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phap nay bao gdm budc sang loc vi khuan cé operon histidin hoat dong va chon loc chung
c¢6 operon histidin hoat dong va c6 kha ning san sinh histamin. Tét hon, ching vi khuan
nay duoc chon loc dya vao kha ning san sinh histamin & ndng d6 cao hon 250pg/mL. Sang
ché con dé cap dén cac san pham chira ching vi khuan thu dugc bang phuong phap chon
loc theo sang ché dé st dung trong vi¢c san sinh cuc b histamin ¢ dong vat cé vu.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap chon loc loi khuén sinh axit lactic dic hiéu
san sinh histamin, san phdm va ché phdm chra t& bao cua chting vi khuin sinh axit

lactic thu dugc bang phuong phap nay.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Theo dinh nghia ctia t6 chic Luong thuc va Nong nghiép Lién Hiép Qudc, loi
khuén la nhiing vi sinh vt con séng khi duoc dua vao co thé & mot lugng du sé€ ¢o 1oi
cho stic khoe ctia vat chi. Ngay nay, mot s loai vi khudn khéc nhau duoc st dung lam
loi khuin, vi du vi khudn san sinh ra axit lactic nhu cac ching Lactobacillus va

Bifidobacteria.

Vi khuén san sinh axit lactic khong chi dugc st dung boi loi ich chiung dem lai
cho stre khoe ctia ngudi va dong vat, ma ching con duoc str dung rong réi trong nganh
cong nghi¢p thuc phdm cho qué trinh 1én men. Hiéu qua cua loi khudn 1a c6 tinh ddc
hi¢u chiing, mdi chiing c6 thé dong gop cho stre khoe clia vat chi theo nhitng co ché
khac nhau. Loi khuin cé thé phong ngira hodc tc ché su tang sinh cta tdc nhan gy
bénh, Gc ché su san sinh doc to tr mam bénh hoidc diéu bién dap tng mién dich trong
dudng tién viém va khang viém. St dung cac ching vi khudn san sinh axit lactic
Lactobacillus reuteri khéc nhau 13 liéu phép ddy hira hen dé cai thién chiing dau bung &
tré nho, thuyén giam tri€u ching bénh cham, giam tinh trang bénh ly tai noi lam viéc,
han ché lay nhidm Helicobacter pylori. L. reuteri dugc coi 1a sinh vat ky sinh trong hé
tiéu hoa ctiia nguoi, hién dién trong mot sb bod phén nhu trong ni€m mac cua than vi da
day, hang vi da day, t4 trang va hoi trang. Xem vi du trong cdc patent My sb

5,439,678,5,458,875,5,534,253,5,837,238 va 5,849,2809.

Khi té bao L. reuteri sinh truéng trong diéu kién yém khi cung vai su ¢6 mat cua
glyxerol, chling s& san sinh ra mot chat khang khudn duoc goi 1a reuterin (B-hydroxy
propionaldehyt).

M&i quan hé gitra vt chi va hé vi khuén ky sinh trong né 1a rat phtc tap, va déi

vO1 mot sO loai vi khuan, moi quan hé vat chu - vi khuén ky sinh nay da phat trién déng
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tién hoa trong nhiéu nim. Piéu nay dudng nhu 1a hoan toan chinh xic dbi véi
Lactobacillus reuteri. Hiéu biét cua chung ta vé mdi quan hé hd sinh gitta hé vi khuan
duong rudt va vat chi ngudi van con dang & trong giai doan trimg nudc; tuy nhién cac
tac gia sang ché nhén thuc rat rd duoc rang hé khudn dudng rudt déng vai tro thiét yéu
trong duong rudt, va trong su phat trién cua hé théng mién dich, dinh dudng va cac mdi
lién két méi dang duogc hinh thanh gifta hé khuén duong rudt va ndo bo. R6i loan hé
khuin duong rudt (dysbiosis), 1a su mét can bang hé khuan duong rudt binh thuong,
dan dén mot loat cac qui trinh bénh 1y nhu bénh viém rudt (inflammatory bowel
disease-IBD), hoi ching rudt kich thich (irritable bowel syndrome-IBS), va cdc qua
trinh bénh ly ¢ cac b phan khéc cach xa rudt nhu hoi ching rdi loan chuyén hoa. Li¢u
phap didu tri tiém ning d6 1a can thiép vao hé khuan duong rudt, va nghién ciru dang nd
luc huéng téi muc dich trong twong lai 1a c¢6 thé thay ddi tdp doan vi sinh vat nhim

phong ngtra va/hodc diéu trj cac tinh trang bénh ly khéc nhau.

Do dé, can phai hiéu duge moi tuong tac ddc hiéu gitta vi khuan va ngudi trong
moi lién hé v41 mot bénh 1y cu thé hodc céc truong hop khac ¢é anh hudng dén suc
khoe cua vat chu, dé co thé chon loc va s dung dugc chung loi khuan thich hop nhat

nham chdng lai sy phét trién cac bénh ly nay.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Séang ché dé xuét phuong phap ddc hi¢u dé san sinh histamin cuc bo & dong vat
c6 va, cu thé 1a nguoi, sy san sinh cuc bo histamin bao gém nhung khong chi giéi han &
su san sinh trong duong tiéu héa, duong niéu-sinh duc, khoang miéng, trong phdi va
dudng ho hap, trén da, v.v. cia co thé dong vat c6 v bang cach chon loc mot sé ching
vi khuan sinh axit lactic. Vi khuan nay c6 thé duoc dua vao ciing véi mot sé axit amin

va’hodc duong, dugce dua vao riéng r& hoac da cd tai vi tri hoat dong.

Muc dich chinh cua sang ché la chon loc cac ching vi khudn ¢ thé san sinh
histamin cuc bd & cac vi tri khac nhau, bao gom trong duong ti€u hoa, duong niéu-sinh
duc, khoang miéng, trong phoi, duong ho hap, trén da v.v cia dong vat c6 va.

Muc dich khac cta sang ché do la dé xuat cdc san pham chira cac chung vi khuén

nay.
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Muc dich khac nita cia sang ché do 1a két hop viée st dung vi khuan véi viée su
dung histidin, hodc cac loai thuc pham hoac ché pham chtra histadin d€ ddm béao su san

sinh histamin cuc bo.

Do vy, sang ché dé xuét phuong phap méi dé chon loc té bao vi khudn sinh axit
lactic hitu dung lam loi khuan va ding trong diéu tri bénh. Phuong phdp méi nay bao
gém viéc sang loc va chon loc céc chung vi khuén sinh axit lactic c6 operon histidin
hoat déng va c6 kha ning san sinh histamin. Piéu dang ngac nhién 1a cac ching vi
khudn sinh axit lactic duoc chon loc bing phuong phap nay 14 hitu dung lam loi khudn
va trong diéu tri bénh, cu thé 1a trong viéc tao ra cac tac dung chdng viém, bang cach
san sinh ra histamin cuc bd. Céc tic dung nay cta vi khudn 14 ddng ngac nhién, nhu
duoc ban luan ¢ pha‘in khéc trong ban md ta, trudc day, su hién dién trong thuc phém
cua vi khudn san sinh histamin duoc chu dong tranh do nguy co anh huong dén stc
khée da dugc thra nhan, vi du nhu nguy co bi ngd doc. Do do, viéc dua vao co thé
dong vat c6 vu vi khudn sinh axit lactic ¢6 kha nang san sinh cuc b histamin, hoac thuc
té 1a sang loc va chon loc vi khuén sinh axit lactic ¢6 kha nang san sinh cuc bd histamin
dua trén su c6 mat cua operon histidin hoat dong va kha ndng san sinh histamin vé mit
truc giac 1a trai v6i boc 16c nay. That vay, loi khudn chua ting duoc st dung dé san

sinh histamin.

Do d6, hiéu rong ra, sang ché dé xuit phuong phap chon loc ching vi khuén sinh
axit lactic dé st dung trong vi¢c san sinh cuc b histamin ¢ dong vat c¢6 v, trong do,
phuong phéap nay bao gdm viéc sang loc vi khuén c¢6 su hién dién ctia operon histidin
hoat dong va chon loc chung c6 operon histidin hoat dong va c¢6 kha ndng san sinh

histamin.

Operon histidin bao gébm ba gen (cac thé d&i véan histidin/histamin, histidin
decarboxylaza pyruvoyl typ A (HdcA), va histidin decarboxylaza pyruvoyl typ B
(HdcB)). Tin ring hoat dong ctia mdi gen nay 1a rit quan trong di véi sang ché. Do do,
trong phuong phép sang loc theo sdng ché, vi khun dé chon loc dugc danh gia vé su
hién dién cta ca ba gen va cac chiing duong tinh ddi véi ca ba gen duoc chon. Phuong
phap thich hop bat ky ¢6 thé duge sit dung dé phat hién ra sy hién dién cia ba gen, vi
du phuong phép di truyén nhu PCR ¢6 thé duoc sir dung. Viée san sinh histamin & ndng

dd cao co thé l1a dau hi€u cua sy hién dién du ca ba gen va sy hién dién cua operon
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histidin hoat dong. Do vdy, phuong phap chon loc theo sang ché con bao gbém bude
chon loc chung vi khudn ¢6 kha nang san sinh histamin. Cac ching vi khuin c6 kha
ning san sinh histamin & ndng dd cao hon dugc wu tién. Do d6, theo cac phuong an uu
tién, chung vi khuan duogc chon loc dua trén kha nang san sinh histamin & né”)ng do cao
hon 200, t6t hon 1 cao hon 250 hodc tdt hon nita 1a cao hon 300pg/mL, vi du ni")ng do
cao hon 350, 400, 450, hodc 500pg/mL. Céc tri s& nay thuong dé chi cac tri s6 cua

histamin do dugc trong dich ndi ciia ching vi khuan trong moi trudng nudi cay.

