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Linh vuwe k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc sinh san cia ca. Cu thé, sang ché dé cap dén cac
chit bat chuéc peptit c6 hoat tinh nhu chit ddi khéng neurokinin B (NKB) va
neurokinin F (NKF) va viéc stt dung chung dé e ché hodc 1am cham lai qué trinh

thanh thuc hé sinh san cua ca.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Chre ning sinh san dugc diéu khién chit ché bdi mang luéi phirc tap gbm céc
yéu t6 than kinh trung wong va ngoai bién, trong d6 yéu t& quan trong nhét 14 GnRH.
Gan day, peptit than kinh kisspeptin (dugc mi héa béi Kiss1) va neurokinin B (NKB,
dugc ma héa bdi Tac3) da duoc cho 14 c6 vai trd quan trong & céc giai doan khac nhau
clia qu4 trinh sinh san (Navarro VM. Front Endocrinol. 2012; 3:48). Cac nghién ctu &
nguoi da phét hién ra ring cac dot bién lam mét chirc ning & cac gen mi héa NKB
hodc thu thé neurokinin 3 (NK3R) din t6i ching gidm chic ning tuyén sinh duc do
giam chét thtic sinh duc va chiing vo sinh.

Neurokinin B (NKB) 1a thanh vién ho tachykinin cua cic hop chit peptit. Cac
dot bién gay bét hoat & gen tachykinin 3 (tac3) hodc gen thu thé tac3 (NKBR) lién quan
dén chimg suy day thi va chimg gidm chic ning tuyén sinh duc do giam chét thiic sinh
duc bAm sinh & nguoi. Pidu nay goi y ring NKB c6 thé c6 vai trd quan trong trong qud
trinh sinh san & nguoi.

NKB ¢6 thé c6 tac dong truc tiép thong qua thu thé trén tuyén yén va tic dong
gian tiép thong qua thu thé trén céc t& bao than kinh tiét hormon giai phéng chét thiic
sinh duc (gonadotropin-releasing-hormone: GnRH). NKB gin két véi cac thu thé cing
ngudn gbc cta ching, kich thich hoat tinh cua cac thu thé nay, dé tao ra tin hiéu bt
budc cho qua trinh tiét chit thic sinh duc — nhd d6 kidm soét céc sy kién & phia d4u ra
hd trg qua trinh sinh san. NKB la chét diéu hoa quan trong cua truc ving dudi d6i —
tuyén yén — tuyén sinh duc va 1a dich cia nhém céc chét diéu hoa cho cac qua trinh,

nhu phan hoi thong tin tir hormon steroit, qué trinh didu hoa dinh dudng va chuyén
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hoa.

Noi can bang ning lwong va sinh san 1a cac qua trinh quan trong nhéit trong
cudc séng ciia dong vat va c6 quan hé mét thiét v6i nhau. Sy diéu hoa phu hop cho qué
trinh ndi cAn bang ning lwong va sinh san ¢ y nghia quan trong cho sy khoe manh va
kha ning ton tai. Sinh san 14 qua trinh can nhiéu ning lugng, va su tuong tac chinh xéc
cta cac chit diéu hoa dbi véi qua trinh c4n bing ning lwong va sinh sén cho phép didu
hoa két hop ca hai qu4 trinh ndy. Trong hau hét cac loai ca dugc nghién ciru, céc bién
d4i theo mua vé kich thudce tuyén sinh duc cé twong quan tiéu cuc véi ndng d6 hormon
sinh truéng (growth hormone: GH) trong huyét thanh — vi duy, khi ndng d6 hormon tao
thé vang (luteinizing hormone: LH) cao do kich thuéc tuyén sinh duc tang thi ndng d6
GH thap, kém theo muc sinh trudng sinh dudng rat thap.

Lodi c4 c6 su da dang 16n vé chién lugc sinh sén, c6 thé dwogc thdy & cac khoang
sinh thai khac nhau va sit dung cac ché d9 dinh thoi khac nhau trong thoi ky thanh thuc
sinh duc. Khi so sanh véi cdc dong vit c6 xuong séng khac thi loai c4 c6 mot s6 dic
tinh riéng. Trai nguoc véi dong vt bén chan, trong d6 cac té bao tuyén yén c6 nhiéu
loai, & ca chi c6 mot co quan duy nhét c6 céc yéu ciu dic hiéu & mot sb vung nhét
dinh. Loai c4 thé hién kiéu ludng tinh & kha nang didu hoa thac sinh duc bing GnRH,
kidu nay két hop ca hai thanh phan thin kinh - tuyén va thin kinh - mach. Hon nita, céc
dAu cudi than kinh khac nhau tiét ra cac peptit than kinh khac nhau va kich thich tuyén
yén. Tuy nhién, van chua biét duge rang lidu té bao thin kinh NKB hay NKF c¢6 phong
t61 tuyén yén clia c4 hay khong.

Cho dén nay, mot sb luong 16n cac hop chit tachykinin di dugc xéac dinh & mot
pham vi rdng gbm cac loai tir dong vat khong xuong séng cho dén dong vit c6 vi.
Tacl ma héa ca chit P (substance P: SP) va NKA qua co ché ghép nbi xen ké.
Tac2/Tac3 tao ra peptit NKB, con Tac4 ma héa hemokinin-1.

Ba nhom thy thé tachykinin cta dong vat c6 vii (NK1, NK2, va NK3) da dugc
xéc dinh, va ching c6 4i luc gin két wu tién 1an lugt véi SP, NKA, va NKB. TACI va
TAC4 cta dong vat co vu tao ra 2 peptit than kinh hoat dong, trong khi TAC3 1a TAC
duy nhét chi tao ra 1 peptit thin kinh 1a NKB.

Gen tachykinin (tac) va gen thu thé tac dugc x4c dinh gin déy tir nhiéu lodi c4

(Biran 2012, PNAS 109:10269-10274). Phén tich phat sinh giéng loai cho thdy ring
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cac gen Tac3 clia ca va cac gen neurokinin cua dong vat c6 va xut hién tir cling mot
dong. D3 phat hién dugc do twong ddng cao & viing mi héa NKB trong sb cac loai ca
khéc nhau; tit ca déu c6 trinh tu tin cing C thong thuong. Mic du gen Tac3 clia cd ma
héa hai chat duge cho 1a peptit tachykinin, gen tién héa thing ciia dong vat c6 va ma
hoéa chi mot peptit tachykinin ma thoi. Chét dugc cho 13 peptit thit hai cia c4, dugc goi
12 neurokinin F (NKF), la chit dic biét va duoc phat hién 12 dugc bao toan trong )
toan bd cac loai ca thir nghiém.

Mirc mARN cua gen tac3a ¢ ca ngua vén ting dan trong vai tudn diu tién clia
cudc doi va dat dinh & thoi ky chin sinh duc. O ndo cua ca ngua van, quan sat duoc
mARN ciia gen fac3a va tac3b & cac ving ndo dic hiéu lién quan dén su sinh san
(Biran et al., 2008, Biol Reprod 79:776-786). Ngoai ra, chi mot miii tiém NKBa hodc
NKF qua dudng trong mang byng ciing lam ting dang ké mac LH & c4 ngwa vin cai
truong thanh, va gen fac3a cling nhu ca hai gen fac3r déu dugc diéu hoa ting béi
estrogen (Biran et al., 2012, nhu trén), didu nay goi y ring hé NKB/NKBR c6 thé tham
gia vao qua trinh hé than kinh-noi tiét kiém soat sy sinh s&n cta c va rang vai trd clia
hé NKB trong qua trinh hé than kinh-noi tiét kiém so4t su sinh sén dugc bao toan tién
hoa & cac dong vat c6 xuong sdng.

Cé ro Phi da tré thanh mot trong sb cac loai ca nudi nude ngot c¢o ¥ nghia quan
trong nhét v& mit thuong mai, do ching c6 kha nang sinh trudng cao, doi mot thé hé
ngén, dé dé trimg, va kha nang khang bénh.

b3 chiing minh dugc réng (Biran et al., 2014, Endocrinology 155, 4831-42) céc
peptit thin kinh dugc xac dinh gin ddy va goi tén 1a Neurokinin B (NKB) va
Neurokinin F (NKF), 1a cac chit duoc tiét ra b(’)ri nio ca va lién quan dén qua trinh sinh
san, c6 thé kich thich sy giai phong yéu t6 kich thich bao trimg (follicle stimulating
factor: FSH) va LH béng co ché truc tiép (thong qua su hoat héa cac thu thé dic hidu &
cép do tuyén yén) hodc co ché gian tiép (thong qua b ndo).

V6i mot s6 tac gia séng ché thi Cong bb don qudc t€ s6 WO 2013/018097 boe
16 chét chii van NKB va NKF dé didu hoa hormon & c va dic biét 1a dé thic day su
bit dau truéng thanh sinh duc 13n dAu, diu tiét thoi gian va lugng rung tring va dé
tring, ddng bd héa hodc kich thich su sinh san, ting cudng sy phat trién giao tir, ting

cudng qué trinh tao nodn hoang, cam tng GnRH, cadm tng Kisspeptin, lam ting lugng



29529

hormon thin kinh ving dudi dbi, lam ting lugng LH hoic FSH va gay ra sy chin té
bao tring. |

G. Drapeau et al., (Regul. Peptides, 31, 125, 1990) boc 1 hop chit SR142801
(Trp’, B-Ala®-Neurokinin A, 4-10) diing lam chit dbi khang tiém ning cta thu thé
tachykinin NK3 & dong vét ¢ vu. -

O'Harte, F. (J. Neurochem. 57 (6), 2086-2091, 1991) boc 1o chét twong tu peptit
duoc goi 12 Ranakinin, chét chd van thu thé tachykinin NK1 dugc phan lap b%lng
neurokinin B tir ndo cta éch ddm 1y chau Au (Rana ridibunda).

Mbt vai chit déi khang NKB phan tir nho, khong phai peptit di dugc biét &
dong vat c6 v, vi du: SB-222200 (Sarau et al., 2000, J Pharmacol Exp Ther 295:373-
381); Osanetant (SR-142,801) va talnetant (SB 223412) (Sarau et al., 1997, J
Pharmacol Exp Ther 281:1303-1311).

Trong khi céc tai liéu cong bé trude day boc 16 chat chi van NKB cia cé dé 1am
gia ting kha ndng thu thai va rat ngén thoi gian thanh thyc sinh dyc hodc chét dbi
khang NK-3 cua dong vat c6 v, khong c6 tai li€u cong bd da biét ndao boc 16 chit dbi
khang NKB & c4. Nhu cu ding cic chét d6i khang nay dé 1am cham lai thoi ky thanh

thuc sinh duc va kiém soat c4c thong sb sinh sn & c4 van chua dugc dép ung.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Sang ché dua trén phat hién ring sy Gc ché hoat tinh thu thé tac-3 & ca béng
chit d6i khang NKB c¢6 thé 1am cham lai hodc rc ché su thanh thuc sinh dyc va sinh
san. D4 bt ngd phat hién dugc ring sy thay dbi cac gbc axit amin dic hiéu trong trinh
tu cta peptit NKB va NKF din dén sy thay dbi hoat tinh cia céc chét nay tir chit chu
vén thanh chét dbi khang d6i v6i qua trinh thanh thyc sinh duc cta hé sinh san cua ca.
Sang ché ciing md ta phuong phép tc ché qué trinh thanh thyc sinh dyc & cé va
phuong phép xur ly cac vAn d hoic qué trinh phu thudc hormon & ¢4 bang cach cho st
dung chét ddi khiang NKB va NKF ciing nhu viéc sir dung chét d6i khang NKB va
NKF trong ché phim dugc hoic ché phém thirc an. Chét d6i khang NKB va NKF trén
co s& peptit c6 hoat tinh ngoai bién (¢ ddy dugc goi la chét bit chudc peptit) hodc cac
chét d6i khang khac, c6 tc dung uc ché hodic chdm dit sy sinh san cta c4, c6 thé lam

gia tang tbc d¢ sinh truéng va lam thay d6i sy xac dinh gi6i tinh, ngoai cac tic dyung
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khac.

Theo mot khia canh, séng ché d& xuét chit bit chuéc peptit c6 cong thirc I:

X,;-NMeVal-Xy-Leu-Met-Z (cong thirc I)

trong do:

chét bit chudc peptit ndy bao gdm tir 5 dén 10 axit amin;

X; la mach gém tr 1 3én 6 géc axit amin tu nhién hoic khéng c6 trong tu nhién
vatuyy la géc hodc bién thé bit d4u & dau tan cing N;

NMeVal 14 gbc N-metyl-Valin hodc gbc N-metyl-D-Valin;

X4 14 -NH(CH,),-CO- trong d6 n nam trong khoang tir 2 dén 6; va

7 1a dAu tan cing C cla peptit, ddu tdn clng nay c6 thé dugc amit hoa, axyl hoa,
khtr hodc este héa. Mdi kha nang 12 mot phuong 4n riéng biét cua sang ché.

Theo mdt s6 phuong 4n, X; chira it nhit mot gdc axit amin thom c6 céu hinh L
hodc D.

Theo cac phuong an khac, X, chira gbc D-Trp.

Theo mét sb phwong 4n, X; chua it nhit mot gbe axit amin (c6 tinh axit) mang
dién tich am.

Theo mdt sb phuong éan, dau tan cung C dugc amit hoa.

Theo mdt sb phuong an, X; bao gém 2 hodc 3 axit amin va dau tan cung N dugc
bit. M3i kha ning la mot phwong 4n riéng biét clia sang ché.

