NO.11
Bénh 1,00 &
o | viemva | F3, 105, Ooégi 0046 | UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
20a-5p brcrrlli}ér‘iu Mgll, Osm. 0,01 SEQ ID NO.12
Bénh 1,00 +
l;‘:l‘; viemva | F3, 1125, 00£6 . 005 | CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG
20b-5p bfr?i% rfu Mgll, Osm. 0,05 SEQ ID NO.13
Ccl7,
Cxcl12, Fas,
N Greml, 1,00 +
rno- Bénh 1 41 13, 0,15
! viém va : AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC
miR- | [0V | ll6ra, Kitlg, | 0,77+ 0,05 SEQ ID NO.14
23a-3p Tx Mstn, 0,12 )
mien Prkca
Prok2,
Stat5b.
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Cecl7,
Cxcl12, Fas,
N Greml, 1,00 +
rno- Bénh 1y s, 0,14 AUCACAUUGCCAGGGAUUACC
miR- Y)‘?T ‘t’;‘ ll6ra, Kitlg, | 0,74+ 0,05 SEQ ID NO.15
23b-3p Zflén Mstn, 0,12
Prkca,
Prok2,
Stat5b.
Bénh Bmp3, 1,00 +
- rmo- iem va | €428, Csfl, | 0.10 UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
viem va
miR- | Fefl, 0,64 + 0,05 SEQ IDNO.16
27a-3p r.nién' Greml, Irf4, 0,04
Lifr, Mstn.
Benh Bcl6, 1,00 £
rmo- iem va | CYp260bl, 0,44 AAAGUGCUUCCACUUUGUGUGCC
. viem va
miR- | -0V | Dock2, F3, | 8,13+ 0,05 SEQ Ib NO.17
291a-3p | st Leftyl, 3.67
Lefty?2.
Hdac4
’ 1,00 +
Bénh Il1rap, Lif, ,
RO Viem va Pdg,fa, 00§%4 i 005 | UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
SR | benhtw | Pt s ° SEQ ID NO.18
P mién Tnfrsfla, ’
Vegfa
Bénh 1,00 +
;1‘:1‘; viém va | Hdacs, Tl1a, 006111 N 0.05 UGUAAACAUCCUACACUCAGCU
" | bénhtr | Irf4, Lifr ’ ’ SEQ ID NO.19
30b-5p | % 0,16
Bénh 1,00+
o= viemva | Hdacs, Il1a, Ooégoi 005 | UGUAAACAUCCCCGACUGGAAG
miR- | penhtw | Irf4, Life ’ ’ SEQ ID NO.20
30d-5p | na 0,16
Bénh 1,00+
rno- | viemva | Hdacs, Illa, 008111 005 | UGUAAACAUCCUUGACUGGAAG
miR- | panhty | Irf4, Lifr o ; SEQ ID NO .21
30e-Sp mién ’
Bann | Btla Cd28, | 1,00
rno- iemva | F&f7,Ghr, 0,14 CAGCAGCAAUUCAUGUUUUGGA
viem va
miR- bénh tur I110ra, 0,63 + 0,05 SEQ ID NO.22
322-5p r'nién. Spredl, 0,14
Vegfa
Areg,
Bénh Bmp%, 1602 6* AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC
NO- | viemva | Il6ra, Kitlg, 009 1 0.05 SEQ ID NO.23
miR- bénh tu Nampt, (’) 14 ’
34e-5p | ign Nfe2ll, ’
Serpinf2
Benh | Csf2,F3, 1,00 +
mo- | emva | Fef7, 14, 0081701— 005 | AAUAUAACACAGAUGGCCUGU
miR- | ehar | Nedel, e ; SEQ ID NO .24
410-3p mién Vegfa ’
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Areg,
Bénh Bmp3, 1 (’)08 6i
o | viemva | Il6ra, Kitlg, ; UGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGU
miR- < 0,90 + 0,046
44925 ben}l tu Nampt, 0.01 SEQ ID NO.25
A5P | midn Nfe2ll, ’
Serpinf2
f’l‘;";s viemva | F3,1125, 066+ 0.05 | CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG
MIR22" 1 bénhtw | Mgll, Osm ’ ’ SEQ ID NO.26
5p T 0,04

Bang 8 Mtic do thay d6i ham lugng ARN mach ngin lién quan dén bénh dai thao

duong dap ving véi ché phdm AACI.