Phuong phap thich hop d& do mac do san sinh histamin 1a da biét ddi v6i nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc. Phuong phap do khéi phd, cu thé hon 14 phuong
phéap do khéi phé ba t&r cuc dugc uu tién st dung va dugc minh hoa trong ban md ta
nay. Tuy nhién, cac thir nghiém ELISA hodc thir nghiém mién dich twong duong ciing
¢6 thé duoc st dung dé danh gia va dinh luong su sadn sinh histamin. Do dd, theo mot
s& phuong 4n cta sang ché, phuong phap chon loc s& bao gdm bude tham do lugng
hodc néng dd histamin duoc san sinh bdi chung vi khuén can chon loc. Do viéc st dung
v& sau cua cac chung vi khuén duge chon loc bing cac phuong phap theo sang ché, sau
khi cac chung vi khudn séan sinh histamin duogc chon loc hodc phan 1ap, cac phuong an
khéc s& bao gdm thém cac budc nudi ciy hodc nhan gidng céc ching nay, hodc co thé

luu trit cac chung vi khuén nay dé s dung trong tuong lai.

Céc budc tiép theo nay (va thuc té 1a cac budc chon loc trong phuong phép theo
sang ché) cin phai duoc thuc hién trong mdi trudng nudi cdy thich hop hd tro cho sur
san sinh histamin. M6i truong nudi cdy duge wu tién chtra ngudn cacbon thich hop sé&
hd tro su san sinh histamin béi chung vi khuan nay. Theo cic phwong an dic biét uu
tién, moi trudong nudi cdy s& bao gdm glucoza lam ngudn cacbon va tét hon 14 khong
chira sucroza, hoic it nhit 1a chi chtra sucroza & ndng d6 ma khong 1am anh huong dang
ké t6i su san sinh histamin ctia ching vi khuan. Ngoai ra, histidin hodc chat tuong tu
histidin ¢6 thé dugc tao ra, tiiy ¥ cling v6i ngudn cac axit amin khéc.

Theo céc phuong 4n wu tién, ching vi khuan nay 1a Lactobacillus reuteri.

Khi ching vi khuan thich hop duoc chon loc bang cach st dung phuong phap
theo sang ché, ching nay sau do co thé dugc st dung dé san sinh cuc b histamin &
dong vat c6 vi. Do d6, chung vi khudn nay ciing cdn phai ¢6 kha ning san sinh cuc bd

histamin ¢ dong vat c6 vu.
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Do d6, mot khia canh khic cta sang ché dé xudt san phim chtra té bao cia
chung vi khuén sinh axit lactic thu duoc bang phuong phap chon loc theo sang ché,
trong d6 ching vi khuan sinh axit lactic ndy c¢6 operon histidin hoat dong va c6 kha
nang san sinh histamin dé st dung trong san sinh histamin cuc bd & dong vat cd vu.
Nhu dé cap trong ban mo ta, viéc st dung dugc uu tién la st dung trong diéu tri hodc
phong nglra tinh trang viém hodc trong diéu tri va/hodc phong ngira cac tinh trang bénh
ly hoac bénh ma s€ dugc 1oi tir sy san sinh histamin cuc bd. Vi du nhu, sy san sinh cuc

bd histamin c6 the ¢6 tac dung chong viém.

Céc phuong an thay thé ctia sang ché dé xudt ching vi khudn sinh axit lactic ¢6
kha nang san sinh histamin dé s dung trong vi¢c san sinh cuc bd histamin & dong vat
¢ vu, trong d6, chung vi khuan sinh axit lactic nay ¢6 operon histidin hoat dong. Cac
dic diém dugc wu tién cta ching vi khuan nay va viée str dung ching s& dugc mé ta

trong ban mo ta nay.

Sang ché mé ta phuong phap diéu tri hodc phuong phép san sinh cuc bd histamin
& dong vat c6 vi, phuong phap ndy bao gém viée sir dung san phidm chira té bao cia
ching sinh axit lactic thu duoc bang phuong phap chon loc theo séang ché, hoidc st dung
ching vi khuan sinh axit lactic trong d6 chung vi khuan sinh axit lactic ndy ¢6 operon
hoat dong va c6 kha nang san sinh histamin, cho dong vat c6 va véi lugng c6 hiéu qua
cho phép su san sinh histamin cuc b ¢ dong vat c6 vu. Céc dac diém duoc uu tién cla
ching vi khuan nay va viéc st dung chung trong diéu tri bénh dugc mo ta trong ban md
ta.

Sang ché con md ta viée st dung san pham chura té bao cua chung vi khudn sinh
axit lactic thu duoc bang phuong phap chon loc theo sang ché, trong do chtng vi khuin
sinh axit lactic nay c6 operon histidin hoat dong va c6 kha nang san sinh histamin,
trong san xuat ché phdm hodc thudc dé st dung trong viéc san sinh cuc bd histamin &
dong vat c6 vi. Cac phuong an thay thé mé ta viée st dung chung vi khuén sinh axit
lactic, trong d6 chiing vi khuan sinh axit lactic c6 operon histidin hoat dong va c6 kha
nang san sinh histamin, trong san xuét ché pham hoic thudc dé sir dung trong viéc san
sinh cuc bd histamin & ddng vat ¢6 vu. Cac dac diém duoc uu tién cta chung vi khuén

va viéc stt dung chung trong cac liéu phép dicu tri s€ dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Mo ta vat tat cac hinh vé



30298

Fig.1 - Dinh lugng histamin trong phan doan HILIC-HPLC. Phuong phéap do
khéi phd ba tir cuc duoc st dung dé dinh luong su cb mit cua histamin trong khoang
lua chon trong phan doan HILIC-HPLC. Phéan doan tc ché TNF ¢6 lugng histamin cao

nhét trong tit ca cac phan doan dugc thir nghiém.

Fig.2 - Histamin tinh khiét va histamin tir L. reuteri 6475 tc ché sy san sinh
TNF théng qua thu thé H, ctia histamin . Histamin tinh khiét tc ché dang ké su san sinh
TNF, tac dong nay bi phong bé boi cac chat ddi khang thu thé H, dic hiéu theo phuong
thirc phu thudc lidu. Mbi truong (hoac dich ndi bé mat) diéu kién chtra cac thanh phén
duoc tiét ra tir chung vi khudn 6475 (bao gdm histamin), @rc ché déng ké su san sinh
TNEF, tac dong nay bi phong bé mot phan bai cac chit ddi khang thu thé H, dic hiéu.
N=3, gia tri *p < 0,05 so vdi dbi ching moi truong, gid tri **p < 0,05 so véi histamin,
*#p < 0,05 s0 v6i méi treong diéu kién ching ATCC 6475 (CM). B. Nude rira vién té
bao chiing 6457 chtra histamin @c ché su san sinh TNF, tic dong nay bi phong bé mot
phan boi cac chat dbi khang thu thé H, dac hiéu. Phan doan B3, chtra histamin tuong
d6i tinh khiét, trc ché su san sinh TNF, tac dong nay bi phong bé hoan toan bdi cac chit
dbi khéng thu thé H, dic hiéu. N=3, gia tri *p < 0,05 so véi dbi chiing moi truong, **p
< 0,05 so v6i nude rira vién té bao chung ATCC 6475 (CP), gié tri ***p < 0,05 so véi
phéan doan B3.

Fig.3 - Operon histidin 1a quan trong dbi véi kiéu hinh e ché TNF cta L. reuteri
6475. A. Operon histidin bao gdm ba gen, thé ddi van histidin/histamin, sdcA va hdeB.
B. Dot bién trong mdt gen bat ky trong operon histidin déu 1am suy giam mot phan kha
ning e ché TNF cua L. reuteri 6457. N=9, gia tri *p < 0,05 so v&i ddi chimg moi

truong, gid tri **p < 0,05 so voi ATCC PTA 6457.

Fig.4 - L. reuteri 6457 lam giam dang ké triéu chung sut cin gdy ra boi thi
thach TNBS, sb liéu dai dién cho dit liéu thu dugc tir hai thir nghiém doc lap, *p < 0,05,
*p < 0,01, ***p <0,001.

Fig.5 - L. reuteri 6457 lam giam dang ké t6n thuong vi mé & rudt két gy ra boi

thtr thach TNBS, s liéu dai dién cho dit liéu thu duoc tir hai tha nghiém doc lap, *p <
0,05, ***p <0,001.
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Fig.6 - L. reuteri 6457 lam giam dang ké ndng do SAA giy ra boi thir thach
TNBS, sb liéu dai dién cho dit liéu thu duoc tir hai thir nghiém doc lap, *p < 0,05, ***p
<0,001.

Fig.7 - thé dot bién hdcA dan dén su giam kha niang 1am suy yéu tinh trang viém
rudt két, s6 liéu dai dién cho dir liéu thu dugc tir hai thtr nghiém doc 1ap, *p < 0,05, **p

<0,01.

Fig.8 - thé dot bién hdcA dan dén su giam kha nang lam suy yéu tinh trang viém
rudt két, sd liéu dai dién cho dit lidu thu duogc tir hai thtr nghiém doc 1ap, **p < 0,01,
**%p <0,001.
M0 ta chi tiét sang ché

Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring mot nhom lactobacilli chon loc dugc,
bao gdm mét sé chung Lactobacillus reuteri san sinh cuc bd histamin trong didu kién
sinh truéng ddc hi¢u, va histamin dugc san sinh theo cach nay s€ lam lgi cho vat chu

nho, vi du lam gidm viém, giam mot s6 bénh ung thu v.v..
Histamin

Histamin 14 hop chét nito hitu co ¢6 lién quan dén mdot vai quy trinh sttc khoe &
dong vét ¢ vi bao gdm dép ung mién dich cuc bd va diéu hoa chuc ning sinh 1y trong
dudng rudt va hoat dong nhu chat din truyén than kinh. La mot phan caa dap Gmg mién
dich ddi voi cdc mam bénh tir bén ngoai, histamin dugc san sinh bdi té bao mast va
bach cdu ua kiém. Histamin c6 thé thu duoc tir phan tGng khir carboxyl ciia axit amin

histidin, phan tng dugc xic tdc boi enzym L-histidin decarboxylaza.