Theo mot s6 phuong 4n, X; bao gbm 2 hoic 3 gbc axit amin 13 gbc thom, gbc
(axit) mang dién tich 4m va gbc bit dau & dAu tan cing N. Mdi kha ning 12 mdt phuong
an riéng biét cua sang ché.

Theo mdt sé phuong 4n, X; chta gbc dugc chon tur gbc axit amin béo va gbe
phén cuc, khong mang dién. M3di kha ning 1a mdt phuong an riéng biét ciia sing ché.

Theo mot s6 phuong an, géc béo dugc chon tir nhém bao gE“)m: Ala, Ile, Leu.
M&di kha niing 12 mot phuong 4n riéng biét cuia sing ché.

Theo mét sb phuong 4n, gbc phan cuc, khong mang dién dugc chon tir Ser va
Thr. Mdi kha ning 1a mdt phuong an riéng biét cua sang ché.

Theo mot s phuong an, X; chtra gc")c‘ thom duoc chon tir nhém bao g(“)m Phe,
DPhe, Trp va DTrp; gdc (axit) mang dién tich 4&m dugc chon tir Glu va Asp; va gdc bit

diu & diu tan .cimg N sucxinyl (Succ). Mdi kha niang 12 mot phwong 4n riéng bigt clia
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sang ché.

Theo cac phuong an khéac nira, X; chira gbc thom duge chon tir Phe, va DTrp;
gbc Asp; gbe bit dAu & dAu tan cling N sucxinyl (Succ), va tuy ¥ 1a gbc duge chon tir
Ile va Ser. Mdi kha niing 1a mot phuong 4n riéng biét clia sang ché. |

Theo mot s6 phuong 4n, chét bat chude peptit c6 cong thirc II:

X;-NMeVal-BAla-Leu-Met-NH, (cong thirc IT)

trong d6, X; dugc chon tir nhém bao gbm: Succ-Asp-Phe; Succ-Asp-DPhe;
Succ-Asp-Trp; Succ-Asp-DTrp; Succ-Asp-Ile-Phe; Succ-Asp-Ile-DPhe; Succ-Asp-Ile-
Trp; Succ-Asp-Ile-DTrp; Succ-Asp-Ser-Phe; Succ-Asp-Ser-DPhe; Succ-Asp-Ser-Trp;
Succ-Asp-Ser-DTrp, Succ-Glu-Phe; Succ-Glu-DPhe; Succ-Glu-Trp; Succ-Glu-DTrp;
Succ-Glu-Ile-Phe; Succ-Glu-Ile-DPhe; Succ-Glu-Ile-Trp; Succ-Glu-Ile-DTrp; Suce-
Glu-Ser-Phe; Succ-Glu-Ser-DPhe; .Succ-Glu-Ser-Trp; va Succ-Glu-Ser-DTrp. Mdi kha
ning 1a mot phuong &n riéng bi€t cua sang ché.

Theo mdt s6 phuong 4n, sing ché d& xuét cht bit chudc peptit bao gom tir 5
dén 10 gbc axit amin chira trinh ty néu trong SEQ ID NO: 7:

NMeVal-BAla-Leu-Met (SEQ ID NO: 7).

Theo mot sd phuong an, chét bt chude peptit chtra trinh tw SEQ ID NO: 7, it
nhit mot gdc axit amin thom va it nhit mot gbe axit amin mang dién tich am.

Theo mot sb phuong 4n, chét bit chudc peptit chira trinh tuw SEQ ID NO: 7, it |
nhit mot gdc axit amin thom, it nhit mot gbc axit amin mang dién tich 4m va it nhét
mdt gdc duogc chon tir gbc axit amin béo va gbc phan cuc, khdng mang dién. Mbi kha
nang 1a mot phuong 4n riéng bi€t cuia sang ché.

Theo mdt sd phuong 4n, chét bét chudc peptit chira déu tan cung N dugc bit.

Theo mot s phuong 4n, chit bit chuéc peptit chira dau tan cing C dugc amit
héa.

Theo mdt s6 phuong 4n, chit bit chudc peptit bao gbm 3, 6, 7, 8, 9 hoic 10 gbe
axit amin va nhém bit ddu & ddu tan cing N tity y. Mdi kha nang 12 mot phuong an
riéng biét ctia sang ché.

Theo mdt sb phuong 4n, cht bit chude peptit bao gdm tir 5 dén 10 gbc axit
amin, ddu tan cing C dugc amit hoa va gbc bit ddu & dau tan cing N. M&di kha niing 13

mdt phuong an riéng biét cuia sang cheé.
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Theo mdt sb phuong 4n, chit bat chudc peptit bao gbm tir 6 dén 7 gbc axit amin
chira trinh tu SEQ ID NO: 7, va trinh ty dugc chon tir nhém bao gE‘)m: Succ-Asp-Phe;
Succ-Asp-DPhe; Succ-Asp-Trp; Succ-Asp-DTrp; Succ-Asp-Ile-Phe; Succ-Asp-lle-
DPhe; Succ-Asp-Ile-Trp; Succ-Asp-Ile-DTrp; Succ-Asp-Ser-Phe; Succ-Asp-Ser-DPhe;
Succ-Asp-Ser-Trp; Succ-Asp-Ser-DTrp, Succ-Glu-Phe; Succ-Glu-DPhe; Succ-Glu-
Trp; Succ-Glu-DTrp; Succ-Glu-Ilé-Phe; Succ-Glu-Ile-DPhe; Succ-Glu-Ile-Trp; Succ-
Glu-Ile-DTrp; Succ-Glu-Ser-Phe; Succ-Glu-Ser-DPhe; Succ-Glu-Ser-Trp; va Succ-
Glu-Ser-DTrp.

Theo mot sb phuong 4n, it nhit mot gbc bit ddu & dau tan cung N 13 gbc axit
dicarboxylic. Theo mét s6 phuong én, it nhit mot gbe bit ddu & diu tan cing N duge
chon tr nhém bao gdm: sucxinyl, oxalyl, malonyl, glutaryl, adipoyl, pimaloyl,
suberoyl, va axetyl. Mdi kha ning 13 mot phwong an riéng biét clia séng ché.

Theo mot sé phuong 4n cu thé, chét bt chudc peptit duge chon tir nhém bao

Succ-Asp-Ile-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 1, Ant-1);

Succ-Asp-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 2, Ant-2);

Succ-Asp-Ser-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 3, Ant-3);

Succ-Asp-Ile-D-Trp-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 4, Ant-4);

Succ-Asp-D-Trp-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 5, Ant-5); va

Succ-Asp-Ser- D-Trp -N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 6, Ant-6);

trong d6 Succ 12 sucxinyl.

Cén hidu rd ring cac peptit da biét truée day bi loai trir khoi pham vi bao ho clia
sang ché.

Theo mot sé phuong 4n, chét bat chude peptit con chira gbc 1am ting tinh thim.
Gdc bat ky da biét trong linh vyc nay 1a tao diéu kién thuén loi theo cach chu dong hodc
thu déng hodc lam tang tinh thAm ciia hop chét vao té bao thi déu c6 thé dugc sir dung
trong chét bét chudc peptit theo sang ché. Géé 1am tang tinh thdm c6 thé dugc nbi véi vi
tri bét ky trong gbc peptit theo cach tryc tiép hodc thong qua nhém dém hogc nhém lién
két.

Theo khia canh khéc, sang ché d& xuét ché pham chira chét bit chudc peptit c6

cong thirc L.
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Theo mdt sb phuong 4n, ché phim chira chét bat chudc peptit c6 cong thic I
duoc chon tir ché phdm dugce va ché phim thirc an.

Theo mdt sb phuwong 4n, ché phdm chura chét bit chudc peptit c6 cong thirc I,
trong d6 X; chua it nhét mot gbe axit amin thom c6 c4u hinh L hoic D.

Theo mdt s6 phuong 4n, ché phim chira chét bt chude peptit c6 cong thic I,
trong d6 X, chira gbe D-Trp.

Theo mot sb phwong 4n, ché pham chtra chét bat chudc peptit ¢6 cong thic 1,
trong d6 X; chua it nhét mot gbe axit amin (c6 tinh axit) mang dién tich 4m.

Theo mdt s phuong 4n, ché phim chira chit bt chudc peptit c6 cong thuc I,
trong d6 dau tan cing C dugc amit hoa.

Theo mét s6 phuong 4n, ché phdm chira chét bat chude peptit c6 cong thirc 1,
trong d6 X; bao gbm 2 hoic 3 axit amin va du tan cung N duoc bit. Mdi kha ning 1a
mot phuong an riéng bi€t cia sang ché.

Theo mét sé phuwong 4n, ché phdm chtra chét bt chude peptit c6 cong thirc 1,
trong d6 X; bao gbm 2 hoic 3 gbc axit amin 1a gbc thom, gbc (axit) mang dién tich am,
d4u tan cung C dugc amit hoa va gde bit diu & du tan cing N. Mdi kha ning 12 mot
phuong 4n riéng bi€t cua sang ché.

Theo mdt sé phwong an, ché phim chira chét bit chudc peptit c6 cong thuc I,
trong d6 X; chira gbc duge chon tir gbc axit amin béo va gbc phén cuc, khong mang
dién. Mbi kha ning 12 mot phuong 4n riéng biét cia sang ché.

Theo mdt sé phwong 4n, ché phdm chura chét bt chude peptit c6 cong thic I,
trong do géc béo dugc chon tir nhom bao gém: Ala, Tle, va Leu. Mdi kha ning 1a mot
phuong an riéng bi€t cla sang ché.

Theo mdt s6 phuwong an, ché phim chira chét bat chude peptit c6 cong thirc I,
trong d6 gbc phan cuc, khong mang dién dugc chon tir Ser va Thr. Madi kha ning 1a
mot phuong an riéng bi€t cua sang ché.

Theo mét s6 phwong én, ché phim chtra chét bit chude peptit c6 cong thirc I,
trong d6 X; chura gbc thom duge chon tir nhém bao gbdm Phe, DPhe, Trp va DTrp; gdc
(axit) mang dién tich &m dugc chon tir Glu va Asp; va géc bit diu & déu tan cung N
sucxinyl (Succ). Mdi kha ning 1a mét phwong an riéng bi€t cla sang ché.

Theo mét sb phwong 4n, ché phim chtra chét bat chude peptit ¢6 cong thirc I,
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trong d6 X; chira géc thom duogc chon tir Phe, va DTrp; géc Asp; géc bit ddu & dau tan -
cung N sucxinyl (Succ), va tuy y 1a gbc dugc chon tir Ile va Ser. Mdi kha nang 1a mot
phuong an riéng biét cia sang ché.

Theo mét s6 phuong 4n, ché phim chira chét bét chudc peptit c6 cong thic II:

X;-NMeVal-BAla-Leu-Met-NH, (Cong thire II);
trong d6, X; dugc chon tir nhdm bao gém: Succ-Asp-Phe; Succ-Asp-DPhe; Succ-Asp-
Trp; Succ-Asp-DTrp; Succ-Asp-Ile-Phe; Succ-Asp-Ile-DPhe; Succ-Asp-Ile-Trp; Succ-
Asp-Tle-DTrp; Succ-Asp-Ser-Phe; Succ-Asp-Ser-DPhe; Succ-Asp-Ser-Trp; Succ-Asp-
Ser-DTrp, Succ-Glu-Phe; Succ-Glu-DPhe; Succ-Glu-Trp; Succ-Glu-DTrp; Suce-Glu-
Ile-Phe; Succ-Glu-Ile-DPhe; Succ-Glu-Ile-Trp; Succ-Glu-Ile-DTrp; Succ-Glu-Ser-Phe;
Succ-Glu-Ser-DPhe; Succ-Glu-Ser-Trp; va Succ-Glu-Ser-DTrp. MBbi kha ning 1a mot
phuong an riéng bi€t cia sang ché. |

Theo mét sd phurong 4n, ché phim chira chit bét chudc peptit bao gdm tir 5 dén
10 gbc axit amin chra trinh tw NMeVal-pAla-Leu-Met (SEQ ID NO: 7).

Theo mdt sd phwong 4n, ché phdm chira chét bét chudc peptit c6 trinh tw SEQ
ID NO: 7, it nhit mot gdc axit amin thom va it nhét mot gbe axit amin mang dién tich
am.

Theo mét s6 phwong 4n, ché phdm chira chét bét chudc peptit ¢6 trinh tw SEQ
ID NO: 7, it nhit mot gbc axit amin thom, it nhit mot gdc axit amin mang dién tich 4m
va it nhit mot gde dugc chon tr gbc axit amin béo va gbc phan cuc, khong mang dién.
M3i kha ning 12 mdt phuong 4n riéng biét clia sang ché.

Theo mét sé phuong 4n, ché phim chira chét bit chudc peptit c6 dAu tan cing N
duoc bit.

Theo mot sé phuong 4n, ché phim chira chét bét chudc peptit c6 dau tan cing C
dugc amit hoa.

Theo mot sé phurong 4n, ché phdm chira chét bit chudc peptit bao gbm 53, 6, 7,
8, 9 hodc 10 gdc axit amin va nhém bit diu & dAu tan cing N tiry y. Mdi kha ning 1a
mot phuong an riéng biét cia sang ché.