T)x"lg, thay Tris P
doi trung so véi dbi
Tén Mbo dich binh so véi chim Trinh tw
d6i chirng g
AAC1
Bénh béo th, té
rmo- | bao befa, dicuhoa | 1,00:£0,02 UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU
miR- truyén tin hiéu 3,59 +2,86 0,05
| uyen i ey SEQ ID NO.27
184 insulin, giam biéu
hién T2DM
no- Bénh béo phi, 1,000,18 UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU
miR- tang biéu hién 0,53 £0,10 0,05 SEQ ID NO.28
26b-5p T1DM :
Bénh béo phi,
mo- | g saukhisuy | L00*033 UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
miR- S Sau A 0,30 + 0,12 0,05
giam bai tiet SEQ ID NO.29
29b-3p 1 et
glucoza-insulin
rno- Bénh béo ohl 1,00 + 0,55 UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
miR- P DEO b 0,46 £ 0,15 0,05 SEQ ID NO.30
nang
29¢-3p
Bénh béo phi,
rno- | hogthéa roiloan | 1,00£0,07 UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG
miR- chirc nang t€ bao 0,82+ 0,10 0,05 SEQ ID NO 31
30a-5p beta gdy doc )
glucoza
O- | panhbéo phi, & | L00*0.13 UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU
miR- A 0,42 + 0,06 0,05
bao beta SEQ ID NO.32
34a-5p
rno- 1,00 £ 0,21
ey Bénh béo phi 032£0.10 0,05 GCCUGCUGGGGUGGAACCUGGU
370.3p SEQ ID NO.33

Bang 9 Miic d6 thay d6i ham lugng ARN mach ngin lién quan dén bénh than kinh

dép tmg v&i ché phdm AACI.
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T)’:,.k'e thay Trisé P
doi trung so VO’l abi
Tén Bénh binh so v&i , Trinh tw
Ko b . chirng
doi chirng
AAC1
Roiloan iy, |} 49, 1
rno-miR- bénh tAm than 0’77 N 0’13 0.05 UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU
106b-5p phan liét, bénh ’ > > SEQ ID NO.34
Alzheimer
rno-miR- |  Loatwien, | 1,00£0,18 AGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCG
bénh tAm than 0,69 + 0,20 0,05
138-5p . en SEQ ID NO.35
phan liét
rno-miR- ‘ 1,00+ 0,08 UCAGUGCAUCACAGAACUUUGU
148b-3p R&i loan tu ky 0,74+ 0,11 0,05 SEQ ID NO.36
. R R N 1,00 + 0,05
rno-miR- Bénh tdm than 0.87 = 0.04 0.046 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
195-5p phan liét ’ > > SEQ ID NO.37
Bénh 1,00 £0,17
rno-miR- Alzheimer, 0’ 65 + 0’18 0.05 UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
19b-3p bénh 7thoéi héa ’ ’ i SEQ ID NO.38
ti€u ndo
. " ~ P 1,00+ 0,14
rno-miR- Bénh tim than 0.78 4012 0.05 CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG
20b-5p phan liét ’ ’ ’ SEQ ID NO.39
rno-miR- B}f;‘rlllltiaé‘f S::ﬁ (1)’22 i 8’82 0.05 UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU
26b-5p | P 7o O ’ ’ g SEQ ID NO.40
Alzheimer
. 1,00 £ 0,06
rno-miR- Bénh bo dién 0.81+0.08 0.05 UCUCACACAGAAAUCGCACCCGU
342-3p ; ’ ’ ? SEQ ID NO.41
. A N 1,00+ 0,08
rno-miR- Bénh tdm than 0.72 4007 0.05 AUGUUGCUCGGUGAACCCC
409a-3p phan liét ’ ’ ? SEQ ID NO.42
rno-miR- : 1,00+0,12 UACGUCAUCGUCGUCAUCGUUA
598-3p R&i loan tu ky 0,77 £ 0,07 0,05 SEQ ID NO.43