Vi khudn c¢6 kha ning san sinh histamin bang cach st dung céc enzym histidin
decarboxylaza khong lién quan dén nhiing histamin dugc tim thdy trong t& bao nhan
that. Dén nay, sy san sinh histamin bdi mot sb ching vi khudn van dugc xem la mot
mdi nguy hai dén strc khoe hon 1a 1oi ich ¢6 thé cho ngudi. Vi du, ngd doc do cac loai
ca thudc ho ¢4 thu, mot dang bénh khong 1ay nhiém qua duong an uéng, gy ra bdi su
san sinh histamin do vi khudn trong thuc pham hong, cu thé 1a c4. Thuc phdm va dd
ubng lén men trong tu nhién déu chtra mot lugng nhé histamin do su chuyén héa tuong
tu duoc thuc hién béi vi khudn 1én men hodc ndm men. Viéc dua mdt luong histamin

dugc kiém sodt tr vi khuan dugc chon loc ¢6 thé dem lai nhicu tac dung co6 1gi dang
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ngac nhién hon cac tac dung c6 hai nhu c6 thé dugc nghi rang trong cac nghién ctru néu

trén.

Thu thé histamin 12 nhém céac thu thé duoc két hop véi protein G v6i histamin
lam phdi tir ndi sinh ctia chung. C6 bén thu thé histamin duoc biét dén; thu thé H, (H,
receptor-HIR), thu thé H, (H; receptor-H2R), thu thé H; (H; receptor-H3R), va thu thé
H,y (H4 receptor-H4R).

Vannier va cac dong tac gia (Histamine Suppresses Gene Expression and
Synthesis of Tumor Necrosis Factor o via Histamine H, Receptors, J Exp Med. 1991
July 1;174(1):281-4) da ching minh rang su téng hop TNF-o, gay ra boi LPS trong té
bao don nhan mau ngoai vi bi Grc ché bdi histamin, ho con dé xuét réng histamin giai
phong tir t& bao mast ¢ thé gigi han mirc do viém nhidém va cac dép tng mién dich

béng cach trc ché téng hop xytokin cuc bo trong té bao mang thu thé H,.

Hoat tinh chéng viém cua histamin trudc day da dugc boc 10 bd1 Wang va cac
dong tac gia (Histamine Antagonizes Tumor Necrosis Factor (TNF) Signaling by
Stimulating TNF Receptor Shedding from the Cell Surface and Golgi Storage Pool; J.
Biol. Chem. 278(24): 21751-21760), tai lidu nay da chi ra rang histamin gy ra su suy
giam tam thoi cia TNFRI trén bé mat, tang lugng TNFR1 phat tan va gy ra su chuyén
dong cia cac phan tir TNFRI tir thé Golgi trong té bao ndi md cta ngudi duge nudi
cdy. Tiém histamin vao da nguoi dugc cdy 1én chudt bi suy giém. mién dich di giy ra su
phat tan TNFR1 va lam gidm su cam tng qua trung gian TNF ctia cdc phan tir két dinh
ndi mo.

Vannier et al. va Wang et al. da khong dé cap bat ky didu gi vé viéce sir dung cac
chiing vi khuan san sinh histamin lam loi khuén hay phwong phap chon loc cac ching
vi khuan dya trén kha ning san sinh histamin cta chung dé dam bao loi ich stc khoe

nhét dinh cho vt chu, chéng han nhu tdc dung chéng viém.

Ceplene, mot dang dugc phdm cta histamin dihydroclorua, duge st dung dé
phong ngira tai phit & nhitng bénh nhan duoc chin dodn mic bénh bach cdu dong tay
cap tinh (acute myeloid leukemia-AML). Ceplene dugc dung Két hop véi xytokin hoat
hoa mién dich 1a interleukin-2 (IL-2) véi liéu thap trong giai doan sau khi thuyén giam
bénh AML, ttrc 1a khi bénh nhéan d& hoan thanh hoa tri liéu ban diu. Cac nghién ctru da

chi ra ring Ceplene/IL-2 c6 thé tiéu diét t& bao bénh bach ciu qua trung gian mién dich.
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Bién phép diéu tri tiém dudi da v6i chu ky 3 tudn mot 1an duge dwa ra cho bénh nhan
diéu tri tai nha trong vong 18 thang. Céc tac dung phu ctia Ceplene bao gdm tiéu chay
cap va dau ddu. Phuong phdp nay gitip cho bénh nhan thuan lgi hon trong viéc tiép
nhan histamin dugc san sinh cuc bd, khi can, thay vi tiém dudi da; cach thirc nay co thé
dat duoc béng cach dua lugng histamin c6 nguf”)n géc ttr vi khudn vao co thé bénh nhan,

bing cach sir dung cac chung vi khudn dugc chon loc theo sdng ché.

Trudce day, da bict rang vi khuan gram am tao ra histamin vi du nhu trong c4 va
thit song dé ngoai nhiét do thuong va vi khuan gram duong lam hdéng céac thuc pham
1én men do histamin nhu ph6 mat, xtc xich, miso, nudc tuong, bia va rugu. Viée xéac

dinh dugc cdc vi khudn san sinh histamin trong thuc phdm 1 rit kho khan.

Tuong tu, Lactobacillus reuteri truée day da ting duge biét 14 c6 lién quan dén
su san sinh histamin, Casas et al. (Validation of the Probiotic Concept: Lactobacillus
reuteri Confers Broad-spectrum Protection against Disease in Humans and Animals.;
2000, ISSN 0891-060X) béo cdo ring hai chung L. reuteri ma Straub et. Al. tim dugc
(Z Lebensm Unters Forsch(1995) 201: 79- 82) da dugc chiing minh la khir carboxyl cua
L-histindin dé tao ra histamin va cac tic gia ciing canh bio ngugc lai viéc st dung céac

chung vi khuan nay dé 1én men céc loai thuc pham va st dung ching lam lgi khuan.

Trip et al. (HdcB, a novel enzyme catalyzing maturation of pyruvoyl-dependent
histidine decarboxylase; Molecular Microbiology (2011) 79(4), 861-871) dé cap t6i 3
kiéu to chire locut gen ctia phan Gng khir carboxyl cua histidin & vi khudn Gram duong
san sinh histamin. Nhom 16n nhat duoc tim thdy trong vi khuén sinh axit lactic bao gdm
L. hilgardii 0006, L. buchneri B301, L. reuteri F275 va T. halophilus. Lactobacillus
hilgardii 0006 da dugc ching minh la sdn sinh histamin, trong nghién ctu dugc thuc
hién boi Lucas et al. (Histamine-Producing Pathway Encoded on an Unstable Plasmid
in  Lactobacillus  hilgardii 0006, APPLIED AND ENVIRONMENTAL
MICROBIOLOGY, Mar. 2005, Vol. 71, No. 3, p. 1417-1424), c4c tac gia con dé cdp
ring, histamin 1 mot chat nhidm tap xuat hién trong mot sé san pham trong qua trinh
sinh truéng ctia cac loai vi khudn khong mong mudn. Lucas et al. da tién hanh sang loc
va thu thap vi khuan sinh axit lactic ¢6 trong ruou dé xac dinh cac gen tham gia vao con

duong san sinh histamin cta vi khuan gram duong trong ruqu.

-10-



30298

Chung vi khuan san sinh histamin Lactobacillus buchneri dugc phan lap tir pho
mat Thuy S§ da duoc cho 1a c6 lién quan dén mot dot bung phat ngd doc histamin
(Summer et al. Isolation of histamine-producing Lactobacillus buchneri from Swiss
cheese implicated in a food poisoning outbreak, Applied and Environmental

Microbiology (1985), Vol. 50, Issue 4, p. 1094-1096).

Calles-Enriquez et al. (Sequencing and Transcriptional Analysis of the
Streptococcus thermophiles Histamine Biosynthesis Gene Clust¢r: Factors That Affect
Differential HdcA Expression; APPLIED AND ENVIRONMENTAL
MICROBIOLOGY, Sept. 2010, Vol 76, No. 18, p. 6231-6238) da mo td chung vi
khudn sinh histamin Streptococcus thermophiles, chat khoi mao va nhiét duoc st dung
dé san xudt sita chua va mot s6 loai phd mat. Céc tac gia nay con chi ra ring su hién
dién cta cic ching vi khuan c6 kha niang khit nhom carboxyl cta histidin ¢6 thé dan
dén viéc san phém chtra histamin dugc tao ra trong qué trinh san xuét hodc bao quan
trude khi tidu thu va didu nay lam nén tang cho tAm quan trong cta viée chi sir dung céc

ching Gram am sinh histamin trong san xuat cac san pham lén men tr siia.

Ngay ca khi da biét raing mot sé chung vi khuén Lactobacillus ¢6 thé san sinh
histamin, nhung chua biét chic chin riang kha ning san sinh histamin 1& mot yéu t6
quan trong trong viéc dam bao lgi ich strc khde nhét dinh cho vat chu, vi du nhu dac

tinh khang viém ctia mét sd chiung Lactobacillus.

Diéu nay c6 thé dugc sir dung dé sang loc va chon loc mdt so chung loi khuén
Lactobacillus la chua dugce biét hodac khong 1a hién nhién tr nhitng bde 10c trong linh
vuc k¥ thuat lién quan.

T¢ bao mast

Té bao mast (con goi la mastocyte va labrocyte) la té bao nam trong mot s loai
md va chtra nhi€u hat nhé giau histamin va heparin. Méc du, vai tro duoc biét dén nhiéu
nhat cda t€ bao nay la trong di tng va sdc phan v¢, t€ bao mast cling dong vai tro bao vé
rat quan trong, vi du nhu trong viéc chiia lanh vét thuong, chong lai céc tdc nhan gy

bénh.