Theo mdt s6 phwong 4n, ché phim chtra chét bit chude peptit bao gdm tir 5 dén
10 gbc axit amin, d4u tan cing C dugc amit hoa va gbc bit ddu & d4u tan cting N. Mbi

kha niing 12 mot phuong an riéng biét ciia sang ché.
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Theo mdt sé phuong 4n, ché pham chira chét bit chude peptit bao gdm 6 dén 7
géc axit amin chira trinh tw SEQ ID NO: 7, va trinh ty dugc chon tir nhém bao gbm:
Succ-Asp-Phe; Succ-Asp-DPhe; Succ-Asp-Trp; Succ-Asp-DTrp; Succ-Asp-Ile-Phe;
Succ-Asp-Ile-DPhe; Succ-Asp-Ile-Trp; Succ-Asp-Ile-DTrp; Succ-Asp-Ser-Phe; Succ-
Asp-Ser-DPhe; Succ-Asp-Ser-Trp; Succ-Asp-Ser-DTrp, Succ-Glu-Phe; Succ-Glu- |
DPhe; Succ-Glu-Trp; Succ-Glu-DTrp; Succ-Glu-Ile-Phe; Succ-Glu-Ile-DPhe; Succ-
Glu-Ile-Trp; Succ-Glu-Ile-DTrp; Succ-Glu-Ser-Phe; Succ-Glu-Ser-DPhe; Suce-Glu-
Ser-Trp; va Succ-Glu-Ser-DTrp.

Theo mét sb phuong 4n, it nhat mét géc bit ddu & déu tan cing N duoc chon tir
nhom bao gdm: sucxinyl, oxalyl, malonyl, glutaryl, adipoyl, pimaloyl, suberoyl, axetyl,
va céac gbe axif dicarboxylic khac. Mdi kha ning 1a mt phuong 4n riéng biét clia sing
ché. |

Theo mot sb phuwong 4n cu thé, ché phdm chira chat bét chude peptit duge chon
tir nhém bao gom:

Succ-Asp-Ile-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 1, Ant-1);

Succ-Asp-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 2, Ant-2);

Succ-Asp-Ser-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 3, Ant-3);

Succ-Asp-Ile-D-Trp-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NHz (SEQ ID NO: 4, Ant-4);

Succ-Asp-D-Trp-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 5, Ant-5); va

Succ-Asp-Ser- D-Trp -N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 6, Ant-6);

trong d6 Succ 1a sucxinyl.

M&i kha ning 13 mdt phuong 4n riéng biét clia sang ché.

Ché phdm dugc theo sang ché chua chit bit chudc peptit dung lam chit dbi
khang NKB hozc NKF nhu dugc xdc dinh trén day va chét mang, chit pha lodng, mudi
hoic ta duge dugc dung tuy y. |

Ché phim thtic in theo séng ché chira chét bit chuéc peptit dung 1am chit d6i
khang NKB nhu dugc xac dinh trén day va chit phu gia thtrc #n tuy y. Chét phu gia
thiee #n bat ky da biét trong linh vuc nay c6 thé dugc st dung trong ché phim thirc in
theo sang ché. Chét nay bao gbm, nhung khong chi gi¢i han &, chit phu gia tao mau,
chét phu gia tao vi v.v.. Chét dinh dudng, bao gdm, nhung khong chi gidi han 6,

protein, hydrat cacbon, chét béo, chét khoang, vitamin v.v., cling ¢0 thé dugc dua vao
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ché phim thirc in theo sang ché. Ché phim thirc #n theo sang ché c6 thé chira chit
dinh dudng va chét phu gia thirc 4n, ngoai it nhét mot chét ddi khang NKB hozc NKF
hoat tinh.

Theo mot sb phuong 4n, ché phadm thirc &n chira vién thic &n dugc bao bang it
nhat mot chét déi khang NKB hodc NKF.

Ché phim dugc hodc ché phdm thirc &n nhu dugc xéac dinh trén diy ding lam
chit d6i khang NKB ciing thuéc pham vi bao hd cia sang ché.

Ché phim chira chét bt chuéc peptit theo séng ché c6 thé dugc str dung cho cd
theo cach hodic dudong ding bit ky da biét trong linh vyc nay bao gdm st dung ngoai
duong tiéu hoa va st dung qua duong rudt. Theo mot s6 phuong 4n, viéc st dung
ngoai dudng tiéu hoda bao gbm, nhung khong chi gii han &, kiéu tiém bét ky. Theo
mot s6 phuong 4n, st dung qua dudng rudt bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, st
dung qua dudng miéng, bao gbm st dung duédi dang chét b sung cho thirc in, sit dung
bang cach ngam, bao gbm st dung duéi dang chét bd sung cho nudc udng, va sit dung
trong da day qua 6ng thong.

Theo mdt sb phuong an, ché phim dugc sir dung cho ca dudi dang mot phén
thirc 4n hodc nude st dung thong thuong.

Theo mot sb phuong an, ché phém duogc st dung cho cé trong thé tich nuédc
dugc hit boi mang ca. |

Theo khia canh khac, sang ché ciing d& xuét ché phim chira chit d6i khang
NKB dung dé wc ché it nhét mot thong s6 clia qué trinh sinh san hogc thanh thyc sinh
duc cua ca.

Chét dbi khang NKB theo sang ché 12 hop chit c6 kha ning ghn két vai thu thé
tachykinin 3 (tac3) cta c4 va Uc ché hoat tinh cta thu thé nay. Chit d6i khang NKF
cling dugc bao gdbm trong phén dinh nghia clia chét d6i khang NKB.

Theo mdt sé phuong 4n, ché pham ding dé trc ché it nhit mot thong s clia quéa
trinh sinh san hoic thanh thuc sinh dyc ctia ca chira chét bét chude peptit dugc chon tur
nhom bao gbm: chét bét chude peptit c6 cong thire I, nhur dugc xéac dinh trén déy; chét
bét chude peptit c6 cong thirc I, nhu duge x4c dinh trén déy; va chét bit chudc peptit
bao gbm tir 5 dén 10 gbc axit amin chira trinh ty SEQ ID NO: 7.

Theo mdt sb phuong 4n, ché pham ding dé tc ché it nhat mot thong s clia quéa
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trinh sinh san hodc thanh thuc sinh duc cua ca chira chét bat chude peptit dugc chon tur
nhém bao gdm:

Succ-Asp-Ile-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 1, Ant-1);

Succ-Asp-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 2, Ant-2);

Succ-Asp-Ser-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 3, Ant-3);

Succ-Asp-Ile-D-Trp-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 4, Ant-4);

Succ-Asp-D-Trp-N(Me)Val-BAIa—LeuQMet-NHZ (SEQID NO: 5, Ant-5); va

Succ-Asp-Ser- D-Trp -N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 6, Ant-6);

trong d6 Succ 1a sucxinyl.

MBbi kha niing 1a mot phuong an riéng biét ciia sang ché.

Theo cac phuong an khéc, ché phdm ding dé wc ché it nhit mot thong sb cia
qua trinh sinh san hodc thanh thuc sinh dyc cta cé chira chit dbi khang NKB khong
phai peptit.

Theo mdt sd phuong an cu thé, ché phim ding @& trc ché it nhit mot thoéng sb
clia qué trinh sinh san hodc thanh thuc sinh duc cla cé chia chét d6i khang NKB
khong phai peptit dugc chon tir nhém bao gbém: (S)-(2)-N-(a-etylbenzyl)-3-metyl-2-
phenylquinolin-4-carboxamit (con dugc goi la SB-222200); (S)-(1)-N-{{3-[1-benzoyl-
3-(3,4-diclophenyl)piperidin-3-yl]prop-1-yl}-4-phenylpiperidin-4-y1} -N-metylaxetamit
(con dugc goi 1a Osanetant va SR-142,801), va (S)-(2)-N-(a-etylbenzyl)-3-hydroxy-2-
phenylquinolin-4-carboxamit (con dugc goi la talnetant va SB 223412). Mbi kha ning
1a mot phuong an riéng biét cua sang ché. |

Theo khia canh khac nita, sang ché d& xuit phuong phap wc ché it nhit mot
thong s6 ctia qud trinh sinh sén hogc thanh thuc sinh duc cla cd, phuong phép nay bao
gbm buéc cho ca st dung ché pham chtra chét dbi khang NKB.

Theo mdt sé phuong 4n, ché phdm duogc chon tir nhém bao gbm ché phim dugc
va ché pham thirc 4n.

Hop chit d6i khang NKB bét ky c6 kha ning gin két véi thu thé tac3 ctia cd va
trc ché hoat tinh cta thy thé nay déu c6 thé duge sir dung theo khia canh nay.

Theo mdt sé phuong 4n, phuwong phap bao gdm budc cho cé st dung ché pham
chta chét bit chudc peptit dugc chon tir nhom bao gbm: chét bat chudc peptit c6 cong

thirc I nhu duge x4c dinh trén ddy; chét bit chudce peptit c6 cong thire II nhur dugc x4c
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dinh trén déy; va chit bat chudc peptit bao gbm tir 5 dén 10 gdc axit amin chira trinh ty
SEQ ID NO: 7. |

Theo mdt sé phuong 4n, ché phdm chira chét bit chudc peptit duge chon tir
nhém bao gdm:

Succ-Asp-Ile-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 1, Ant-1);

Succ—Asp-Phe—N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH2 (SEQ ID NO: 2, Ant-2);

Succ-Asp-Ser-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 3, Ant-3);

Succ-Asp-Ile-D-Trp-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 4, Ant-4);

Succ-Asp-D-Trp-N(Me)Val;BAla-Leu-Met-NH2 (SEQ ID NO: 5, Ant-5); va

Succ-Asp-Ser- D-Trp -N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 6, Ant-6);

trong d6 Succ 12 sucxinyl. '

MBbi kha ning 12 mot phuong 4n riéng biét ciia sang ché.

Theo cac phuong an khac, ché phAm chira chit dbi khang NKB khong phai
peptit. v

Theo mdt s6 phuong 4n cu th&, ché phim chira chét d6i khang NKB khong phai
peptit dugc chon tr nhém bao gdbm:  (S)-(2)-N-(a-etylbenzyl)-3-metyl-2-
phenylquinolin-4-carboxamit (con dugc goi la SB-222200); (S)-(1)-N-{{3-[1-benzoyl-
3-(3,4-diclophenyl)piperidin-3-yl]prop-1-yl}-4-phenylpiperidin-4-y1} -N-metylaxetamit
(con dugce goi 1a Osanetant va SR-142,801), va (S)-(2)-N-(a-etylbenzyl)-3-hydroxy-2-
phenylquinolin-4-carboxamit (con dugc goi 1a talnetant va SB 223412). Mbi kha ning
14 mot phuong 4n riéng bi€t cua sang ché.

Ché phim dugc theo sang ché dugc st dung trong phuong phép e ché it nhét
mot thong sb ctia qua trinh sinh san hogc thanh thuc sinh duc cua cé, chia chét dbi
khéang NKB va chét mang, chit pha loang, mubi hoic ta dugc dugc dung tuy .

Ché phim thirc in theo sang ché duoc str dung trong phuong phép e ché it nhat
mot thong sb cua qué trinh sinh san hogc thanh thuc sinh dyc cua ca, chtra chét dbi
khéang NKB va chét phu gia thirc in thy y. Ché phém thtrc in theo sdng ché ciing c6 thé
chira chét dinh dudng va chit phu gia thitc n bao gbm, nhung khong chi giéi han 0,
protein, hydrat cacbon, chit béo, chét khoang, vitamin v.v., cling c6 thé dugc dua vao
ché phdm thirc 4n theo séng ché.

Su (rc ché it nhit mot thong sé cita qua trinh sinh san hodc thanh thyc sinh dyc
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cua ca bao gf)m, nhung khong chi gigi han &: 1am chim lai hodc chdm dit sy trudng
thanh sinh duc 14n d4u n6i chung hodc sy sém trudng thanh sinh duc 1an d4u néi riéng;
didu hoa su xac dinh va biét héa (qua trinh phat trién tuyén sinh duc sau khi gi6i tinh
da duoc xac dinh) gidi tinh va sinh san (giai phong tring va tinh dich). Pham vi ctia
sang ché con bao gbém phuong phap xit Iy cac vAn d& hoic qua trinh phu thudc hormon
& c4 c6 lién quan dén qua trinh sinh san.

Theo mot sd phuong an, sy uc ché qu4 trinh sinh san hodc thanh thuc sinh duc
cua ca lam ting trong luong cia ca dugc xr ly.

Cé theo sang ché bao gém loai ca bét ky tr 16p, phén 16p, bd, ho hodc chi bét ky
bao gdm cé nudi, ca dn dugc va ca canh. Theo mot s6 phuong 4n khong 1am gi6i han
sang ché, ca dirqc chon tir nhém bao g(“)m: ca rd Phi, ca chép, ca hdi, ca vuoc, ¢ tré va
ca dbi.

Viéc st dung chét déi khang NKB cho ca theo phuong phéap cua sang ché ¢6 thé
duoc thuc hién theo cach bét ky da biét trong linh vyc nay bao gdm, nhung khong chi
gii han &, st dung ngoai duong tiéu héa, st dung qua duong miéng va st dung bang
cach ngam. _

Theo mot sd phuong 4n, chét d6i khang NKB duge sir dung cho ca ¢ dang mot
phan thirc in hodc nudc sir dung.

Theo mot s& phuong an, ché phim duqc stt dung cho cé trong thé tich nuéc
dugc hit béi mang ca.

Céc phuong an khac nita va toan by pham vi ing dyung sang ché s& tr& nén rd
rang tir phan mo ta chi tiét sang ché duogc trinh bay sau ddy. Tuy nhién, can hidu ring
phin mo ta chi tiét sang ché va céc vi du cu thé, trong khi thé hién céc phuong 4n uu
tién cua séng ché, dugc dua ra chi nham muc dich minh hoa, do cac thay dbi va cai
bién khéc thudc pham vi cia sang ché s& tré nén r6 rang véi ngudi co hiéu biét trung

binh trong linh vuc khi xem phén mo ta chi tiét sang ché nay.