Cac mau tiy séng thu duoc tir cac chudt thir nghiém dugc sit dung ché phdm canh

thang tir gd AACI 1% trong 28 ngay di uc ché dang ké 26 ARN mach ngén lién quan

dén bénh viém so véi mitc d6 phat hién duoc & chudt duge diéu tri bing cac mau ddi

chting. Ngac nhién 13, ARN mach ngin thudc nhém 101 (Bang 7), ma c6 kha ning trc ché

Map Kinaza Phosphataza 1, d& bi trc ché bdi ché phim canh thang AACI. C4c mAu vé

ndo tran thu duqc tir cac chudt tht nghiém dugc sir dung ché phém canh thang tr ga

AAC]I 1% ciing cho thiy mirc d9 biéu hién ciia 10 ARN mach ngén lién quan dén sy phat
trién cia nhiéu bénh than kinh da giam dang ké. Cac bénh nay bao gdm bénh ty ky, bénh

tam than phan liét, bénh Alzheimer, bénh thoai hoa tidu ndo, va bénh bo dién.
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Céac két qua thu dugc tir nghién ciru nay cho thiy ring ché phim canh thang tir g
AAC1 c6 thé hitu hiéu trong didu hoa phong ngira biéu sinh mét s ARN mach ngin lién
quan dén bénh viém than kinh cta hé than kinh trung wong, su phat trién va tién trién cta
mdt s6 bénh than kinh, cling nhu céc hoi ching chuyén hoéa. Céc dir lidu nay cho thiy ché
phdm canh thang tir gad AAC1 14 hitu hiéu hon trong diéu hoa cac ARN mach ngin nay

hon ché phdm diéu ché tai ho gia dinh tir ciing loai nguyén liéu.
Vidu 10
Dic tinh protein va x4c dinh phan bé trong lugng phén tir protein

Muc ti€u cta nghién clru nay la dé x4c dinh muc d6 khac biét vé dic tinh protein
trong cac mau ché phdm canh thang tir ga khac nhau bing phwong phap dién di trén gel.
Phuong phap dién di trén gel dugc thuc hién trén toan bo cidc miu dé phén tdch ham
lugng protein theo trong lugng phéan tir. Ham lugng protein dugc hién thi bang chét
nhudém mau xanh Simple. Trong luong phin tir clia cac bang protein c6 thé phan biét

duoc xac dinh.

Hai mau, mau ddi ching chira phin 16n protein ga (bang 2) va ché phdm canh
thang AACI (bang 3) dugc pha lodng trong nudc khir ion dén ham luong chit rin cubi
ciing bang 1% va phan tich bing phuong phap dién di trén gel SDS-PAGE (Fig.4) cling
véi protein chi thi trong lugng phan tir (bang 1). Phan b trong lugng phén tir ciia céc
bing protein chinh dugc dinh lugng. Cac dang bing khac nhau c6 thé do cic phuong
phap xtr 1y khac nhau. Nhu duogc thé hién trong Fig.4, ché phdm AACI ¢6 dang bang
nhoe cho thdy mirc d6 phan gii protein cao ma c6 thé 1a do phuong phap didu ché ché
pham nay. It nhat 90% protein trong ché pham AACI 13 nim trong khoang tir 10kD dén
50 kD. Trai lai, miu ddi chiig c6 phan b trong lugng phan tir rong nam trong khoang tir
10 kD dén 300 kD.