T€ bao mast hién dién trong hau hét cac mo ddc trung xung quanh cac mach mau

va day than kinh, va dac biét tap chung & gan ranh gidi gitta thé gidi bén ngoai va mai

-11-



30298

truong bén trong, vi du nhu da, niém mac phoi va duong ti€u hda, trong miéng, két mac

va trong mui.

Trong cac phan tng di ung, t& bao mast giit trang thai khong hoat dong cho dén
khi chét gay di tng lién két v6i IgE da gin véi té bao. Cac su kién hoat héa mang té
bao khéc co thé khoi mao té bao mast cho qué trinh mét hat tiép theo hodic ¢6 thé hoat
dong hiép dong voi qué trinh truyén tin hiéu FceRI. Histamin tir hat nay lam gidn n&
tinh mach nhé sau mao mach, hoat héa nd1 mo, va lam tang do thAm thAu ctia mach
mau. Su giai phong histamin dan dén pht né cuc bd (sung), nong, ndi do, va su thu hut
cac t& bao viém khéc toi vi tri giai phong histamin. N6 ciing kich thich cac dau day than
kinh (gdy ra hién tuong ngtta hodc dau). D4u hiéu trén da ctia sy giai phong histamin 1a
su xudt hién ctia cac ndt do, ndt phong. Cac vét sung va do xuét hién ngay sau khi bi
mudi dbt 1a mot vi du dién hinh cho phéan tng nay, phan ing nay xay ra vai gidy sau khi
té bao mast bi kich thich boi chit gdy di ung. Céc hoat dong sinh 1y khac cta té bao
mast it dugc hiéu ro hon. Mot vai bang ching cho thiy rang té bao mast ¢6 thé co mot
vai tro kha co ban trong mién dich bam sinh, ching c6 kha nang tao ra mot loat cac
xytokin quan trong va cac chat trung gian gdy viém nhu TNFa, chung biéu hién nhiéu
“thu thé nhan dang mau” duoc cho 1a ¢é tham gia trong viéc nhan dién cdc nhém mam
bénh rong, va chudt khong cod té bao mast duong nhu dé bi mic cac loai bénh nhiém

trung hon.

Xem xét ddc tinh ctia histamin tir vi khudn trong thyc phdm va thuc té 12 nguoi
ta khuyén céo khong nén st dung céc ching vi khudn san sinh histamin trong cic san
pham 1én men (xem cac vi du cu thé hon trong Calles-Enriquez et al. Sequencing and
Transcriptional Analysis of the Streptococcus thermophiles Histamine Biosynthesis
Gene Cluster: Factors That Affect Differential HdcA Expression, APPLIED AND
ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Sept. 2010, Vol. 76, No. 18, p. 6231-6238).
Viéc st dung mot s6 chung vi khuan Lactobacillus dé san sinh histamin cuc b trong
diéu tri va/hoic phong ngtra céc loai bénh khac nhau khong thé dugc xem 1a hién nhién.

M&i quan hé gitta vat chii va hé vi khudn ky sinh trong no 1a rat phtc tap, va mbi
quan h¢ nay cling phtc tap dbi vai mot sb loai té bao chu cua dong vat ¢6 va, nhu té
bao mast. Mdi quan hé vat chii - vi khudn nay da phat trién ddng tién hoa trong nhiéu

ndm, moOi quan hé dong tién hoa nay bao gdm su san sinh cac chat chuyén hoa khac
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nhau ctia hé vi khuin ma c6 thé c¢6 loi cho vat chu vé cac mit dinh dudng, mién dich,
v.v., va hoat dong nhu toan bd hodc mot phén cac chit dbi khang, chi véan, khir man
cam, v.v. cac thu thé dic hiéu hoic trong cac qud trinh khac. Do do, can phai hiéu duoc
mbi tuong tac dac hi¢u nay gitta hé vi khuan va ngudi trong mdi lién quan v6i mot bénh
Iy cu thé hodc cac trudng hop khac anh hudng dén stc khée clia vat chii, dé co thé chon
loc va st dung dugc chung lgi khuén thich hop nhét nhim chéng lai sy phat trién bénh

by

nay.

Céc tac gia sang ché da phat hién ra rang mot nhom lactobacilli duge chon loc,
bao gdm moét sb chung Lactobacillus reuteri san sinh histamin cuc bd trong diéu kién
sinh trudng cu thé. Va trai nguoc véi du dodn trude ddy, histamin dugce san sinh cuc bd
theo cach nay s& lam loi cho vét chu theo nhiéu cach khac nhau, bao gdm giam viém,

gidm mot s6 bénh ung thu v.v..

Muc dich khéac cia sdng ché 1a dé xuat cac san pham chtra cac ching vi khuan

nay cung voi nguon cacbon dac hiéu, dé co dugc san pham synbiotic.

Céc muyc dich va uu diém khac s& dugc bdc 1§ day du hon trong phan mo ta sau

day va yéu cau bao hd di kem.

Viéc dua cac chung vi khudn sinh axit lactic, duge chon loc bang phuong phéap
theo sang ché vao co thé dong vat cd v s& dan dén sy san sinh cuc bo histamin va co

thé dem lai loi ich vi nhiéu ly do.

Muc dich chinh cta sang ché 1a dé xuat phuong phap chon loc cac ching vi
khuan sinh axit lactic dam bao tac dung chdng viém t6t. Tét hon, cac chung vi khuén
nay c6 thé dugce st dung dé diéu tri va/hoic phong ngira tinh trang viém, do operon
histidin va sy san sinh histamin la can thiét cho kha nang chéng viém cta chung vi
khuan sinh axit lactic nhat dinh. Tét hon, cac ching vi khuin nay c¢6 thé duoc si dung
trong diéu tri va/hodc phong ngira cic qud trinh viém nhiém trong duong ti€u hoa,
dudng nidu-sinh duc, khoang miéng, trong phdi va duong ho hip, trén da v.v., trong co
thé dong vat c6 vu, bao gém nhung khong chi gi¢i han & viém rudt két, viem rudt, hoi
chirng rudt kich thich, viém tai thira, viém nudu, viém am dao v.v.. Pa biét trude do
rang histamin thong qua thu thé H, ¢ thé lam giam sy biéu hién gen ctia TNF-alpha.
Ngoai ra, té bao mast con c6 kha ndng tao ra mot loat cdc xytokin quan trong va cac

chit trung gian gy viém khac nhu TNF-alpha. Tuy nhién, trudc day chua c6 phat hi¢n
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rdng operon histidin va su san sinh histamin cuc bd ctia mot sd chung vi khuan dugc
chon loc ¢6 thé dem lai nhiéu tac dung ¢6 loi cho vat chu, vi dy, chiing 14 nhan tb quan
trong dong gop vao kha nang chéng viém ctia ching vi khuén L. reuteri duge chon loc.
Trude day, cling chua phat hién ra rang viéc sir dung ching L. reuteri duoc chon loc

bang phuong phap theo sang ché trong diéu trj yéu cdu cin phai ¢ histamin.

San pham va ching duoc uu tién ding trong diéu tri va/hodc phong ngira tinh
trang viém 1a Lactobacillus reuteri, cu thé 1a Lactobacillus reuteri 6475 (ATCC PTA
6475). Theo cac phuong an khac cta sang ché, ching vi khudn duoc st dung khong

phai la Lactobacillus reuteri 6475 (ATCC PTA 6475).

Viéc sir dung cac ching vi khuén, san phim va ché phdm theo sang ché vao muc
dich tri li€u nhu dugc xdc dinh trong ban md ta thuong dan dén su giam nhe hodc
thuyén giam bénh tuong (g hodc cac triéu ching cta bénh, vi du ¢6 thé din dén su
giam déng ké mtc do viem & dong véat c6 va. Vi duy, histamin dugc sdn sinh cuc bo co
thé hoat hoa céc thu thé H, trén té bao biéu mo rudt cling nhu té bao mién dich dé tc
ché mién dich qua niém mac ¢ vat chu, vi du thong qua su tc ché xytokin tién viém. Do
do, sang ché cho phép chuyén hoa thanh phin trong thte an (histidin) thanh histamin tai
vi tri hoat dong va diéu bién cuc bd dap tmg mién dich ctia vat chd (vi du trong rudt).
Co thé théy réng su san sinh histamin cuc bo dugc dé xuét bsi sang ché thuc sy ¢6 vu
diém so v6i cac phuong phap khac nhu dn uéng qua miéng hodc cac hinh thtc dua
histamin vao co thé khac, dic biét la trong thuc té, phuong phap n udng qua dudng
miéng khong duoc ung hd bai cac anh huong doc hai va cac nguy co dbi véi sirc khoe
da duoc thira nhan.

Cu thé, trong cac bénh viém ¢ duong rudt dugc quan tdm, viéc st dung cac
chung vi khuan, san pham va ché phém theo sang ché cho muc dich diéu tri, c6 thé dan
dén su giam dang ké hién tuong loét va ton thuong duong rudt (vi du tén thuong rudt
két), do dugc bang phuong phap tiéu chuén vi du nhu diém Wallace, lam giam dang ké
chirng sut can hodc tinh trang viém rudt, vi du nhu rudt két.

Tac dung lam gidm nhe hodc thuyén gidm bénh hodc cac triéu chirng cia bénh
c¢6 thé do duoc béng thtr nghiém thich hop bét ky. Tét hon, tac dung lam gidm nhe hodc
thuyén giam bénh hodc cac tridu chiing ctia bénh ¢ y nghia thdng ké, t6t hon véi gia tri

xac suat <0,05. Tac dung lam giam nhe hodc thuyén giam bénh hodc céc triéu ching
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cua bénh nay thuong duoc xac dinh khi so vdi ca nhan hoac tdp doan doi chung, vi du
nhu mot ca thé dong vat ¢6 vi khée manh hodc ca thé khong dugce diéu tri hodc dugc

di€u tri bang gia dugc.