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1A va Fig.1B thé hién tdc dung cia séu chét bit chudc peptit trong viée e
ché qua trinh truyén tin hiéu (Fig.1A thé hién qua trinh hoat héa CRE, Fig.1B thé hién
qué trinh hoat héa SRE) & ¢4 10 Phi. M>i chét dbi khang dugc thém vao & ndng d6 khac
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nhau ddng thdi véi NKB & nbéng do 1#10M (=0,1nM). NKB ctia c4 t6 Phi 1am tang
hoat tinh luxiferaza 1én 1,8 14n va su giam muc d6 dap ‘mg cta céc polypeptit khac nhau
dwoc thé hién. Fig.1C thé hién két qua so sénh hoat tinh chil van ciia cc chat tuong tw
NKB va NKF khac nhau trong m6 hinh hoat héa CRE.

Fig.2A va Fig.2B thé hién tic dung cla sdu chét bat chudc peptit trong viéc tc
ché qua trinh truyén tin hiéu & c4 ngwa vén (Fig.2A thé hién qué trinh hoat héa CRE,
Fig.2B thé hién qua trinh hoat hoa SRE). NKB cua cd ngua vin 13m ting hoat tinh truyén
tin hiéu 1én hon 3 1an. T4c dung cua chét bat chudc peptit dugc thir nghiém khi mdi chit
dbi khéng duoc thém vao & ndng do khac nhau ddng thdi véi NKB & nong do 1* 10° M
(=0,1 nM).

Fig.3A va Fig.3B thé hién tac dung ctia chat dbi khang NKB SB222200 dbi vai
CRE-Luc & té& bao COS-7 dwgc chuyén nhiém bang tac3r cua cé rd Phi, bang céch st
dung thu thé va phdi tir cua nguayiiam dbi chimg dwong. Fig.3A thé hién tic dung dbi
v4i hoat tinh luxiferaza cla riéng chit d6i khang khong phai peptit so véi NKB cua
ngudi (h(NKB), NKB ciia ca 16 Phi hodc NKF cia c4 1o Phi. Fig.3B thé hién tic dung
dbi voi hoat tinh luxiferaza cta cac nﬁ‘)ng d6 khac nhau cua chét dbi khang dugc thém
vao ddng thdi v6i phéi tir ty nhién (NKB hogc NKF) & nong do 0,1nM.

Fig.4A va Fig.4B thé hién tac dung cua chit d6i khang NKB Osanetant (SR-
142,801) d6i v6i CRE-Luc & té bao COS-7 duge chuyén nhi€m bing tac3r cta cd rd
Phi khi thu thé va phéi tir cila ngudi duge st dung 1am dbi chimg duong. Fig4A thé
hién tac dung cta ri€ng chét ddi khang khong phai peptit d6i v6i hoat tinh luxiferaza so
v6i hNKB, NKB cua ca 16 Phi hoac NKF cuia cd rd Phi ¢ néng d6 0,1 nM (10'8 M).
Fig.4B thé hién tac dung cia cac ndng d6 khac nhau cia chit d6i khang dugc thém vao
ddng thoi v6i phdi tir ty nhién (NKB hogic NKF) & nong do 0,1nM.

Fig.5A va Fig.5B thé hién két qua thir nghiém hoat tinh d6i khang NKB ctia
SB222200 in vivo (véi lugng 10, 100 hodc 500 pg/kg thé trong) ddi véi su giai phong
FSH (Fig.5A) va LH (Fig.5B) & ¢4 rd Phi.

Fig.6 thé hién két qﬁé quan sat mo hoc cua cac tuyén sinh duc tlr tinh hoan cia
ca dugce xtr Iy so véi ca d6i chung. Tinh hoan c4 c6 ciu tao dang nang.

Fig.7 thé hién thé tich tinh dich c4 dwoc tiém chét d6i khang NKB SB222200,
chit d6i khang NKB Ant-4, hodc dbi chimg.
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Fig.8 thé hién cac mirc 11-ketotestosteron (11KT) & ca duge tiém SB222200
hodc chét d6i khang NKB Ant-4 trong 14 ngay.

Fig.9 thé hién tdc do sinh trudng ctia ¢4 rd Phi dyc truéng thanh dap tmg voi vige
tiém SB2222000, hoic chit di khang NKB Ant-6 (500 ug/kg thé trong mdi 48 gios trong
2 tudn, n = 25 con c4 mdi nhém).

Fig.10 thé hién chi sb thanh thuc sinh duc (Gonado-somatic-index: GSI) cua c4
duoc tiem SB222200 hoic chét dbi khang NKB Ant-6.

Fig.11 thé hién mutc do biéu hién khang nguyén trong nhin t€ bao ting sinh
(proliferating cell nuclear antigen: PCNA) & ﬁnh hoan cta ca dugc tiém vao ngay 27.

Fig.12A va Fig.12B thé hién mtrc d9 sinh truéng dap Ung v6i viée nudi ca con
bang chét dbi khang. Fig.12A thé hién tdc do sinh truong cia ca (g) khi st dung va
khong st dung chét d6i khang. Fig.12B 1a c4c hinh anh dai dién cta cd duoc dé cap
trén Fig.12A. Ba con ¢4 bén trai 12 c4 ddi ching, va ba con c4 bén phai 1a c4 dugc nudi
bing chét d6i khang Ant-6.

Fig.13 thé hién tac dung ctia chit dbi khang NKB s6 4 va sb 6, d6i véi CRE-Luc

trong té bao COS-7 dugc chuyén nhiém bing gen tac3r clia ca hdi.

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xuit chét rc ché su sinh san clia c4 va phuong phap kiém soat qui
trinh thanh thuc sinh duc va sinh trudng ctia ching. Sang ché dya trén su tc ché hoat
tinh ctia thu thé tachykinin 3 (thu thé tac-3) bing chit d6i khang dua trén co s& peptit
hoic chit déi khang phén tir nho ciia phdi tik tac-3 NKB va NKF.

Theo mét sb phuong 4n ciia sang ché, chit dbi khang NKB 14 hop chét trén co
sO peptit (chét bat chudc peptit) c6 cong thirc sau day:

X;-X,-X3-NMeVal-X,-Leu-Met-NH,
trong do

X, 1a axit amin hodic chit bit chudc axit amin khong c6 trong tu nhién bét ky
hoic bing khong (khong c6 axit amin);

X, 1a axit amin hodc chit bit chudc axit amin khéng c6 trong tu nhién bét ky
hoic bang khong (khong c6 axit amin);

X3 1a axit amin bét ky, t6t hon néu 13 axit amin thom c6 cdu hinh D, t&t nhat néu
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1a D-Trp hoic bang khong (khong c6 axit amin);

X, 12 nhém dém ¢6 coéng thirc -NH(CH,),-CO- trong d6 n nam trong khoang tu

2 dén 6, hoic nhom dém c6 cdng thitc —(Pro),- trong d6 n nim trong khoang tir 1 dén

6.

Sang ché dé xuét chét bét chudc peptit bao gém tir 5 dén 10 axit amin va gdc bit

d4u & dau tan cing N tuy ¥, trong d6 chit bit chudc peptit nay duge chon tir nhém bao

gom:

i. hop chit c6 cong thirc I: X;-NMeVal-Xs-Leu-Met-Z, trong d6 X; la mach

ii.

gbm tir 1 dén 6 gbc axit amin ty nhién hodc khong c6 trong ty nhién;
NMeVal 1a gbc N-metyl-Valin hogc gbc N-metyl-D-Valin; X, 13
-NH(CH,),-CO- trong d6 n nim trong khoang tir 2 dén 6; va Z 1a dau tan
cung C cua peptit co thé dugc amit hoa, axyl hoa, khit hodc este hoa;

hop chét ¢c6 cong thic II: X;-NMeVal-X,-Leu-Met-NH,, trong do X; dugc
chon tr nhom bao gbébm: Succ-Asp-Phe; Succ-Asp-DPhe; Succ-Asp-Trp;
Succ-Asp-DTrp; Succ-Asp-Ile-Phe; Succ-Asp-Ile-DPhe; Succ-Asp-Ile-Trp;
Succ-Asp-Ile-DTrp; Succ-Asp-Ser-Phe; Succ-Asp-Ser-DPhe; Succ-Asp-Ser-
Trp; Succ-Asp-Ser-DTrp, Succ-Glu-Phe; Succ-Glu-DPhe; Succ-Glu-Trp;
Succ-Glu-DTrp; Succ-Glu-Ile-Phe; Succ-Glu-Ile-DPhe; Succ-Glu-Ile-Trp;
Succ-Glu-Ile-DTrp; Succ-Glu-Ser-Phe; Succ-Glu-Ser-DPhe; Succ-Glu-Ser-
Trp; va Succ-Glu-Ser-DTrp; va X, 1a PAla; va

iii. hop chit chira trinh tw NMeVal-BAla-Leu-Met (SEQ ID NO: 7).

Ché pham chira chét bit chudc peptit theo sang ché va phuong phép st dung

ching ciling dugc dé xuét.

Theo mot sé phuong an cu thé, ché phim theo séng ché chira hop chét duge

chon tir nhém bao gdbm hop cht tir Ant-1 dén Ant-6 1am thanh phén hoat tinh:
Succ-Asp-Ile-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 1, Ant-1);
Succ-Asp-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 2, Ant-2);
Succ-Asp-Ser-Phe-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH2 (SEQ ID NO: 3, Ant-3);
Succ-Asp-Ile-D-Trp-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 4, Ant-4);
Succ-Asp-D-Trp-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 5, Ant-5); va
Succ-Asp-Ser- D-Trp -N(Me)Val-pAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 6, Ant-6).
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Tt hon, néu peptit theo séng ché duoc téng hop bang cach st dung cac k¥ thuét
tong hop thong thudng da biét trong linh vuc nay, vi du, bing k§ thuat tong hop héa
hoc bao gdm phuong phap sit dung chit bit chudc peptit. Cac phuong phép nay bao
gbm phuong phéap tbng hop pha rdn chon loc, phuong phap tbng hop pha rin riéng
phén, phuong phép ngung tu phﬁn doan, phuong phap téng hop dung dich cd dién.
Phuong phép tong hop peptit pha rin da dugc biét 18 trong linh vyc. Nguoi c6 hiéu
biét trung binh trong linh vyc nay cé thé tdng hop peptit bét ky theo séng ché bang
cach st dung thiét bi téng hop peptit ty dong str dung k¥ thuat héa hoc tiéu chuén, vi
du nhu k¥ thuét héa hoc t-Boc hodc Fmoc. Peptit tbng hop c6 thé dugc tinh ché bing
cach sic ky léng didu ché c6 tinh ning cao, va ché phdm ciia chung c6 thé dugc khing
dinh bang céch giai trinh ty axit amin. Vi¢c li€n hop cac gbc peptit va gbc c6 tinh thiAm
¢6 thé dugc thuc hién biang cach sir dung phuong phap bét ky da biét trong linh vyc
ndy, nhu phuong phap héa hoc pha rén hodc pha dung dich. Mot s6 hop chét dugc wu
tién theo sang ché co6 thé duoc diéu ché theo céach thuan tién b%mg cach st dung
phuong phap tdng hop pha dung dich. Cac phuong phap da biét khéc trong linh vuc
nay dé diéu ché cac hop chét gidng nhu hop chit theo sang ché co thé duoc st dung va
duge bao gdm trong pham vi bao ho cuia sang ché.

Viéc bit dAu hodic cai bién & ddu tan cing N theo sang ché dé chi viéc bién doi
trinh tu peptit bing céch lién két cong hoéa tri gbc hoa hoc vao amin & dAu tan ciing dan
dén su thay d6i dién tich, hoat tinh va/hodc dd bén d6i v6i qua trinh phan cét bing
amino peptidaza.

Céc vi dy khong 1am gi6i han vé gbc 1am ting tinh thAm bao gbém: gdc ky nuéc
nhu axit béo, steroit va hop chét thom hoic hop chét béo c6 kich thude 16n; géc 6 thé
co thu thé mang té bao hoic chét mang, nhu steroit, vitamin va duong, axit amin ty
nhién va khong co trong tw nhién va peptit van chuyén. Theo mot s6 phurong 4n, gbe ky
nuée 1a gde lipit hogc gdc axit amin.

Géc lam tang tinh thdm c6 thé dugc nbi véi vi tri bit ky trong gbc peptit theo
cach truc tiép hodc thong qua nhém dém. Theo cic phuong an cu thé, gbc co tinh thAm
té bao duoc ndi véi dau tan cling c6 nhém amin clia gbc peptit. Nhém dém lién két tiy
¥ ¢6 thé ¢ chidu dai thay dbi va cdu hinh bao gbm dang héa hoc thich hop bét ky bao

gém, nhung khéng chi gi6i han ¢, lién két amin, amit, carbamat, thioete, oxyete,
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sulfonamit va dang tuong tu. Céac vi du khong lam gidi han cho cdc nhém dém nay bao
gém axit amin, dan xuét sulfon amit, din xuAt amino thiol va din xut amino rugu.