Toan bd cac nghién ctu trén dong vat dugc thé hién trong ban mo ta duoc thuc
hién theo c4c quy trinh huéng din di duoc chip thuan phi hop véi cac nguyén tic va quy
dinh ctia chinh phi. Cac thay ddi c6 thé dugc thuc hién trong cac phuong phip va hé
théng néu trén ma khong nim ngoai pham vi cia sang ché. Do d6, cn luu ¥ ring dbi
tuong chira trong phdn mé ta néu trén hodc dugc thé hién trong phin hinh vé& kém theo
chi nhim muc dich minh hoa chir khéng giéi han pham vi cta sang ché. Yéu cu bao ho

duéi day dugce st dung dé bao trum cac ddu hiéu co ban va dic trung dugc thé hién trong
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ban md ta, cling nhu céc doan tuyén bb cu thé trong pham vi cia phuong phép va hé

thong theo sdng ché c6 theé nam trong pham vi cta sang ché.

Mic di mdi phuong én néu trén da dugc minh hoa véi cac thanh phan khac nhau
c6 cac dinh hudng cu thé twong tmg, cin dugc hiéu ring hé théng va phuong phép nhu
dugc mo ta trong sang ché c6 thé duge thuc hién theo nhiu cach thirc cu thé véi céc
thanh phﬁn khac nhau dugc dit tai nhiéu vi tri va dinh huéng chung va van nam trong
pham vi va tinh than ctia sing ché. Hon nita, cdc bién thé tuéng duong thich hop c6 thé
duge sit dung thay thé hoic bd sung cho cic thanh phin, chic nang khac va viéc str dung
cac thanh phan thay thé hodc bd sung nay 1a hién nhién dbi véi chuyén gia trung binh
trong linh vic ndy va do d6 dugc xem 13 ndm trong pham vi cia sang ché. Do dé, cac vi
du néu trén chi dugc xem 1a minh hoa chit khéng giGi han pham vi cla sang ché, va sang
ché khong chi giéi han & cac phin md ta chi tiét néu trén ma cling c6 thé duoc cai bién

trong pham vi cia yéu cau bao h6 kéem theo.

Toan bd cac tai liéu tham khao duge vién din trong sédng che, bao gom cac patent,
don patent, bai bdo khoa hoc va céc tai li€u cong bd khéac, duge két hop vao sang ché

bang céach vién dan.
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<210> 1

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 1

uacaguacug ugauaacuga a 21
<210> 2

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 2

uacaguacug ugauagcuga a 21
<210> 3

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 3

uaaagugcug acagugcaga u 21
<210> 4

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 4

ucccugagac ccuaacuugu ga 22
<210> 5

<211> 22

<212> ARN
<213> Rattus norvegicus

<400> 5

cagugguuuu acccuauggu ag 22
<210> 6

<211> 23

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 6

uguaguguuu ccuacuuuau gga 23
<210> 7

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 7

uagcagcacg uaaauauugg cg 22
<210> 8

<211> 23

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 8

caaagugcuu acagugcagg uag 23
<210> 9

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 9

uagcagcaca gaaauauugg C 21
<210> 10

<211> 23

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 10

ugugcaaauc uaugcaaaac uga 23
<210> 11

<211> 23

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus

<400> 11

ugugcaaauc caugcaaaac uga 23
<210> 12

<211> 23

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
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<400> 12