Phuong thic thich hop dung dé dua vao co thé va dang bao ché cta cac ching vi
khuén, v.v. duoc chon phu thudc vao vi tri mong muén histamin duoc san sinh cuc bd.
Céch thirc dua vao co thé dugc uu tién hon d6 1a qua dudng miéng, tuy nhién, tuong
duong v6i mot sé phuong phap diéu trj khu tri hodc mot sé hinh thuc khac dé dua vao
cuc bd cho da, truc trang, am dao hodc lgi cling s€ 1a thich hop, hodc tiém tinh mach,

tiém bip ciling ¢6 thé 1a thich hop.

Mic di cac vi du trong ban md ta chimg minh viée str dung cc chung vi khuén
theo sang ché va lidu dung thich hop dé didu tri viém rudt két, cdn phai hiéu ring day
day chi la mot vi du vé trang théi viém cé thé duoc diéu tri theo sang ché, va céc lidu
luong thich hop ctia ching vi khuin, san pham va ché phdm theo sang ché duoc xac
dinh trong ban mo ta cé thé dugc chon tuy theo bénh can diéu tri, cach thirc dua vao co

thé va dang bao ché lién quan.

Hon hop thanh phan trong ché d6 an bao gdm histidin ¢ thé duge st dung dé
dam bao sy hién dién cua histidin va do d6 lam tang hi¢u qua cia cac vi khudn. Histidin

c6 thé dugc dung mdt minh hodc cung voi vi khuan,

Mot cach dam bao su cung cdp day du histidin cta vi khuén 13 #n thuc phdm
giau histidin, bao gdm nhung khong gii han & protein déu nanh, pho mét, tring, thit ga

va thit lon.

Operon histidin trong vi khuan da dugc chimg minh 14 cai thién kha ning sinh
truong trong diéu kién pH thap hozc han ché ngudn ning luong (Calles-Enriquez et al.),
nhung operon histidin da khong duoc két hop véi cac dic tinh chéng viém cua céc
chung vi khuan L. reuteri .

Muc dich khic ctia sang ché 1a sir dung cdc ching vi khudn dugc chon bing
phuong phép theo sang ché trong didu tri bénh ung thu. Histamin két hop voi 1L-2 da
duoc st dung dé diéu tri AML. Str dung céc chiing vi khuan theo sang ché s& dan dén

su san sinh histamin cuc bo, két hop voi IL-2 ¢6 thé duoc st dung dé diéu tri AML.
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Muc dich khac cua sang ché 1a su dung cac chung dugc chon loc dé lam giam
nguy co di tng thuc pham, cac phan tmg di tng khac hodc cac bénh tu mién khéc. Tinh
toan than tang 1én trong histamin trudc diy duge biét dén nhu mot hé qua cua di Gmg
gdy ra boi qua trinh mét hat cua té bao mast. Khi dua chang vi khuan dwoc chon loc
theo sang ché nay vao co thé ngudi nhén, histamin dugc san sinh cuc by s& dan dén

hi€u qua khir man cdm lam gidm di ng hodc cac bénh tu mién khac.

Muc dich khac cta sang ché 1a str dung cdc chung vi khuén axit lactic san sinh
histamin dé lam gidm nguy co mic tiéu chay khi di du lich. Bénh nhan dugc didu tri
bang thube e ché histamin c6 nguy co bi tidu chay khi di du lich cao hon. Nguy co
tang nay c¢o thé dugc trung hoa bang cach dua vao co thé vi khuan sinh axit lactic dugc
chon loc bang phuong phép theo sang ché.

Muc dich khac ctia sang ché 1a sir dung cac chung vi khuén duoc chon loc trong
diéu tri bénh xo cing rai rac. Histamin da duoc dé xudt 14 mot phan tr quan trong cho
viéc phét trién phuong phap didu tri méi dbi véi bénh xo cimng rai rac va cic chung
duoc chon loc bang phuong phép theo sang ché s& cung cip histamin cho bénh nhan.

Muc dich khéc cta sang ché 1a st dung vi khuén san sinh histamin nhu mét bién
phép diéu tri chdng viém trén da, st dung histidin va cac chét twong tu histadin c¢6 sin
trong da. Do histidin 1a co chét cho axit urocanic, mot chit dugc da san sinh do chiéu

tia UV va axit urocanic nay c6 dac tinh khang viém trén da.

Muc dich khéc cua sang ché 1a st dung céc chung vi khuan dugc chon loc deé tc

ché su hoat hoa ERK 1/2.
Muc dich khac cia sang ché la trc ché TNF alpha.
Muc dich khéac cua séng ché 1a lam giam viém, cuc b0 hodc toan than.

Muc dich khac ctia sdng ché la dé ting cuong hién tugng xuit bao tir bong nudc

tiép giap bang cach trc ché ERK1/2.

Muc dich khac ctia sang ché 1a thuc ddy té bao gbc phdi ngudi tu tai tao bing

cach trc ché BRK1/2.

Muc dich khéc cia sang ché 1a cam ung sy biéu hién ABCA1 cua dai thuc bao

va dua cholesterol ra ngoai bang cach e ché ERK1/2.
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Muc dich khac cta sang ché 1a lam giam cac ching phi dai tim va suy tim bang

cach e ché ERK1/2.

Muc dich khéc cia sang ché 1a lam giam sy tang sinh ctia mot sb bénh ung thu
bao gdm bénh bach ciu (vi du nhu AML) hoic cac khdi u 4c tinh. Do dé, tét hon céac
bénh ung thu nay 1 cic bénh c6 thé duoc didu tri bang cich st dung cic ching vi

khuan, cac san pham va ché pham theo sang ché.

Muc dich khéc cua séng ché 1a st dung céac ching vi khuén dugc chon loc dé san
sinh histamin trong céc diéu kién nhét dinh nhu mot chét dan truyén than kinh vi du
trong cdc tuong tic ¢ dudng niéu-sinh duc véi hé than kinh trung wong va truyén tin
hiéu than kinh & bd phan bi dau. Vai tro lam chit dan truyén thén kinh ¢6 thé dugc mé
rong dé tic dong 1én nhu dong rudt (dé diéu tri tdo bén hodc tidu chay) va truyén tin

hi¢u dau trong ruot.

Muc dich khac cua sang ché 1a st dung céc ching vi khuén dugc chon loc dé tac
dong dén truc rudt — ndo boi vi LAB duoc chon loc s& san sinh histamin va tac dong
dén nhén thirc dau trong ndi tang va truyén tin hiéu trong hé than kinh trong rudt. Nhu
vay, cO thé théy réng, sang ché ¢ thé duoc st dung dé diéu tri va/hodc phong ngtra loai
bénh bit ky dugc huéng loi tir sy san sinh histamin cuc bo hodc phuong phép diéu tri

va/hodc phong ngtra bénh bat ky co thé duoc diéu tri nho st dung cuc bd histamin.

Muc dich khéc cta sang ché la dé xuit cac san pham chira cidc ching vi khuan
nay.

Muc dich khéac cua sdng ché la dé xuat cdc san pham chia céac ching vi khuan
nay cung vo1 ngudn cacbon dac hiéu, dé c6 duoc san pham symbiotic, s€ thong qua
kich thich ddc hi€éu ching vi khuan san sinh histamin, gitp nang cao hiéu phong va diéu

tri bénh.

Muc dich khéc cta sang ché 1a dé xudt cac san pham chira cac chung vi khuin
nay ciing véi histidin, bao gdm cac chét twong tu histidin hodc cac san phim hoic ché
pham chira histidin. Tt hon, hdn hop nay duoc dua vao co thé qua duong miéng dudi
dang vién nang bao vé dé giai phong thanh phan bén trong & phan duéi ciia dudng rudt,

nham dadm bdo cho su song cta histidin va vi khuan tai vi tri hoat dong.
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Muc dich khéc ciia sang ché 1a két hop viée dua vao co thé cac ching vi khuin
nay v6i ché do an ubng giau histidin.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuit san phdm dé st dung trong diéu tri
nhu di duoc dé cdp trong ban mé ta, trong d6 viée sit dung nay con bao gdm viéc dua
vao co thé cua bénh nhén it nhat mot tac nhén tri liéu hodc chét dinh dudng bd sung
Theo cac phuong 4n ndy, tac nhan tri lidu bd sung c6 thé 1a tic nhan bat ky hitu dung
trong viéc diéu tri bénh, vi du tac nhan chéng viém hodc tac nhan mién dich trj liéu nhu

chemokin hodc xytokin (vi du nhu IL-2).

Theo cic phwong 4n wu tién, tac nhan bd sung nay bao gdm histidin hodc chit
tuong tu histidin. Nguén cacbon thich hop hd tro cho su san sinh histamin boi ching vi

khuan, hodc hon hop ctia ching.

Céc tac nhan bd sung nay c6 thé duge dua vao co thé cung v6i cac chung vi
khuin theo sang ché hoic c¢6 thé duge dua vao riéng ré. Ngoai ra, cac tac nhan bd sung
nay ciing ¢6 thé duoc dua vao cing luc véi cac chung vi khuan theo sang ché hodc &
céc thoi diém khéc nhau. Cach thire dua vao co thé thich hop va viéc xac dinh thoi
diém dua vao co thé ¢ thé dé& dang duoc xac dinh béi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh

trong linh vuc phu thudc vao loai tdc nhan b sung dugc st dung.
Sang ché con dé xuat ché pham bao gdm:

(i) chiing vi khudn sinh axit lactic thu duoc bing phuong phap chon loc theo
sang ché (hodc chung vi khuan sinh axit lactic ¢6 kha nang san sinh histamin nhu duoc
dinh nghia khic trong ban md ta), trong d6, ching vi khuan sinh axit lactic nay co

operon histidin hoat dong va cé thé san sinh histamin; va

(ii) it nhat mot thanh phan bd sung dugc chon tir nhém bao gdm ngudn cacbon
thich hop hd trg cho viée san sinh histamin béi chiing vi khuan nay, ngudn histidin hodc
chét tuvong tu histidin, va hdn hop ctia chung.