Khi duogc st dung & day, thuat ngit “peptit” hodc “trén co s& peptit” dé chi cac
gbc axit amin ty nhién (dwgc ma héa di truyén), khong c6 trong tu nhién va/hodc dugc
bién dbi hoa hoc, mdi géc duoc dic trung boi viée co d4u tan cung c6 nhém amin va
nhém carboxy, duge ndi véi nhau bang lién két peptit hodc khong phai peptit. Cac gbe
axit amin dugc thé hién trong toan bd ban md ta va phén yéu cau bao hd bing mi cb
mot hodc ba chit cai, nhu da biét rd trong linh vuc nay. Tét hon néu peptit va chét bt
chuédce peptit theo sang ché duoc sir dung & de_ing mach thing, mic du s& dugc hiéu ring
trong trudng hgp ma trong dé su tao vong khong anh hudng bét loi dén cac dic tinh
peptit, dang vong cia peptit cling co thé duoc sir dung.

Céac axit amin dugc st dung trong sang ché 13 axit amin c6 bén trén thi trudng
hoic c6 thé thu duge bing cac phuong phép tdng hop thong thuong. Mot sb gbc nhat
dinh c6 thé can cac phuong phéap dic biét dé két hop vao peptit, va cdc phuong phap
tdng hop lién tuc, phan ky hodc hoi tu dé téng hop trinh tu peptit déu c6 thé duoc sir
dung trong sang ché nay. Cac axit amin ty nhién duoc ma héa va cic dan xuét clia
ching dugc thé hién bdi ma c6 ba chir céi theo quy tdc TUPAC. Khi khong c6 chi dan
nao, chit dong phan L hodc D ¢6 thé dugc st dung. Khi c6 chit cai “D”- dimg trudce
tén axit amin, thi chit ddng phan D dugc st dung.

Phuong phap thay thé axit amin bao toan 1 da biét v&i ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vyc nayva thudc pham vi bao h cia sang ché. Phuong phép thay thé
axit amin bao toan bao gdm viéc thay thé mot axit amin bing axit amin khdc c¢6 nhém
chitc hodc mach bén cing loai, vi dy, nhém béo, nhém thom, nhém c6 dién tich duong,
nhém cé dién tich 4m. Cac phuong phép thay thé nay c6 thé 1am ting d¢ sinh kha dung
qua duong miéng, mirc d9 ai luc véi protein dich, do dn dinh chuyén hoa, tinh thAm
vao hé than kinh trung wong, tinh huéng dich vao quén thé té bao dic hiéu va dic tinh
twong tw. Nguodi co hiéu biét trung binh trong linh vyc ndy s& hiéu ring su thay thé
doan, 1am khuyét doan hoic bd sung doan riéng biét cho trinh tu peptit, polypeptit,

“hodc protein lém thay dbi, bd sung hozc lam khuyét mot axit amin hodc mot ty 1€ phﬁn
trim nhd cda axit amin trong trinh ty dugec méa hoa la “bién thé dugc cai bién bao toan”

trong d6 su thay ddi dan dén sy thay thé axit amin bing axit amin twong tu vé mit hoéa
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hoc. Bang thay thé bao toan cung cip céc axit amin tuong tu vé chic ning d duge
biét r5 trong linh vuc.

Duéi day 1a vi du v& su phén loai cc axit amin thanh sau nhom, mdi nhém chira
axit amin c6 su thay thé bao toan cho nhau:

1) Alanin (A), Serin (S), Threonin (T);

2) Axit aspartic (D), axit glutamic (E);

3) Asparagin (N), Glutamin (Q);

4) Arginin (R), Lysin (K);

5) Isoleuxin (I), Leuxin (L), Methionin (M), Valin (V); va

6) Phenylalanin (F), Tyrosin.(Y), Tryptophan (W).

Céac phuong phap phan loai khéac thanh cac nhém khéc (vi du, nhém béo, nhom
phén cyc, nhém khong phén cuc, nhém ua nude, nhém ky nude v.v.) ciing d@ duge biét
trong linh vuc nay va ¢ thé duge sir dung dé thay thé axit amin bao toan theo sang ché.

Pham vi bao ho ctia sang ché con bao gbm cac mudi cta peptit, chat twong ty, va

dan xuit héa hoc ctia peptit theo sang ché.

7
A9

Khi duoc st dung & day, thuat ngit “mudi dé chi ca mudi ctia nhém carboxyl va
mudi cong axit cia nhém amino hogc nhém guanido clia phan t peptit. Cac mudi cia
nhom carboxyl c¢6 thé dugce tao ra bing phuong phép da biét trong linh vuc nay va bao
gém cac mudi vo co, vi du, mudi natri, canxi, amoni, sét (IIT) hodc ké&m, va mudi tuong
tu, va mudi v6i bazo hitu co nhu mubi duge tao ra véi amin, vi du nhu trietanolamin,
piperidin, procain, va muébi tuong tw. Mudi cong axit bao gbm, vi du, mudi véi axit vo

“co, vi dy nhu axit axetic hodc axit oxalic. Mudi mé ta & day ciing 1a cac thanh phin ion
duoc thém vao dung dich peptit dé 1am gia ting su tao hydrogel va/hodc khodng héa chit
khoang canxi.

Khi duoc sit dung & ddy, thuat ngit “dan xult hoa hoc” dé chi peptit chira mot
hogic nhidu gbc héa hoc khong tu nhién 12 mot phan ctia phén t peptit nhu este va amit
clia cac nhém carboxy tu do, dan xuét axyl va alkyl ctia nhém amino tu do, phospho este
va ete cua nhém hydroxy tu do. Céc cai bién nay c6 thé duogc dua vao phén tir bing cach
cho cac gbc axit amin huéng dich cta peptit phan g véi chét din xuét hoa hitu co c6
khé ning phan tmg véi cdc mach bén hodc géc & dau tan cung dugce chon. Cac dan xuit

héa hoc uu tién bao gdm peptit dwgc phosphoryl hoa, du tan cung C dugc amit hoa hodc

-21-



29529

dau tan cing N dugc axetyl hoa.

Thuét ngit “dan xuét chirc ning” cia peptit theo sang ché nhu duoc sir dung & day
d8 chi cac din xuét c6 thé duogc didu ché tir cac nhoém chire xuét hién & dang mach bén
trén géc hodc nhém & dau tin cﬁng N hodc C, theo cach da biét trong linh vuc nay, va
dugc bao gdm trong sang ché mién 13 chung van c¢6 tinh duge dung, nghia 14 ching
khong pha hity hoat tinh cua peptit, khong tao ra tinh chit gay doc cho ché phim chira
peptit nay va khong c6 tac dung bét loi dén céc tinh chit khang nguyén ctia peptit. Cac
dan xuét nay c6 thé bao gbm, vi dy, este béo clia nhom carboxyl, amit ctia nhém carboxyl
duoc tao ra b%mg cach phan ing v6i amoniac hodc véi amin bac nhét hoic bac hai, dan
xuét N-axyl cia nhém amin ty do clia cac gbc axit amin dugc tao bang cach phan tng
v6i cac gbe axyl (vi du, nhém alkanoyl hodc aroyl vong cacbon) hodc dan xuit O-axyl
cta nhém hydroxyl tu do (vi dy, clia gbc seryl hodc threonyl) dugc tao bang cach phan
g v6i gde axyl. '

Thuat ngit “chét twong tu peptit” dé chi phan tit c6 trinh ty axit amin theo sang
ché, ngoai trir mdt hodc nhiéu thay dbi vé axit amin hodc mot hodc nhiéu cai bién/thay
thé ctia lién két amit. Chét twong tw peptit bao gdm san phim thay thé va/hodc san
pham cdng axit amin v6i cac gbc axit amin ty nhién hodc khong c6 trong tu nhién, va
san phdm cai bién héa hoc khong c6 trong tu nhién. Chét tuong tu peptit bao gbm chét
bt chude peptit. Thuat ngit “chét bit chudc peptit” dé chi peptit theo sang ché duge
cai bién theo cach sao cho peptit nay chira it nhit mot gbc khong ma héa hoic it nhét
mot lién két khong phai peptit. Cac san phdm cai bién nay bao gdm, vi dy, san pham
alkyl hoa va cu thé hon 14 san pham metyl hoa cia mot hodc nhidu gbc, san phdm xen
doan hodc san phdm thay thé axit amin tu nhién bang axit amin khong c6 trong tu
nhién, san pham thay thé lién két amit bang lién két cong héa tri khac. Chét bat chude
peptit theo sang ché ¢6 thé tuy y chira it nhat mot lién két 1a lién két thay thé amit nhu
lién két ure, lién két carbamat, lién két sulfonamit, lién két hydrazin, hodc lién két cong
héa tri khac bt ky. Viéc thiét k& "chét twong tu" phit hop c6 thé dugce hd trg bang may
tinh. Chat twong tu peptit khic theo sang ché chura trinh tu peptit hodc trinh ty cla chét
tuong ty peptit cu thé theo thtr tuv dao nguoc, cu thé 1a céc axit amin duogc két hop
trong trinh ty peptit theo thi ty ddo nguoc so v6i thir ty axit amin xuét hién trong

protein ty nhién hodc trong peptit hodc chét tvong tu cu thé d3 x4c dinh 1am hoat chét.
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Bt k& 1 chét hoan toan khong phai peptit hosic chit mot phin khong phai peptit, chat
bt chudc peptit theo sang ché tao ra su sip xép khong gian cia céc gbc héa hoc rat
gidng véi su sip xép ba chidu ciia cic nhém trong peptit ma chit bét chudc peptit nay
dwa vao. Do ¢6 ciu tric twong tur & vi tri hoat tinh nay, chét bit chudc peptit c6 cac tac
dung db6i V6i hé sinh hoc twong tu véi hoat tinh sinh hoc cta peptit.

Géc axit amin dugc cai bién 13 gbe axit amin trong d6 nhém hodc lién két bat ky
duoc cai bién bf‘mg cach lam khuyét doan, thém doan, hodc thay thé béng mot nhém
hodc lién két khac, mién 1a nhém chire cla gbc axit amin dwgc bao toan hodc néu
nhém chirc thay dbi (vi du, thay thé tyrosin bing phenylalanin dugc thé) thi sw cai bién
nay khong 1am anh huéng dén hoat tinh ctia peptit chira gbc duge cai bién.

Thuat ngit “thé lién hop peptit” theo sdng ché @& chi phan tir chira trinh ty peptit
thiic ddy su phat trién mach mau ma gbc khéc 1a peptit hodc khong phai peptit dugc
lién két cong hoa tri vé6i trinh tu peptit ndy theo cach truc tiép hosc théng qua nhém
lién két.

Thuét ngt “nhém lién két” dé chi gbe hoa hoc, lign két héa hoc tryc tiép thude
loai bét ky, hoic nhém dém c6 muc dich 1a dé lién két cdng hoa tri, géc c6 tinh thdm té
bao va peptit hodc chit bat chudc peptit. Nhém dém c6 thé dugc sit dung dé tao ra
khoang céach gifta gbc 1am tang tinh thim va peptit.

Thuét ngit “tinh thAm” dé chi kha ning ctia tic nhan hodc chét thdm vao, tham
nhép vao, hodc khuéch tan qua 16p chin, mang, hogc 16p da. Thuat ngi gbc c6 “tinh
thim té bao” hodc “su thdm té bao” dé chi phan tir bét ky da biét trong linh vyc ndy c6
thé tao diéu kién thuan l(ji hoidc lam ting do thAm cuia phan tir qua mang. Céc vi du
khong lam gidi han sédng ché bao gébm: gdc ky nudc nhu lipit, axit béo, steroit va hop
chit thom hoiic béo ¢6 kich thude 16n; gbe co thé ¢6 thu thé mang t& bao hoic chit
mang, nhu steroit, vitamin va dwudng, axit amin tu nhién va khong c6 trong ty nhién,
peptit van chuyén, hat c6 kich thuéc nano va liposom.

Thuft ngi “chit mang chip nhan dugc vé mit sinh 1y” hodic “chét pha loing”
hoiic “t4 dwgc” dé chi chit 16ng chira nuée hodc khong chira nuée duge lam thich img aé
str dung trong ché phdm duoc. Ngoai ra, thuit ngit “ch4t mang hoic ta dugc dugc dung”
dé chi it nhat mot chit mang hoc ta dwoc va bao gﬁ‘)m hdn hop céc chit mang va/hotic

cac ta dugc. Thuét ngir "chét didu tri" dé chi dugc chét, thudc hodc chét phong bénh bét
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ky c6 thé duoc st dung trong didu tri (bao gdbm phong ngira, chén doan, 1am giam nhe,

hoiic chita bénh) réi loan, sy dau 6m, bénh hoic tén thuong & bénh nhan.

Dugc ly hoc

Ngoai céc mdi quan tAm khac, viéc cac hoat chit méi theo sang ché 13 peptit,
chét twong tu peptit hodc chét bit chudc peptit dit ra yéu cAu 1a dang bao ché can phai
trd nén thich hop cho viéc phan phbi cac loai hgp chét nay. Mic du néi chung peptit it
thich hop dé str dung qua duong miéng do d& bi tiéu hoa boi axit da day hodc enzym
trong ru(f)t,'nhlmg c4c phuong phap méi vin dang dugc st dung dé thiét ké va tao ra
chat trong tu chit bét chudce peptit 6n dinh v& mit chuyén héa va c6 do sinh kha dung
qua duong miéng. '

Ché pham dugc theo séng ché c6 thé dugce str dung theo céch thich hop bét ky,
nhu qua dudng miéng, khu trd, trong miii, dudi da, trong co, trong tinh mach, trong
dong mach, trong khép, trong thuong tdn, bing cach xdng hit hodc ngoai dudng tiéu
hoéa, va dugc bao ché riéng cho duong st dung. Ché phidm dugc bao ché theo dudng sir
dung.