uaaagugcuu auvagugcagg uag
<210> 13

<211> 23

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 13

caaagugcuc auagugcagg uag
<210> 14

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 14

aucacauugc cagggauuuc c
<210> 15

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 15

aucacauugc cagggauuac c
<210> 16

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 16

uucacagugg cuaaguuccg c
<210> 17

<211> 23

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 17

aaagugcuuc cacuuugugu gcc
<210> 18

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 18

uagcaccauu ugaaaucggu ua
<210> 19

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 19

uguaaacauc cuacacucag cu
<210> 20

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 20

uguaaacauc cccgacugga ag
<210> 21

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 21

uguaaacauc cuugacugga ag
<210> 22

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 22

cagcagcaau ucauguuuug ga
<210> 23

<211> 23

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 23

aggcagugua guuagcugau ugc
<210> 24

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 24

aauauaacac agauggccug u
<210> 25

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 25

uggcagugua uuguuagcug gu

27367

-33-

23

23

21

21

21

23

22

22

22

22

22

23

21

22



<210> 26
<211> 23
<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 26

caaagugcug uucgugcagg uag
<210> 27

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 27

uggacggaga acugauaagg gu
<210> 28

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 28

uucaaguaau ucaggauagg u
<210> 29

<211> 23

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 29

uagcaccauu ugaaaucagu guu
<210> 30

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 30

uagcaccauu ugaaaucggu ua
<210> 31

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 31

uguaaacauc cucgacugga ag
<210> 32

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 32

uggcaguguc uuagcugguu gu
<210> 33 .
<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 33

gccugcuggg guggaaccug gu
<210> 34

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 34

uaaagugcug acagugcaga u
<210> 35

<211> 23

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 35

agcugguguu gugaaucagg ccg
<210> 36

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 36

ucagugcauc acagaacuuu gu
<210> 37

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 37

uagcagcaca gaaauauugg c
<210> 38

<211> 23

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 38

ugugcaaauc caugcaaaac uga
<210> 39

<211> 23
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<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 39

caaagugcuc auagugcagg uag
<210> 40

<211> 21

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 40

uucaaguaau ucaggauagg u
<210> 41

<211> 23

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 41

ucucacacag aaaucgcacc cgu
<210> 42

<211> 19

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 42

auguugcucg gugaacccc
<210> 43

<211> 22

<212> ARN

<213> Rattus norvegicus
<400> 43

uacgucaucg ucgucaucgu ua
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YEU CAU BAO HQ
1. Ché phém diéu ché tir cac bd phén gia cam, chtra lugng duogc gia tdng cua chondroitin
sulfat va ¢ ty 1é nhit dinh giira axit amin prolin va axit amin histidin c6 ngudn gdc tir
c4c bd phan gia cAm, trong d6 ham luong ctia chondroitin sulfat c¢6 ngudn gbc tir cac bd
phén gia cim it nh4t bing 6% khdi lugng tinh theo tdng lugng chit rin kho cua ché
phém, va trong d6 ty 1€ khdi lugng nhét dinh giita axit amin prolin va axit amin histidin
c¢6 ngudn gbe tir cac bd phan gia cAm it nhét bang 4:1, ché phdm nay dugc didu ché &
dang 16ng hodc dang rin, trong dé it nhit 50% protein trong ché phdm nay c6 khéi lugng

phén tr ndm trong khoang tir 15kD dén 70kD.

2. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phim nay duoc diéu ché & dang long va con cha
hop chét polyphenol c6 ngudn gbc tir cac bd phan gia cdm véi ham lugng it nhét bang

4000pg/mL duong luong axit galic.

3. Ché phim theo diém 1, trong d6 ty 1& khéi lugng gitta prolin va histidin it nhat bing
6:1.

4. Ché phém theo diém 1, trong d6 ché phdm nay chira prolin c6 ngudn gdc tir cac bd
phén gia cAm vé6i ham luong it nhat bang 8% (khdi lwong/khdi lwong) tinh theo ham

lugng chét rén.

5. Ché phm theo diém 1, trong d6 ché pham nay con chira glyxin c6 ngudn gdc tir cac bd
phén gia cim, trong d6 ty 1& khdi lugng giira glyxin va histidin c¢6 ngudn gdc tir cac bod
phén gia cAm it nhit bing 6:1, va trong d6 ham lugng glyxin it nhit bing 12% (khbi
luong/khdi lugng) tinh theo ham lugng chat rin.

6. Ché phém theo diém 5, trong d6 ty 18 khéi luong gitta glyxin va histidin ¢6 nguén géc
tir cac bo phan gia cAm it nhét bang 10:1.

7. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phdm nay con chira hydroxyprolin cé ngudn gbc
tir cac bod phan gia cam, trong d6 ty 1& khdi luong giita hydroxyprolin va histidin ¢6
ngudn gbc tir cac bd phan gia cAm it nhét bang 4:1, va trong d6 ham lugng hydroxyprolin
it nhét bang 7% (khéi luong/khdi luong) tinh theo ham lugng chit ran.