Trong cac san pham, ché pham va sir dung theo sang ché dugc md ta trong ban
md ta, tot hon, histidin hodc cac chat tuong tu histidin nay & dang thuc phém hodc thuc
phém bd sung chtra histidin hodc cac chét tuong tu histidin, hodc nguén cacbon bao

gom glucoza. Tot hon, ngudn cacbon nay khong chtra sucroza, hodc it nhat 1a chi bao
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gom sucroza & muc dd khong gdy anh hudng dang ké téi sy san sinh histamin cta céac

ching vi khuan. Tuy y, cac ngudn axit amin khéc ciing c6 the tuy chon dugce dé xuét.

Theo cac phuong an thay thé, cac chung vi khuin duge xac dinh tai phan (i) c6
thé duoc két hop v6i thanh phén khéc hitu ich trong viéc diéu tri bénh, vi du, tic nhan
tri lidu bd sung, vi du tdc nhan ché)ng viém hodgc tac nhan tri liéu mién dich bd sung nhu

chemokin hoac xytokin (vi du nhu IL-2).

Lactobacillus reuteri 13 10ai vi khun sinh axit lactic 1én men di hinh, ky sinh tu
nhién trong dudng rudt cua nguoi va dong vat. Mot ) ching loi khuén L. reuteri c6
kha nang tc ché san sinh TNFo trong khi céc chung loi khuan L. reuteri khac lam ting

san sinh TNFa cia nguoi.

Sang ché c6 thé duoc thuc hién nho cac nghién ciu vé co ché cua ching loi
khudn L. reuteri 6457 va cac chung khac da chtimg minh hiéu qua cta chiing khi hoat
hoa té bao dong tiy ctia ngudi. Cac chat chuyén héa cta L. reuteri dugc phén tach bang
cach st dung HILIC-HPLC, va histamin duoc x4c dinh bang phép do phd NMR va do
khdi phd. Dinh luong histamin bing phép do khdi phd ba tir cuc dd ching to ring
ching L. reuteri 6457 san sinh histamin & ndng do twong dbi cao khi duoc sinh trudng
trong méi trudng tdi thiéu chira glucoza. Cac nghién ciu & mirc d6 phién ma gen trude
day cho ring hai gen trong operon histidin cta L. reuteri c¢6 thé déng mot vai tro trong
su rc ché TNF béi ching vi khuén 6475. Viée gdy dot bién dinh hudng cac gen nay da
cho thdy mdi gen trong operon histidin, thé d6i van histidin/histamin, HdcA, va HdcB,
dong vai trd quan trong déi voi kiéu hinh e ché TNF ctia chung 6475. Cac nghién ctiu
vé co ché da chiing minh ring histamin Grc ché TNF bang cach truyén tin hiéu thong
qua thu thé H, chtr khong phai thu thé H,. Su truyén tin hiéu thong qua thu thé H, lam
taing cAMP ndi bao lam hoat héa PKA. Hoat tinh ctia PKA 1a cin thiét cho sy Gc ché
TNF béi histamin. Histamin phong bé hoat dong cia dudng truyén tin hiéu MEK-ERK
cua MAPK.

Histamin dugc biét dén nhiéu hon boi cac tac dung tién viém trong di Gng va sbc
phén vé, nhung mot s6 nghién ctru da chimg minh chitc ning chéng viém cta histamin.
Céc nghién ctru in vitro dd chimg minh ring histamin c6 thé e ché sy san sinh céc
xytokin tién viém, IL-1, IL-12, va TNF tir bach cdu don nhén cta nguoi va dai thuc bao

dugc kich thich béi LPS va hiéu tng nay dugce dao ngugc boi cac chit dbi khéng thu
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thé H,. Ngoai ra, histamin c6 thé kich thich su san sinh xytokin chéng viém, 1L-10,
thong qua céc thu thé H,. Su truyén tin hi¢u qua thu thé H, din dén su giam biéu hién
cla céac thu thé CD14, 1a thu thé tham gia vao su nhan dang LPS, trén bé mit cia bach
ciu don nhan cua ngudi. Thy thé TNF ciing bi anh hudng boi histamin. Su truyén tin
hiéu thong qua thu thé H, gdy cam ung sy phat tan & cd TNFR1 va TNFR2. C4c nghién
cttu in vivo ciing cho thiy vai trd chéng viém déi v6i histamin. Bién phap diéu tri bang
dimaprit, chét cht vén thu thé H, dic hiéu lam giam ndng do TNF trong huyét tuong &
md hinh thtr nghiém chudt bi sé¢ do ndi ddc té (thtr nghiém LPS) va viém gan (LPS va
galactosamin). Histamin la chét bao vé trong moO hinh thr nghiém chudt bi ton thuong
gan do LPS gy ra, va nhirng téc dong nay da bi suy yéu trong chudt bi pha v thu thé
H,. Trong rudt, histamin c6 thé gitp bdo vé chéng lai nhiém khuén. Su truyén tin hi€u
qua thu thé H, trong cac miéng dip cua Peyer gitip phong ngira nhim khuin giy ra boi

Yersinia enterocolitica.

Téac dung cua histamin co thé duoc x4c dinh qua sy biéu hién cua thu thé
histamin trén té bao dich. Trong té bao T, hiéu qud cua histamin phu thudc vao thu thé

histamin nao duogc hoat hoa.

Bing cach truyén tin hiéu qua thu thé H;, histamin lam ting cuong cic phan ting
kiéu Tyl nhung lai trc ché céc phan tng cua Tyl va Ty2 qua thu thé H,. Nghién ctu da
dugc thuc hién dé xem xét su biéu hién cua thu thé histamin trong duong tiéu hoa cua
nguoi. Nhiéu loai té bao duogc kiém tra biéu hién nhiéu thu thé histamin. Vi du, t& bao
mién dich, bao géln dai thuc bao, ¢6 biéu hién cao cac thu thé H, va H, va da duoc
ching minh 1a biéu hién thap thu thé H,. Su ting té bio mast va histamin duoc cho 1a
¢6 lién quan dén sy qua man cam trong noi tang di kém véi IBS. S6 luong va hoat tinh
ctia té bao mast ting 1én & gan vi tri phan bd day than kinh trong niém mac rudt két co
thé dan dén gia ting cam nhan dau bung. Nghién ciru v6i ketotifen, mot chit én dinh té
bao mast, dd chirmg minh ngudng dau gia ting & bénh nhan c6 IBS, giam cac triéu
ching cua IBS, nhung khong c6 su thay ddi vé sb lugng hodc hoat tinh (dugc xac dinh
boi su giai phong histamin va tryptaza) ctia té bao mast trong md sinh thiét truc trang.
Hi€u qua cua ketotifen trong viéc cai thién IBS cé thé khong dem lai su dn dinh cua té
bao mast, nhung c¢6 thé déng gép mot vai trd khac nhu mot chat dbi khang thu thé H;.
Néu su hoat héa thu thé H, duogc két hop v6i phéan Gng tién viém, ngdn chdn hoat dong

cta no6 voi ketotifen ¢ thé cho phép histamin dugc san sinh tir t€ bao mast hodc hé vi
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sinh vét dudng rudt, nhu L. reuteri, dé chi truyén tin hidu théng qua thu thé H,. Nhu céc
tac gia sang ché da chting minh, viéc truyén tin hiéu thong qua thu thé H, ¢6 thé ngin
chin sy san sinh TNF va tao ra tac dung khang viém. Co ché ketotifen nay c6 thé duoc
str dung trong cac phuong phap tri liéu mai két hop céc chit dbi khang thu thé H; véi

hi¢u tng probiotic cia chung vi khuan L. reuteri.

Ngoai ra, viéc thay doi ngudn cacbon ciia mdi truong nudi cay tir glucoza sang
sucroza la da de rc ché ki€u hinh Gc ché TNF ctia ching vi khuan dugc chon loc, vi du
chung vi khuan L. reuteri 6475. Ngoai ra, su diéu hoa xuong dang ké cta ca ba gen c6

trong operon histidin da dugc quan sat véi di€u kién sinh trudng cd sucroza.

Viéc xac dinh histamin 1a hop chét chéng viém dugc san sinh bédi céc ching loi
khuén Lactobacillus duge chon loc s& giup x4c dinh cdc ung dung trong tri liéu cua
chung loi khuén nay. Cac nghién ctru vé co ché da lién két su hoat hoa thu thé H, trén té
bao THP-1 v6i histamin va su e ché hoat héa ERK. Su hoat héa ERK tham gia vao
nhiéu chuc nang cua té bao bén canh sy san sinh TNF. Su hoat héa ERK tham gia vao
qué trinh tdng sinh, tao khéi u, qué trinh bi¢t hoa, va su séng clia té bao. Két qua cho
thdy vai tro ctia cac chung dugc chon loc nhu L. reuteri 6475 trong viéc bao vé chéng
lai bénh ung thu bang cach e ché viém, qua trinh ting sinh té bao, va su chét té bao
theo chuong trinh bﬁng cach e ché su hoat hoa ERK. Ngoai ra, histamin la chit dan
truyén than kinh da biét. Sy san sinh histamin tir cac ching dugc chon loc ¢é thé anh
hudng dén su truyén tin hiéu trong hé than kinh trong rudt, anh hudng dén cam nhén
dau va nhu dong ruot. Dé dam bao viéc san sinh histamin tai vi tri hoat dong, vi khuén
cting v6i histidin tot hon dugce cung cip vao vi tri do. Histidin ¢6 thé duoc dua vao co
thé cling véi vi khuan hodc riéng ré, ché do an giau histidin cing ¢6 thé lam tdng su san

sinh histamin.