Ché phém duoc theo séng ché ¢6 thé dugc san xuit theo céc quy trinh dd duoc
biét rd trong linh vuc nay, vi du, bing quy trinh trdn, hoa tan, tao hat, nghién, nghién
thanh bot, tao vién bao dudng, nghién min, nhii h6éa, bao nang, tao bﬁy hodc lam dong
kho thong thuong.

Do d6, ché phdm duoc dé sir dung theo sang ché c6 thé dugc bao ché theo cach
thong thuong bing cach st dung mot hoic nhidu chit mang chdp nhan dugc vé mit
sinh ly bao gbm ta dugc va chét phu trg dé tao diéu kién thuan lgi cho viéc xir Iy hop
chit c6 hoat tinh thanh ché phém c6 thé dugc st dung vé mit duge. Dang bao ché
thich hop phu thudc vao duong sur dung thubc dugc chon.

Ché pham duoc c6 thé duoc st dung qua duong miéng bao gbm vién nang lap
khit (push-fit) dugc lam bing gelatin ciing nhu vién nang mém, kin dwoc 1am bing
gelatin va chit déo hoéa, nhu glyxerol hodc sorbitol. Vién nang 14p khit c6 thé chira
hoat chét & dang h&n hop véi chat don nhu lactoza, chét két dinh nhu tinh bot, chat 1am
tron nhu bot talc hodc magie stearat va tuy y, chét 6n dinh. Trong vién nang mém, hop
chit ¢6 hoat tinh c6 thé dugc hoa tan hodic tao hdn dich trong chéit 16ng thich hgp nhu
diu béo, parafin 1éng, hodc polyetylen glycol. long. Ngoai ra, chét én dinh c6 thé dugc
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thém vao.

Dé tiém, hop chit theo sang ché c6 thé dugc bao ché trong dung dich nuéc, tbt
hon 1a trong dung dich dém twong hop v& mit sinh 1y nhu dung dich Hank, dung dich
Ringer, hodc dung dich dém nude mudi sinh 1y. Pé st dung qua niém mac, chét thdm
thich hop véi 16p ngdn can thim qua dugc st dyng khi bao ché. Chét thim nhu
polyetylen glycol ching han d3 dugc biét rd trong linh vuc nay.

Nhan cuia vién bao dudng dugc tao ra véi 16p bao thich hop. Nhim muc dich
nay, dung dich duong dam dic co thé dugc sir dung, dung dich nay c6 thé tiy y chira
gdm arabic, bdt talc, polyvinyl pyrolidon, gel carbopol, polyetylen glycol, titan dioxit,
dung dich son va dung m6i hoic hdn hgp dung moéi hitu co thich hop. Thudc nhuém
hoic chit tao mau c6 thé duge thém vao vién nén hodc 16p phu vién bao duong dé xéac
dinh hogc dé phén biét cac hdn hop lidu hoat chét khéc nhau.

Pé str dung qua dudng trong ma, ché phdm c6 thé & dang vién nén hodc vién
thudc hinh thoi dugc bao ché theo cach thong thudng.

Dé st dung bing cach xong hit, cic phuong an dé sir dung theo sang ché dugc
phan phdi mét cach thuén tién & dang trinh bay phun khi dung tir hop duoc gia ap hodc
dung cu phun c6 st dyng chét déy thich hgp, vi dy, diclodiflometan, tricloflometan,
diclotetrafloetan hodc cacbon dioxit. Trong truong hop thudc khi dung dugc gia 4p,
don vi liéu c6 thé dugc xac dinh bing céach tao ra van dé phén phéi lrong dugc dinh
lidu. Vién nang va vo gelatin chéing han dé st dung trong dung cu hit hodic dung cu
bom c6 thé dugc bao ché chira hdn hop bot cia peptit va nén dang bot thich hop nhu
lactoza ho#c tinh bét.

Ché phim dugc dé sir dung .ngoe‘li duong ti€u hoa bao gbém dung dich nuéc chua
hoat chét & dang tan trong nude. Ngoai ra, hén dich chira hoat chét c6 thé dugc bao ché
& dang hon dich tiém trong dau thich hop. Céc chit mang tw nhién hogc tbng hop thich
hop 1a da dugce biét 16 trong linh vurc nay (Pillai et al., Curr. Opin. Chem. Biol. 5, 447,
2001). Theo céch tlry ¥, hén dich ciing ¢6 thé chira chat dn dinh hodc chit 1am ting do
tan cta hop chit thich hop dé cho phép tao ra dung dich c6 ndéng do cao. Theo céch
khac, hoat chét c6 thé & dang bot dé hoan nguyén béng cht dn thudc thich hop, vi du,
nuée vo trung khong gay sbt, truée khi st dung.

Ché phim duoc thich hop dé sir dung theo sang ché bao gdm ché phim trong d6
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hoat chit dugc chtra véi lugng hitu hiéu dé dat duge muc dich du dinh. Cu thé hon,
lugng c6 hi€u qua diéu tri c6 nghia 13 luong hop chét hitu ich dé ngan ngira, 1am gidm
nhe hodc cai thién triéu ching ctia bénh & dbi tuong can diéu tri. Viéc xac dinh lugng
¢6 hiéu qua diéu tri dugc ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay biét r5.

Poc tinh va hidu qua didu tri ctia peptit dugc md ta & ddy c6 thé dugc xé4c dinh
bing cac phuong phép dugc tiéu chuén trong mdi trudong nudi chy té bao hoic dong vat
thir nghiém, vi du, béng cach xac dinh IC50 (néng dd tao ra mirc do e ché 50%) va
L.D50 (lidu chét gay chét 50% dong vét dugc thir nghiém) déi véi hop chat quan tim.
Dit liéu thu duoc tir cac thir nghiém nudi céy té bao va cac nghién ciru trén dong vat
nay c6 thé duoc sit dung dé bao ché khoang lidu diing cho ngudi. Lidu ding c6 thé thay
d6i phu thudc vao dang lidu duge sir dung va dudong ding thudc dugc sir dung. Dang
bao ché, duong st dung va lidu dung chinh x4c c6 thé dugc lya chon béi ting béc si
khi xem xét tinh trang bénh nhan (vi dy, Fingl, et al., 1975, trong tai liéu "The
Pharmacological Basis of Therapeutics", Ch. 1 p.1).

Theo mot sd phuong 4n ciia sang ché, lidu st dung cac ché phim dugc nay nim
trong khoang tir 0,1 mg/kg dén 50 mg/kg thé trong.

Tuy thudc vao mic do ning va sy dép img cla tinh trang bénh cAn didu tri, su
dinh lidu ciing 6 thé 13 viéc st dung ché phim giai phéng chdm mdt lan, véi qué trinh
didu tri kéo dai tir vai ngdy dén vai tudn hodc cho dén khi bénh dugc chita khoi hoge
dat duoc sy thuyén giam tinh trang bénh. T4t nhién 13 lugng ché pham can sir dung s&
phu thudc vao dbi tuong cAn diéu tri, mtrc d6 ning cla bénh, cach ding thudc, sy danh
gia cia bac si ké don, va tht ca cac yéu t6 lién quan khéc.

Theo mot sé phuong 4n nhat dinh, kha ning phin phéi peptit c6 thé dugc ting
cuong b%lng cach str dung ta dugce bao vé. Diéu nay thuong dugce thyc hién bang cach
tao phurc peptit véi ché phim dé khién cho peptit ndy c6 kha nang chiu dugc qua trinh
thiy phan bang axit hodc enzym hoeflc bing cich bao polypeptit trong chét mang c6
tinh khéang thich hop nhu liposom. Cac phuong tién bao vé polypeptit d& phéan phdi qua
duong miéng 1a da dugc biét o trong linh virc ny (vi du, xem Bing doc quyén sang
ché My sé 5.391.377 mé ta ché phdm lipit @& phan phdi chat diéu tri qua dudong
miéng).

Thoi gian ban huy trong huyét thanh gia ting c6 thé duogc duy tri bing cach sit
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dung hé “bao” protein giai phong duy tri. Cac hé giai phong duy tri dd duge nguoi ¢
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay biét r5. Theo mdt phuong 4n duge uvu tién, hé
phan phbi hat vi cau c6 thé thoai bién sinh hoc ProLease dung cho protein va peptit
duge st dung (Tracy, 1998, Biotechnol. Prog. 14, 108; Johnson et al., 1996, Nature
Med. 2, 795; Herbert et al., 1998, Pharmaceut. Res. 15, 357), trong d6 bot kho gém cac
hat vi cAu polyme c6 thé thodi bién sinh hoc chta protein trong nén polyme c6 thé
duge tron 1an dudi dang ché phém kho véi su ¢6 mit hodc khong c6 mét cua cac chét
khéc. v

Theo mdt sé phuwong 4n nhit dinh, dang liéu ding cia ché phim theo séng ché
bao gdm, nhung khong chi gisi han ¢, hé thubc tiém dang gii phong chdm c6 thé thoai
bién sinh hoc nhu hé thudc tiém dang giai phong cham trén co sé PLGA; hé thudc tiém
dang giai phong chdm khong trén co s& PLGA, va gel hodc thé phan tan c6 thé thodi
bién sinh hoc ding dé tiém. Mdi kha ning 12 mot phuong 4n riéng clia sang ché. Khi
duoc st dung & day, thuat ngt "co thé thodi bién sinh hoc" @& chi thanh phén x01 mon
hodc thodi bién & bé mit ctia n6 theo thoi gian it nhit mot phin do tiép xtc v6i cac
chit duogc tim thiy trong dich mo bao quanh, hodc do tic dung cla té bao. Cu thé,
thanh phan c6 thé thodi bién sinh hoc 14 polyme bao gbm, nhung khong chi gi6i han &,
cac polymé trén co s& axit lactic nhu polylactit, vi dy, poly (D,L-lactit), nghia 1a PLA;
polyme trén co s& axit glycolic nhu polyglycolit (PGA), vi du, Lactel® c6 ban tir cong
ty Durect; poly (D,L-lactit-co-glycolit), nghia 13 PLGA, (Resomer® RG-504,
Resomer® RG-502, Resomer® RG-504H, Resomer® RG- 502H, Resomer® RG-
504S, Resomer® RG-5028, c6 ban tir cong ty Boehringer, Lactel® c6 ban tir cong ty
Durect); polycaprolacton nhu poly(e-caprolacton), nghia 12 PCL (Lactel® c6 ban tir
cong ty Durect); polyanhydrit; poly(axit sebaxic), SA; poly(axit rixenolic), RA;
poly(axit fumaric), FA; poly(dime axit béo), FAD; poly(axit tereptalic), TA; poly(axit
isoptalic), IPA; poly(p-{carboxyphenoxy}metan), CPM; poly(p-{carboxyphenoxy}
propan), CPP; poly(p-{carboxyphenoxy}thexan), CPH; polyamin, polyuretan,
polyesteramit, polyorthoeste {CHDM: cis/trans- xyclohexyl dimetanol, HD: 16-
hexandiol. DETOU: (3,9-dietyliden-2,4,8,10-tetraoxaspiro undecan)}; polydioxanon;
polyhydroxybutyrat; polyalkylen oxalat; polyamit; polyesteramit; polyuretan;
polyaxetal; polyketal; polycacbonat; polyorthocacbonat; polysiloxan; polyphosphazen;
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sucxinat; axit hyaluronic; poly(axit malic); poly(axit amin); polyhydroxyvalerat;
polyalkylen sucxinat; polyvinylpyrolidon; polystyren; este xenluloza tbng hop; axit
polyacrylic; axit polybutyric; copolyme ba khéi PLGA-PEG-PLGA, copolyme ba khdi
PEG-PLGA-PEG, poly (N-isopropylacrylamit) (PNIPAAm), copolyme ba khdi poly
(etylen oxit)- poly (propylen oxif)- poly (etylen oxit) (PEO-PPO-PEO), poly axit
valeric; polyetylen glycol; polyhydroxyalkylxenluloza; chitin; chitosan; polyorthoeste
va copolyme, trime; cdc lipit nhu cholesterol, lexitin; poly(axit glutamic-co-etyl
glutamat) va hop chét tuong tu, hogc hdn hop cua ching.

Theo mdt s6 phuong 4n, ché phadm theo sang ché chira polyme c6 thé thoai bién
sinh hoc dugc chon tr, nhung khong chi giéi han &, PLGA, PLA, PGA,
polycaprolacton, ~polyhydroxybutyrat, polyorthoeste, polyalkananhydrit, gelatin,
colagen, xenluloza oxy hoa, polyphosphazen va hop chét twong tu. Mbi kha ning 1a

mot phuong 4n riéng.

Ché pham thtrc &n cho c4

Ché phim thirc #n theo sang ché c6 thé 1a mot phan ctia, hodc duge trdn voi thire
an thong thuong cua loai ¢4 cu thé. Théng thudng, thirc an cho c4 bao gbm thirc in dugc
st dung cho loai c4 can dugc nudi va bao gdm protein, du, vitamin va cac chit phu gia
khéc.

Theo mét sb vi du khong 1am giéi han pham vi bao hd cia sang ché, chét dbi
khang theo séng ché duoc dua vao ché phém dang rén duoc tao vién chira protein hodic
san phim thity phan protein vé6i ty 16 nim trong khoang tir 15 dén 50%, chét béo véi ty 1&
nim trong khoang tir 2 dén 5%, va chit xo tho véi ty 18 nim trong khoang tir 3 dén 10%
cung véi luong khong dang k& cta cac chét phu tr¢g nhu chét khoang, vitamin, va/hodc
nguyén t6 vi luong.