8. Ché phdm theo diém 7, trong d6 ty 16 khdi luong giita hydroxyprolin va histidin cé

ngudn gbc tir cac bd phan gia cAm it nhit bang 6:1.
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9. Ché phdm theo diém 1, trong d6 ché phdm nay con chira prolin c6 ngudn gdc tir cac bd
phan gia cm, trong d6 ham lugng prolin it nhat bing 9% khéi lugng tinh theo tdng

lugng axit amin.

10. Ché phdm theo diém 1, trong d6 ché phim nay con chira hydroxyprolin ¢6 ngudn gbc
tir cac bd phan gia cim, trong d6 ham luong hydroxyprolin it nhit bang 7% khéi lugng

tinh theo téng luong axit amin.

11. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phdm nay chtra mot hodc nhidu axit amin mach
nhanh co6 nguén géc tir cac bo phan gia cAm, axit amin mach nhanh nay I3 it nhat mot
axit amin mach nhénh duoc chon tir nhém bao gém leucin, isoleucin, va valin, trong d6
ham lugng axit amin mach nhanh it nhit bing 5% khdi lugng tinh theo tbng luong axit

amin c6 trong ché pham nay.

12. Ché phim theo diém 11, trong d6 ham luong axit amin mach nhanh c6 ngudn gdc tir
cic b phan gia cdm it nhét bing 6% khéi lwong tinh theo tdng lugng axit amin c6 trong

ché pham nay.

13. Ché phidm theo diém 1, trong d6 ché phidm nay con chira it nhit mét thanh phén b
sung dugc chon tir nhém bao gdém chiét xuét girng, chiét xuét ca phé, chiét xuét nhan
sdm, chiét xuit ché xanh, chiét xuidt vé cay liéu, chiét xuét cdy nhii huong,
curcumin/turmeric, axit béo omega-3, dau ca, diu nhuyén thé, ddu tdo, chibt xuAt
pycnogenol tir vo cdy thdng bién, chiét xuét hat nho, chiét xuét hat lanh, ribonucleaza,
angiogenin, lactoferrin, lactoferrin gidu ribonucleaza, S-adenosyl metionin, protein
colagen, peptit colagen, gelatin, chiét xuit qua bo khong c6 kha ning xa phong hoa, chiét
xuét d4u twong khong c6 kha ning xa phong héa, chiét xuét hoa hubléng, mang vo trung,
polypeptit c6 ngudn gbc tir sita, cazein, nudc sita, metylsulfonylmetan, chiét xuét cay
ngoc gid, chiét xuat cdy moéng quy, bromelain, axit glutamic, cacao, chiét xut cay la han,

vitamin E, vitamin D3, chiét xuat qua 6c cho, va hon hop cta chung.

14. Ché phdm theo diém 1, trong d6 ché phdm nay con chua thanh phéan b sung 1a

protein colagen.

15. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phdm nay c6 ty 16 khéi lugng gifra protein va 4m

nam trong khoang tir 999:1 dén 1:999.

16. Ché pham theo diém 1, trong d6 cdc bod phén gia ciAm c6 ngudn gbc tir ga.
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17. Phuong phap diéu ché ché phim tir c4c bd phan gia cAm, bao gbm céc bude:

(a) nghién toan bd con gia cAm hodc cac bd phan cta né thanh cic miéng c6 kich
¢ trung binh nho hon 2cm,

(b) ham cac miéng thu duoc & bude (a) & nhiét do nim trong khoang tir 70°C dén
150°C trong khoang 8 dén 360 phut, va

(c) loai bd cac chat khong hoa tan dé thu dugc ché phidm & dang léng, trong d6
lugng chondroitin sulfat c6 trong ché phidm nay it nhit bang 7% khéi lugng tinh theo

tdng lugng chit rin kho.
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