Sang ché dé xudt mot sé ching vi khudn sinh axit lactic va phuong phap chon
loc cac chung vi khudn nay va céc san phdm chtra cdc ching vi khuén nay. Vi khudn
dugc chon loc bang cach sir dung phuong phép sang loc déi véi operon histidin, ngac
nhién la sy hién dién ctia operon histidin hoat dong da dugc chitng minh 1a can thiét cho
cac tdc dong c6 loi khac nhau nhu cac dic tinh diéu bién mién dich cua cac chung vi

khuén sinh axit lactic dugc chon loc.
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Cac muc dich va cac uu diem khéac cta sang ché s€ tré nén rd rang hon doi véi

nguoi doc va dugce du tinh rang cdc muc dich va uvu diém nay déu nam trong pham vi

cuia sang ché.

Sang ché s€ dugc md ta chi tict hon véi vién dan dén céc vi du khdng gidi han

sau day:

Vi du thwe hién sdng ché

Bang 1. Cac chiing vi khuin duoc sir dung trong nghién ctru

Céc chung vi khuan

L. reuteri ATCC PTA 6475

L. reuteri ATCC PTA 6475::JP577
L. reuteri ATCC PTA 6475::1229
L. reuteri ATCC PTA 6475::1230
L. reuteri ATCC PTA 6475::1231

MO ta

Phan 1ap tur stta me nguoi

Phan Lan

Dot bién chén doan
Dot bién chén doan
Dot bién chén doan

Dot bién chén doan

Nguén
BioGaia AB

- (Raleigh, NC)

Nghién clru nay
Nghién ctru nay
Nghién ctru nay

Nghién clru nay

Bang 2. Phén tich & mic d§ phién ma gen (Transcriptomic) cia operon histidin

trong chung vi khuan L. reuteri 6475 dot bién.

Histidin
decarboxylaza,
pyruvoyl typ A Thé d6i van
Gen HdcB (HdcA) Histidin/Histamin
Thay d6i | Gia | Thay Thay doi
So sanh lan trip | doilan | Giatrip lan Gid tri p
CFAS (23)/6475 2,3 <0,05 | -1,1 0,68 1,2 0,36
THFS1' /6475 -1,33 0,60 | -328 | <0,05 -3,45 <0,001
Sucroza®/Glucoza -11,8 <0,01 | -30,1 | <0,001 -5,5 <0,001
THFS2/6475 - - 1,2 0,7 0,8 0,2
PocR/6475 - - 2,4 0,10 1,3 0,66
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*Cac dot bién chén doan 1am méat kha ning wc ché su san sinh TNF so véi ching
vi khuidn 6475 kiéu dai. CFAS: axit béo xyclopropan syntaza, THFS1: tetrahydrofolat
syntaza 1, THFS2: tetrahydrofolat syntaza 2.

SChung vi khudn 6475 kiéu dai sinh truéng trong LDMIIIS so vé6i ching vi khuan
6475 kiéu dai sinh truéng trong IDMIIIG. Ching vi khudn 6475 kiéu dai sinh truéng
trong LDMIIIS mAt kha ning e ché sy san sinh TNF.

Vidu 1
San sinh histamin bdi cac chung vi khuan Lactobacillus dugce chon loc
Céc ching vi khuan va di€u kién nudi cay

Tat ca cac ching vi khuan duoc st dung trong nghién ciru ndy dugc mo ta trong
bang 1. Lactobacillus reuteri ATCC PTA 6475 duoc phan 14p tir sita me ngudi Phin Lan
(c6 san & ATCC, Manassas, VA, USA). Cac chung vi khuén L. reuteri ATCC PTA 6475,
ATCC 6475 JP577, ATCC 6475 1229, ATCC 6475 1230, va ATCC 6475 1231 s€ duogc
goi tit 1a cac chung 6475, JP577, 1229, 1230, va 1231, tuong Gng, trong sudt ban mo ta
nay.

Céc ching L. reuteri dugc nudi trong diéu kién yém khi trong 16 dén 18 gid trong
mdi trudng deMan, Rogosa, Sharpe (Difco, Franklin Lakes, NJ), va cdy vao 2L mdi
truong ban xac dinh, LDMIII (ODgy dugc diéu chinh dén 0,1), da dugc mo ta trude do.
Ngudn cacbon 14 glucoza, LDMIIIG, hodc sucroza, LDMIIIS. Céc chung nudi cdy duoc
sinh truong trong 24 gid ¢ nhiét do 37°C trong thiét bi ky khi (MACS MG-500,
Microbiology International, Frederick, MD) dugc cung cap hdn hop gdm 10% CO,, 10%
H,, va 80% N,. C4c mau duoc léy vao céc thdi diém khac nhau theo su sinh trudng béng
cach do ODggo. O pha cn bing (24 gid), té bao duge tao vién tir 2L dich nudi cdy (4000
x g, 10 phut). C4c vién té bao va phan dich ndi khong chua té bao duogc luu trit ¢ nhiét do
-20°C trudc khi tiép tuc xtr Iy dé phén tach bang HPLC va thir nghiém trong thir nghiém
sinh hoc (rc ché TNF.

Dong té bao va cdc thudc thir

Céc thtr nghiém in vitro dugc thuc hién véi té bao THP-1 (dong té bao bach céu
don nhén to cua nguoi, ATCC, Manassas, VA) dugc duy tri trong RPMI (ATCC) va
huyét thanh bao thai bo duoc bét hoat béng nhiét (Invitrogen, Carlsbad, CA) & 37°C, 5%
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CO,. Céc khang thé MEK 1/2, phospho- MEK 1/2, ERK 1/2, va phospho-ERK 1/2 va
chat we ché MEK U0126 cia hang Cell Signaling Technology (Danvers, MA) va khang
thé B-Actin cua hang Abcam (Cambridge, MA). Tét ca cac thudc thir khac ciia hing
Sigma (St Louis, MO).

Téch céac yéu t lién két thanh té bao bang HILIC-HPLC

Céac vién té bao (7g) tir ching 6475 dugc sinh truéng trong LDMIIIG hodc
LDMIIIS duogc rira voi 30mL axetonitril 50%/axit trifloaxetic (TFA) 0,1% trén nudc da
lanh. Huyén phu té bao dugc ly tdm trong 10 phut, 4000 x g & 4°C. Dich ndi trén bé mat
duoc loc qua mang loc polyvinyliden florua (PVDF) (c& 15 0,45 um, Millipore, Bedford,
MA), dugc dong kho, va tao huyén phu lai trong 10mL axit formic 0,1%. Mau duoc tao
huyén phu lai dugc phan doan theo kich ¢& bang thiét bi loc ly tim Amicon Ultra-15 st
dung mang ultracel-3 (Millipore, Bedford, MA). Lam khé dich loc (9mL) xubng con
ImL bing chan khong tdc d6 cao, va str dung 0,75mL cho phén tich HILIC - HPLC. Hoa
tan mau véi axetonitril 100% trudc khi chay trén cot PolyL.C hydroxyetyl véi gradient
ctia axetonitril 100-0%, axit formic 0,1%. Cic mau dugc chay trong 25 phut va thu duoc
25 phan doan (A1-Cl1) tai 10mL/phut/dng. 3mL tir mdi phan doan duoc dong khé, tao
huyén phu lai trong 3mL axit axetic 0,1%, va duoc dong kho mét 14n nira dé thir nghiém

trong thir nghiém sinh hoc trc ché TNF.
Thir nghiém sinh hoc e ché TNF va TNF ELISA

Céc dich ndi cia vi khuan (10mL) ttr dich nudi céy LDMIII sau 24 gid duge loc
khir tring bang mang loc PVDF (¢ 16 0,22um, Millipore) va phan doan theo kich ¢& nhu
mo ta trén day. ImL dich loc <3 kDa dugc lam kho béng chan khong tbc do cao va duoc
tao huyén phu lai trong méi truong RPMI. Céc méu dich ndi da duoc xir ly got la moi
truong diéu kién. T4t cé cac dich ndi dugce chuin héa theo thé tich dén ODygpp = 1,0. Phan
doan déng kho tir phan tach bang HILIC-HPLC dugc tao huyén phu lai trong 400uL
amoni bicarbonat 10mg/mL, lam kho trong chan khong téc doc cao va dugc tao huyén
ph lai trong 400uL mdi trudng RPMI. Moi truong diéu kién va céc phan doan nudce rira
vién t€ bao duoc thw nghiém vé kha nang diéu bién su san sinh TNF trong t€ bao bach
cau don nhan to. Tém lai, té bao THP-1 (khoang 5x10* té bao) duoc kich thich dé san
sinh. TNF biang cach bd sung 100ng/mL Pam;Cys-SKKKK x 3 HCl (EMC

Microcollections, Tuebingen, Ptic) nhu da mo ta & trén. Chét (rc ché - chét ddi khang thu
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thé H,, ranitidin va ximetidin (10 — 10°M), chat d6i khang thu thé H,, indometaxin (10~
— 10°M), chit Gc ché MEK, U0126 (10uM), va chit tc ché PKA, H89 (N-[2-(p-
bromoxinnamylamino)etyl]-53-isoquinolinsulfonamit dihydroclorua) (10°M) — da duoc
bd sung vao té bao THP-1, theo sau 1a mdi truong diéu kién L. reuteri hodc cic phan
doan nuée rira vién té bao (5% thé tich/thé tich), histamin (10”°M), hodc dibutyryl cAMP
(10'3 — 10'71\/[). Céc dia dugc u ¢ 37°C va 5% CO, trong 3,5 gio. Té bao THP-1 duoc tao
vién (3000 x g, 5 phut, 4°C), thtt nghiém ELISA dinh luong dugc st dung dé dinh luong
TNF ¢6 trong dich ndi té bao THP-1 theo huéng dan ciia nha san xuét (R&D Systems,
Minneapolis, MN).