Ché phim thuc an cho cé4 chira chit d6i khang theo sang ché duoc tao ra bing
cach st dung cc phuong phéap da biét trong linh vuc ndy. Vi dy, cac vién thirc dn thudng
¢6 dudng kinh nim trong khoang tir 0,5 dén 20mm duoc tao ra tir ché phim theo séng
ché va lam kho truéc khi bao quan va sir dung. Su két dinh céc vién thirc an c6 thé duge
céi thién bing cach hoa tan mot lugng nhé gelatin vao nude. Néu bot nude sita tan trong
nudce tao ra phan 16n ham lwong protein, t6t hon néu bé mat vién thirc 3n dugc bao bang

mdt it dau ho#c chat béo dé ngin ngira su phan rd sém cua vién thirc &n nay khi ti€p xdac
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v6i nu6e. Ché phdm chira gelatin ¢6 thé duqé tao bot theo cach thong thuong dé tao ra
vién thirc &n xdp c6 ty trong chung tuong tw v6i ty trong ctia nuée. Cac vién thirc &n nay
ndi trong nuéc va vin & trang thai tiép can dugc véi c4 trong thoi gian tuong d6i dai.
Nhiéu loai c4 khong thiy dugc cac vién thirc dn chim xudng day. Chét d6i khang theo
sang ché ciing c6 thé dugc tron véi thirc #n ciia ¢ c6 thanh phén thong thudong dugc ban
trén thi trlxémg bang céch phan bd ddng déu chit bd sung trong ché phim co s& va sau
d6, tao vién tir hén hop thu dugc. Theo mdt sb phuong 4n, vién thirc dn dugc bao bing
hop chét theo sang ché va dugc sir dung dé cho c4 an.

Maic du sang ché d3 duogc md ta véi cac phuong 4n cu thé khac nhau cta sang ché
dé minh hoa sang ché, cic phuong an dugc md ta cu thé nay khong dugc hiéu 1a 1am gi6i
han pham vi bdo h) cia sang ché. Nhidu phwong 4n cu thé khac c6 thé duge ngudi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy tim thdy dua vao phin mo ta & day cta ngudi ndp
don, va ngudi ndp don du dinh sy lién quan dén séng ché chi béi tinh thin va pham vi

bao ho cua sang ché nhu duge xé4c dinh trong cdc diém yéu cau bdo ho kém theo.

Vi du thwe hién sang ché
Céc vi du sau day chimng minh hoat tinh in-vitro va in-vivo ctia hop chét theo

sang ché c6 vai tro 1a chat doi khang NKB cua ca.

Vi du 1: Thiét k& va tong hop chét bt chudc peptit

Mdt sb chét bit chude peptit theo sang ché dugc thiét ké dua trén cac van dé quan
tam sau day:

Dau tan ciing N clia peptit dugc cai bién bing cach thém gbc bit dau nhu sucxinyl
(succ) lién két véi gbc Asp, sao cho peptit khong c6 nhém amin & d4u tan cing dé bi
phén hiy bdi amin peptidaza. Diu nay bt ngd tao ra kha ning rit ngén peptit hoat tinh
tir 11 axit amin cOn 7 axit amin;

Viéc thay thé gbc Phe bang gbc D-Trp ngdn nglra chit cha vén lip khit vao thu
thd NK. Viéc ndy 1am thay ddi hoat tinh cta peptit tir chit chii van thanh chit ddi khang
va cling 1am cho peptit tré nén bn dinh v6i qué trinh phan hiy boi endopeptidaza.

Gbc Val duge N-metyl hoa dé thiét 1ap su rang bude cu dang gitp lam 6n dinh
cu dang c6 hbat tinh sinh hoc, nho dé thiét 1ap tinh chon loc thu thé va su 6n dinh trao
dbi cht, ngan ngira qua trinh phan hity boi endopeptidaza.
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Géc Gly dugc thay thé bang PAla (beta alanin), diéu nay din dén viéc lam ting
kha nang linh hoat vé cu dang ctia cdu dang c6 hoat tinh sinh hoc va tao diéu kién thusn
loi cho qua trinh chuyén hoa chit chi van thanh chét dbi khang,

Nhém carboxamit & du tan cling c6 nhém carboxy cAn thiét d& gin két va hoat
hoa thu thé va ngan ngura qua trinh phan hiy béi carboxypeptidaza.

Chét bét chude peptit duge téng hop theo phuong phép pha rén tw dong bing
cach sit dung qué trinh hoa hoc este hoat tinh Fmoc. Qua trinh kho két hop axit amin ky
nude, nhu Fmoc-D-Trp-OH v6i NMe-Val-peptidyl-nhwa duge thyc hién hai 1in bing
cach stt dung HATU trong thoi gian 5 gio trong DMF. Hop chit dugc tinh ché bang
phuong phap HPLC dén db tinh khiét >95%.

Vi du 2: Thir nghiém in vitro

C6 hai con dudng truyén tin hiéu, mdt con duong 12 kénh cAMP/PKA (protein
kinaza A) chuyén tiép, va con dudng thir hai 13 kénh Ca2+/PKC. Con duong PKA
duoc hoat hoa boi yéu tb dap tng cAMP (cAMP response element: CRE) va con
duong PKC dﬁqc hoat hoa thong qua yéu t6 dép Gmg steroit (steroid response element:
SRE).

DPé phan biét gitta .con duong truyén tin hiéu PKC va PKA, thir nghi¢ém gen
théng bao nhay véi luxiferaza (LUC) dugc thyc hién bang cach st dung LUC dugc
didu hoa phién ma bang yéu td dép tng huyét thanh (SRE; Invitrogen) hodc yéu té dap
tng AMP vong (cAMP) (CRE; Invitrogen). Gen tac3ra va tac3rb cia c4 o Phi (m3 sb
truy cdp tai GenBank 14n luot 12 KF471674 va KF471675) hodc gen tac3ra va tac3rb
clia c4 ngua van (ma s6 truy cap tai GenBank 1an luot 12 JF317292 va JF317293) dugc
tach dong trong vecto biéu hién pcDNA3.1 (Zeo-; Invitrogen) dudi su kiém soat clia
gen khoi ddu CMV.

Noi chung, qué trinh chuyén nhiém chuyén tiép, cic phuong phép té bao va
trinh tu Kich thich duogc thi_rc hién theo tai liéu (Levavi-Sivan et al., 2005, Mol Cell
Endocrinol 236:17-30; Brian et al., 2008, nhu trén; Brian et al., 2012, nhu trén; Brian
et al., 2014, nhu trén. Tém lai, té bao COS-7 dugc sinh trudng trong moi trudng
DMEM duoc bd sung FBS 10%, glutamin 1%, penixilin 100 U/ml, va streptomyxin
100 mg/ml (Biological Industries) trong CO, 5% cho dén khi nhap dong. Thyc hién

ddng chuyén nhiém pc-tac3ra, pe-tac3rb (v6i lugng 3 pg/dia), plasmit thong bao (voi
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luong 2 pg/dia), va pCM.

Thuc hién chuyén nhi®m véi chit phan tng FuGENE 6.0 (Roche). Té bao duge
ngung cung cAp huyét thanh trong 36 gio, kich thich bang chét dan thudc hoic cac
néng d6 khac nhau cia NKB cua ngudi, NKB cta ca ro Phi, NKF cua ca r6 Phi,
NKBa, NKBDb ciia ¢4 ngua van, hoic NKF cia c4 ngua vin trong 6 gid, va sau d6 dugc
thu hoach va phén tich.

Dich tan dugc chuin bi tir t& bao thu duge dugc thir nghiém vé ca hoat tinh
luxiferaza va hoat tinh p-galactosidaza, chét héy duoc sir dung 1am chat chudn noi dé
chudn hoéa hoat tinh luxiferaza dugc dinh huéng boi plasmit thir nghiém, nhw d& mo ta
& phan trude. Cac thir nghiém chuyén nhiém dugc thyc hién ba 14n véi ba tap hop
dugc phéan 18p doc 14p.

Nong d6 phéi tir duge st dung nam trong khoang tir 1nM dén 1pM. Céc budc
xu ly duchthuc hién bbn 14n trong ba thir nghiém doc 14p.

M>bi chit dbi khang dugc thém vao & cac ndng dd khac nhau, véi ndng o
khong dbi ctia NKB hoic NKF kiéu dai, & lidu luong phéi tir (10™*M) dé tao ra dép tng
gén bang ED50. Két qua dugc phan tich bing phin mém Prism, theo dudng cong hdi
quy khong tuyén tinh vé su canh tranh & mot vi tri.

T4c dung ctia chét d6i khang NKB dugc thtt nghiém & ca rd Phi khi mdi chét
dbi khang dugc thém vao & ndéng d6 khic nhau cing véi NKB & ndng do 10*M
(=0,1nM). NKB ctia c4 rd Phi lam tdng hoat tinh luxiferaza 1én 1,8 1in. Cac chit dbi
khang khac nhau lam gidm dap Ung nay khoing 60% (Fig.1A). Thu duoc két qua
tuong tu bing cach sit dung dap ung SRE (Fig.1B). Nguoc lai, chét twong ty NKB va |
NKF cua ca rd Phi (boc 10 trong cong bb don qubc té s6 WO 2013/018097) dugc
chiing minh 13 c6 hoat tinh chii van trong c& hai thir nghiém nhu dugc thé hién trén
Fig.1C ddi v6i thir nghiém CRE.

NKB clia ¢4 ngya van c6 hiéu qua hon peptit cia ¢4 ro Phi trong viéc gdy ra hoat
tinh truyén tin hiéu, va 1am ting hoat tinh cia CRE-LUC 1én hon 3 lan. Tac dung cia
chét ddi khéng‘ NKB dugc thir nghiém khi mdi chét dbi khang duoc thém vao & cac ndng
6 khéc nhau cling v6i NKB & ndng do 10*M (=0,1nM). Céc chét doi khang khac nhau
1am gidm déap ung nay khoang 60% (Fig.2A). Thu dugc két qua tuong tu bang cach st
dung dap ung SRE (Fig.2B), trong khi chét chu van NKB khong c6 tac dung trc ché ma
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¢6 tac dung kich thich va tao ra két qua twong tu nhu duge thé hién trén Fig.1C.
K&t ludn, chat bit chudc peptit c6 tic dung d6i khang NKB theo sang ché c6 thé
trc ché qua trinh truyén tin hiéu NKB.

Vi du 3. Chéit dbi khang NKB khéng phai peptit

T4c dung ctia chit dbi khang NKB phan tir nho da biét dugc thir nghiém in vitro
va in vivo. Cac hop chét thir nghiém la: SB-222200 (Sarau et al., 2000 nhu trén);
Osanetant (SR-142,801) va talnetant (SB 223412), (Sarau et al., 1997 nhu trén).

Téc dung ctia chit déi khang NKB SB222200 d6i v6i CRE-Luc & té bao COS-7
duoc chuyén nhiém bing tac3r cua cé rd Phi duge thir nghiém khi thy thé va phdi tir
ctia nguoi dung lam d6i ching duong.

Nhu duge thé hién trén Fig.3A, mdt minh chit déi khing khong phai peptit
khong c6 tac dung dbi v4i hoat tinh luxiferaza, trong khi hNKB, NKB cta c4 r6 Phi
hodc NKF cua ca rd Phi, & néng do 0,1nM (=10'8M), lam tang hoat tinh cta luxiferaza
1én 1An luwot 12 1,7 va 2,3 lan.

Khi chit d6i khang v6i ndng do khac nhau duge thém vao cling véi phéi t tw
nhién (NKB hozc NKF) & néng do 0,1nM, thu dugc dudng cong Grc ché dién hinh, thé
hién hiéu luc dbi khang ctia SB222200 ddi vé6i thu thé NKB cua ca rd Phi (Fig.3B).

T4c dung cta chat dbi khéhg NKB Osanetant (SR-142,801) dbi v6i CRE-Luc
dugc thir nghiém trong té bao COS-7 dugc chuyén nhiém bing tac3r cua ca rd Phi khi
thu thé va phdi tr ciia ngudi dung lam dbi chimg dwong. Mot minh chét dbi khang
khong phai peptit khong c6 tac dung dbi v4i hoat tinh luxiferaza, trong khi NKB ciia
ngudi, NKB cta ca rd Phi hodc NKF cua cé r6 Phi, & néng dd6 0,1nM (=10'8M), lam
ting hoat tinh luxiferaza 1én I4n Iuot 14 2,5 va 1,6 1an (Fig.4A). Tuy nhién, khi chat doi
khang v6i néng d6 khac nhau duge thém vao ciung véi phéi tir tr nhién (NKB hodc
NKF) & ndng do 0,1nM, thu duge dudng cong tre ché dién hinh, thé hién hiu lyc dbi
khang ctia Osanetant (SR-142,801) d6i véi thu thé NKB cta c4 rd Phi (Fig.4B).

SB222200 dugc thir nghiém tiép in vivo vé hoat tinh di khang NKB dbi véi su
giai phong chit thic sinh duc & c4 rd Phi. C4 r6 Phi cai thanh thuc sinh duc
(0,62+0,22%; n = 10 con/nhém xir ly) dugc tiém chat dbi khang NKB khong phai
peptit SB222200 véi cac lidu khac nhau (10, 100 hogc 500 pg/kg thé trong) o thoi

diém 0, 1, 2, 4 va 8 gid, sau khi tiém, c4 duogc lay mau tir hé mach mdu & dudi cia
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chung. Luong chét thuc sinh duc FSH va LH dugc x4c dinh bing cach sit dung thir
nghiém ELISA dic hiéu theo phuong phép cua Aizen va cac ddng tac gia, 2007 (Aizen
et al., 2007, Gen Comp Endocrinol, vol. 153, pp 323-332). Céc két qua cho thiy rang
trong khi khong c6 su thay d6i dang ké nao dugc ghi nhan & nhém dbi chung, sw giam
din déng k& lai duge ghi nhan & ca lugng FSH (Fig.5A) va LH (Fig.5B) bit dau ¢ thoi
diém 1 gio sau khi tiém.

Vi du 4. Thtt nghi€ém in vivo

Céac chét dbi khang d4 chon va dugc chimg minh 1a hitu hiéu trong thir nghiém
chuyén hoat hoa in vitro dugc thir nghiém in vivo.

Ca r6 Phi duc trudong thanh (ning 90g) duogc tiém nude mudi va DMSO 25%,
SB2222000, hoic chit déi khang NKB Ant-4 (500 pg/kg thé trong mdi 48 giv trong 2
tudn, n = 20 con c4 mdi nhém) qua duong trong mang bung. Ca duge 14y méu tir mach
mau & dudi vao cac bom tiém dugc heparin hoa & thoi diém mdi 2 ngay sau khi tiém.
Vo ngay thir 7 va ngdy thér 14, nim con c4 tir m8i nhom dugc ldy méu, thé tich tinh
dich va tuyén sinh duc dugc 14y dé nghién ciru md. Huyét trong duge phan tich vé cac
thong s6 LH, FSH va 11KT. Cac miu mau dugc 14y tir hé mach mau & dudi va ly tdm
(3000 vong/phit trong thdi gian 20 phit & nhiét do 4°C) dé thu dwoc mAu huyét twong,
mau ndy dugc bdo quan ¢ nhiét 46 —20°C cho dén khi thir nghiém. Cac thtr nghiém
ELISA dugc thuc hién theo phuong phép clia Aizen va cac dong tac gia, 2007, (Gen
Comp Endocrinol, vol. 153, pp 323-332) dé x4c dinh luong FSH va LH va theo
phwong phap ciia Hurvitz et al., 2005 (Gen Comp Endocrinol 140:61-73) dé x4c dinh
lwong 11KT (11-ketotestosteron, androgen chinh & cé lién quan dén su sinh tinh
trung). |

Fig.6 thé hién két qua quan sat md hoc cua cac tuyén sinh duc thu dugc tir tinh
hoan cua ca dugc xur ly so voi ca d6i ching. Tinh hoan cé c6 cAu tao dang nang. Nhu
dugc thé hién trén hinh v&, ca dugc cho tiép xtc voi chat déi khang NKB Ant-4 6
nhiéu nang rong mot phén chira tinh tring trudng thanh (se truéng thanh) hon. Thé tich
tinh dich ciia c4 dugc tiém chat dbi khang NKB duoc thé hién trén Fig.7. Theo thir tw
tir phai sang trai: tinh dich ldy tir ca dugc tiém SB222200; tinh dich Idy tir ca dbi
chiing; tinh dich 14y tir ca duge tiém chit d6i khang NKB #4. Lugng 11KT & cé duoc
tiem SB222200 hoic chit déi khang NKB Ant-4 dugc thé hién trén Fig.8. 11KT la
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androgen chinh & c4 va lién quan dén qua trinh sinh tinh tring. Trong qua trinh xir 1y,
luong 11KT trong huyét twrong ting dan tir ngay 0 dén ngay 12 dbi voi ca dbi ching,
trong khi v6i ca duge tiém SB222200 hodc chéit dbi khang NKB Ant-4 (#4), su ting

nay dugc e che dang ke.

Vi du 5. Su sinh trudng in vivo cla cé ro6 Phi

Ca r6 Phi duc truong thanh (ning 60g) dugce tiém nudc mubi va DMSO 25%,
SB2222000, hoic chit d6i khang NKB Ant-6 (500 pg/kg thé trong & thoi diém mdi 48
gio trong 2 tudn, n =25 con c4 & mdi nhém) qua duong trong mang bung. C4 dugc can
trong luong & thoi diém mdi 7 ngdy. Nhu duge thé hién trén Fig.9, quan sét thiy su
sinh trudng dang ké & ngay 21, nghia 1a bay ngay sau khi qua trinh xir ly két thuc.

Chi sb thanh thuc sinh duc (GSI) 1a chi s6 tinh toan khéi lugng tuyén sinh duc
duéi dang ty sb véi tdng khdi lwong co thé. Chi s6 GSI cia c4 duoc tiém cling dugc
tinh toan (Fig.10). O ngdy 27, c4 bi giét va chiét ARN tdng sb tir tinh hoan ctia chiing.
Khang nguyén trong nhin té bao ting sinh (PCNA) 14 kep ADN déng vai tro la yéu t6
ADN polymeraza 6 & té bao c6 nhan dién hinh va cin cho qu4 trinh sao chép. Su biéu
hién gen cia PCNA dugc xac dinh trong tinh hoan cta cd dugc tiém sau 27 ngay

(Fig.11).

Vi du 6. Nudi ca ro Phi con

C4 16 Phi cai 105 ngay tudi duge st dung trong nghién cru nay. Viéc nudi cé
bang vién thirc in cho cd dugc bao bing chit dbi khang bét chudc peptit, dugc bét dau
& thoi diém 3 thang 12 ngay tudi. Khau phin chit dbi khang NKB (Ant-2, Ant-3, Ant-
6) dugc ap dung vai lugng 7,5 mg/kg thirc n (tir 2% dén 3% trong luong cd). Ca dugc
cho an hai 14n mét ngdy trong cac gid ban ngay. Tbc dd sinh trudng cuia ca dugc xac
dinh. Nhu dugc thé hién trén Fig.12A va Fig.12B, ca dugc nudi bing khiu phan chira
chit d6i khang NKB c6 su sinh trudng nhanh hon déng ké (ting khoang 25% thé
trong) so véi cd d6i chimg. Khong quan sét thiy sy thay ddi v& n6i quan ctia ca (nhu

dugc xac dinh bang anh cic co quan).

Vi du 7. Thir nghiém in vitro & c4 hdi

Tuong tw voi thit nghiém in vitro thuc hién & Vi du 2 d6i v6i ca ro Phi va ca
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ngua vin, su e ché hoat tinh NKB dugc thuc hién & ca hdi. Thu thé tac3 cua c4 hoi
dugc tach dong trong vecto biéu hién pcDNA3.1 (Zeo-; Invitrogen) dudi su kiém soat
cia gen khéi ddu CMV. Qu4 trinh chuyén nhiém dugc thuc hién véi chét phan tmg
FuGENE 6.0 (Roche). Té bao dugc ngimg cung chp huyét thanh trong 36 gid, kich
thich bang chit din thubc hoic NKB ctia c4 16 Phi véi ndng d6 khac nhau trong 6 gio,
va sau d6 duoc thu hoach va phéan tich. Dich tan dugc chudn bi tir té bao thu hoach
duoc dugc thir nghiém vé ca hoat tinh luxiferaza va hoat tinh B-galactosidaza, dich nay
duogc st dl_ing lam chét chuén noi dé chuén hoa hoat tinh luxiferaza dugc dinh huéng |
badi plasmit thir nghiém. Céc thir nghiém chuyén nhiém dugc thyc hién ba 14n v&i ba
tap hop dugce phan 1ap doc lap. Nong d6 phdi tir duge st dung nim trong khoang tlr
1nM dén 1pM. Céc bude xir I dwge thuc hién bén 1an trong ba thir nghiém dc 1ap.
MBOi chét dbi khang (NKB-ant 4 va NKB-ant 6) dugc thém vao véi ndng d6 khic nhau,
cung voi NKB kidu dai & ndng do khong dbi (10°M) dé tao ra dép ung gin bang
ED50. Két qua dugc phén tich bing phdn mém Prism, theo dudng cong hdi quy khong
tuyén tinh vé& su canh tranh & mot vi tri.

Khi tac3 ctia ca hdi duge chuyén nhiém, NKB lam cho hoat tinh luxiferaza tang
lén 1,8 I4n. Nhu dugc thé hién trén Fig.13, ca hai chit dbi khang #4 va #6 déu lam
giam thanh cong mirc 46 dap tng nay khoang 60%.
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YEU CAU BAO HQ

. Chét bit chude peptit c6 cdng thirc I: X;-NMeVal-X4-Leu-Met-Z (cong thire I),
trong do:

chét bt chudc peptit nay bao goém tir 5 dén 10 axit amin;

X; 1a mach gém tir 1 dén 6 géc axit amin ty nhién hodac khong c6 trong tu
nhién va tiy ¥ 1a gbc hodc bién thé bit ddu & dau tan cing N;

NMeVal 13 gbc N-metyl-Valin hodc gbc N-metyl-D-Valin;

X4 la -NH(CHz)n-C_O- trong d6 n nim trong khoang tir 2 dén 6; va

Z 1a du tn cing C cla peptit, dAu tdn cing nay c6 thé dugc amit hoa, axyl

hoa, khir hoac este hoa.

. Chét bit chudc peptit theo diém 1, trong d6 X; chua it nhét mot gbc axit amin thom

¢6 cau hinh L hodc D.

. Chét bt chudc peptit theo diém 1, trong d6 X; chira it nhét mot gdc axit amin c6

tinh axit mang dién tich 4m.

. Chét bit chudc peptit theo diém 1, trong d6 X; bao gbm 2 hoic 3 gbc axit amin 12

gbc thom, goc axit mang dién tich am va gbc bit diu & dau tan cling N.

. Chét bt chudc peptit theo diém 4, trong d6 X; 1a gbc duge chon tir gbc axit amin

béo va goc phan cuc, khdng mang dién.

. Chét bt chudc peptit theo diém 1, trong d6 X; chira gbc thom duge chon tir nhém
bao gém Phe, DPhe, Trp va DTrp; géc axit mang dién tich &m dugc chon tir Glu va
Asp; va gbc bit diu & du tan ciing N sucxinyl (Succ).

. Chét bat chude peptit theo diém 1, trong d6 X, chira gbc thom dugc chon tir Phe, va
DTrp; gbc Asp; gc bit diu & dau tan cung N sucxinyl (Succ), va tuy y 1a gbc duge
chon tur Ile Ve‘l Ser.

. Chét bt chudc peptit theo diém 1, trong d6 chét bt chude peptit ndy c6 cong thic
II: X;-NMeVal-BAla-Leu-Met-NH, (cong thic II), va X; dugc chon tir nhém bao
gbém: Succ-Asp-Phe; Succ-Asp-DPhe; Succ-Asp-Trp; Succ-Asp-DTrp; Succ-Asp-
Ile-Phe; Succ-Asp-Ile-DPhe; Succ-Asp-Ile-Trp; Succ-Asp-Ile-DTrp; Succ-Asp-Ser-
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Phe; Succ-Asp-Ser-DPhe; Succ-Asp-Ser-Trp; Succ-Asp-Ser-DTrp, Succ-Glu-Phe;
Succ-Glu-DPhe; Succ-Glu-Trp; Succ-Glu-DTrp; Succ-Glu-Ile-Phe; Succ-Glu-Ile-
DPhe; Succ-Glu-Ile-Trp; Succ-Glu-Ile-DTrp; Succ-Glu-Ser-Phe; Succ-Glu-Ser-
DPhe; Succ-Glu-Ser-Trp; va Suce-Glu-Ser-DTrp.

9. Chit bat chudc peptit theo diém 1, trong d6 chét bit chudc peptit nay bao gdm tir 5
dén 10 gbc axit amin chira trinh tw: NMeVal-BAla-Leu-Met (SEQ ID NO: 7).

10. Chét bit chudc peptit theo diém 9, trong d6 chat bat chudc peptit nay chira trinh tu
SEQ ID NO: 7, it nhat mdt gdc axit amin thom, it nhat mot gbe axit amin mang
dién tich am, it nhdt mot gdc duoc chon tir gde axit amin béo va gbc phan cuc,

khong mang dién, va dau tan cing N dugc bit.

11. Chét bit chudc peptit theo diém 1, trong d6 chét bit chude peptit ndy duoc chon tir
nhém bao gém:

Succ-Asp-Ile-Phe-N(Me)Val-fAla-Leu-Met-NH, (SEQ ID NO: 1, Ant-1);
Succ-Asp-Phe-N(Me)Val-fAla-Leu-Met-NHz (SEQ ID NO: 2, Ant-2);
Succ-Asp-Ser-Phe-N(Me)Val-fAla-Leu-Met-NHa (SEQ ID NO: 3, Ant-3);
Succ-Asp-Ile-D-Trp-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NHz (SEQ ID NO: 4, Ant-4);
Succ-Asp-D-Trp-N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NHz (SEQ ID NO: 5, Ant-5); va
Succ-Asp-Ser- D-Trp -N(Me)Val-BAla-Leu-Met-NHz (SEQ ID NO: 6, Ant-6);
trong d6 Succ la sucxinyl.

12. Ché phdm chira chat bét chude peptit theo diém 1.

13. Ché phdm theo diém 12, trong d6 ché phim nay & dang ché phdm dugc chira it nhat
mot chét mang, chét pha loang, mudi hodc ta duge duoc dung hoac ché phém thirc
an chira it nhat mot chat dinh dudng va tuy v, it nhat mot chat phu gia thic an.

14. Ché pham theo diém 13, trong d6 ché pham nay duoc bao ché dé st dung cho ca
theo duong dugc chon tir nhém bao gbm: sir dung trong thanh, str dung qua dudng
miéng va st dung bang cach ngam hodc duéi dang mot phéan cta thirc an hodc

nudc st dung thong thuong.
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Fig.3A
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