Hop chit e ché TNF cua L. reuteri 6475 dugc phan lap bang cach st dung
phuong phép sic ky 1ong twong tac ua nude — sic ky 1ong hiéu ning cao (“hydrophilic
interaction liquid chromatography - high performance liquid chromatography”-HILIC-
HPLCO).

Céc vién té bao vi khudn duoc rira dé loai bo cac hop chit lién két 1ong 1o véi bé
mit t& bao. Céac thanh phin cta nudc rira vién té bao dugce phan tach dua trén tinh ky
nudc bﬁmg cach st dung HILIC-HPLC, va 25 phan doan thu dugc da dugc thtr nghiém vé
su duy tri cdc hop chit Gc ché TNF. L. reuteri 6475 sinh truéng trong moéi trudng tdi
thiéu véi glucoza 12 ngudn cacbon duy nhét san sinh cac yéu td trc ché TNF ma duoc gitr
lai trong 3 phan doan cua HILIC-HPLC riéng bi¢t (B3, BS va B6, dit li¢u khong duogc thé
hién trong ban mo ta). L. reuteri 6475 sinh truéng véi sucroza 1a ngudn cacbon duy nhét
mét kiéu hinh e ché TNF va duoc dung lam méu ddi chimg 4m. Khéng c¢6 phan doan
nao trong sé cac phan doan cua HILIC-HPLC tir nudc rira vién té& bao 6475 sinh trudng

trén sucroza thé hién su e ché dang ké TNF (dit liéu khong thé hién).

Histamin dugc xé4c dinh trong phan doan tic ché TNF ctia HILIC-HPLC béi phép
do quang phd NMRR va do khéi phd.

Phan doan B3 ctia HILIC-HPLC tc ché TNF duoc phan tich béi 'H NMR va so
sanh v6i phan doan lién k& B4 khong e ché TNE. Mot loat dinh duy nhét véi su thay doi
hoéa hoc gitta 7,0-7,5 ppm, 1a diém dic trung ctia hop chét thom, duoc quan sat thay trong
phéan doan B3 nhung khong c6 trong phan doan B4 (dir liéu khong duoc thé hién). Cum
hop chat thom nay dugc tiép tuc phén tich bing NMR 2 chiéu (2D) su gin két mot luong

tor di nhan (heteronuclear signle quantum coherence - HSQC) dé xéc dinh thanh ph?m cua
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n6. Cac hop chét thom bao gdm tryptophan, phenylalanin, histamin, va mot hgp chét
khong xéc dinh. Trytophan va phenylalanin 1a céc thanh phin ctia méi trudong nudi ciy vi
khuén trong khi histamin thi khong phai. Céc két qua nay da duoc xac nhan bang cach s
dung phuong phiap NMR 2D bd sung, quang phd twong quan téng (total correlation
spectroscopy - TOCSY). Histamin 12 mdt amin nguén gbc sinh vét duoc tao ra tir histidin
nho histidin decarboxylaza bdi mot sé vi khuan 1én men bao gém lactobacilli. Histamin
ciing da duoc xac dinh trong phan doan B3 nhd sir dung phuong phap do khdi phd thoi
gian bay dién phun (electrospray time-of-flight mass spectrometry - ESI TOF MS).
Histamin khong dugc bién dbi cong hoa tri dua trén moé hinh phin manh cta né trong
phan tich MS/MS. Phan tich phan doan B3 tuong Gng cta L. reuteri 6475 sinh truéng
trong mdi truong glucoza bang ESI TOF MS da khong cho thdy histamin bét ky. L.
reuteri 6475 sinh trudng trong moi truong glucoza san sinh histamin hién dién trong phan

doan uc ché TNF cta HILIC-HPLC.

Histamin dugc dinh luong trong cac phan doan HILIC-HPLC chon loc bing cahcs
str dung phép do khdi phd ba tir cuc.

Phép do khdi phé ba tir cuc la phuong phap dugc xac dinh ¢6 do nhay cao dé dinh
luong cac hop chét phén tr nhd. Histamin dugc dinh lugng trong pham vi chon loc cua
cac phan doan HILIC-HPLC tur L. reuteri 6475 glucoza (B2-B7) va sucroza (B2-B9)
ciing nhu dich n6i nudi cdy vi khuan. Nong do histamin cao (>300 ng/ml) tuong quan vé6i
kha nang trc ché TNF ctia cdc phan doan HILIC-HPLC (Fig.1). Nong d6 histamin thip do
duoc & phan 16n cic phén doan duoc khéo sat, bao gébm phan doan tir 6475 sucroza
(Fig.1). Kha ning trc ché san sinh TNF cta histamin duong nhu 1a phu thudc vao nong

do.

Histamin tong hgp va histamin duoc san sinh boi L. reuteri 6174 Gtc ché su san

sinh TNF qua thu thé H,

Histamin c¢6 thé tc ché dang ké su san sinh TNF tir té bao bach cdu don nhén to
ctia ngudi dugce hoat hda béi TLR2 (THP-1) (Fig.4A). Histamin c6 thé truyén tin hiéu
thong qua bén thu thé histamin khac nhau, tuy nhién té bao bach cdu don nhan to chi biéu
hién ndng dd cao cia cac thu thé H, va H,. Céc nghién ctru trude ddy da cho thiy tac
dung cua histamin trong viéc san sinh TNF thong thu thé H,. Cac chét ddi khang ddc hi¢u

thu thé H, va H, duoc st dung dé xac dinh thu thé nao trung hoa tdc dung ctia histamin
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1én té bao THP-1. Céc chat di khang dac hiéu thu thé H, cu thé, ranitidin va ximetidin,
c6 thé ngan chin sy Uc ché TNF béi histamine theo cach phu thudc vao néng do
(Fig.2A). Phan tich do dong té bao véi cac khang thé dic hiéu thu thé H, cho thiy té bao
THP-1 biéu hién cao thu thé H, (dir liéu khong thé hién). Chit d6i khang dic hiéu thu thé
H,, indometaxin, khong ¢6 tac dung tc ché TNF cta histamin (Fig.2A). Histamin ngan
chan san sinh TNF tur t& bao THP-1 duoc hoat hda béi TLR2 thong qua truyén tin hiéu
qua thu thé H,. Mbi truong diéu kién L. reuteri 6475 chira histamin Gc ché dang ké TNF
s0 v6i ddi ching mdi trudong, va tic dung nay bi chan mot phin boi cac chat dbi khang
thu thé H, chtr khong phai cic chét dbi khang thu thé H, (Fig.2A). Su trc ché TNF bj chin
mdt phan cho thdy riang histamin hién dién trong méi truong diéu kién 6475 truyén tin
hiéu thong qua thu thé H, nhung céc yéu té G ché TNF khac hanh dong thong qua céc co
ché thay thé khéc ciing c6 thé hién dién trong méi trudong diéu kién. Nude rira vién té bao
chira histamin ctia chiing 6475 ciing tre ché san sinh TNF (Fig.2B). Nhu da thiy véi moi
truong didu kién 6475, chit déi khang thu thé H, ngan chin mot phan tac dung cua nude
rira vién té bao 6475 (Fig.2B), cho thdy nhiéu modulin mién dich hién dién trong nudc
rira vién té bao khong dugc tach phan doan. Hiéu qua cia phan doan B3 tic ché TNF, ma
chtra luong 16n histamin tinh khiét, da hoan toan bi chin bdi viée bd sung cac chit dbi

khang thu thé H, (Fig.2B).
Vidu?2
Chon loc céc chung vi khuén san sinh histamin
Xac dinh/chon loc cac chung vi khudn san sinh histamin

Céc chung vi khuan can kiém tra va co thé duoc chon loc dugc nudi céy trong
diéu kién yém khi trong 16 dén 18 gid trong mdi truong deMan, Rogosa, Sharpe (Difco,
Franklin Lakes, NJ), va céy vao 2L moi truong ban xac dinh, LDMIII (ODggo dugc diéu
chinh dén 0,1). Ngudn cacbon 14 glucoza, LDMIIIG. Mdi mé cay duoc nudi cy trong 24
gio & nhiét do 37°C trong thiét bi nudi cdy ky khi (MACS MG-500, Microbiology
International, Frederick, MD) duoc cép hén hop khi gém 10% CO,, 10% H,, va 80% N,.
Céc mau duogc léy tai cac thoi diém khac nhau theo su sinh trudng béng cach do ODgg. O
phan cén bang (24 gio), té bao dugc 14y mau dé phan tich bing cach st dung phuong
phdp PCR thoi gian thuc dé kiém tra su hién dién cia ba gen, thé ddi van

histidin/histamin, HdcA, va HdcB.
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DPoi véi céac chung duong tinh véi ba gen, mic dd histamin dugc san sinh s€ dugce
xé4c dinh bing phuong phap do khéi phd ba tr cuc. Cac chiing ¢6 su san sinh histamin
cao nhét (>250 pg/ml) s€ dugc chon. Sy sdn sinh histamin cling c6 thé duoc danh giad va

dinh luong bang thir nghiém ELISA hodc thir nghiém mién dich.
Vidu3
Chung minh su diéu hoa mién dich
Operon histidin déng gép vao kiéu hinh e ché TNF cta L. reuteri 6475

Ba gen ¢6 vé nhu 1a mdt phan ciia mdt operon tham gia vao sy san sinh histamin
cia L. reuteri 6475. Cac gen nay la thé ddi van histidin/histamin, cac histidin
decarboxylaza pyruvoyl typ A (HdcA), va HdcB (Fig.3A). Céc nghién ctru & mutc do
phién ma tru6e day cho rang gen ddi vén histidin/histamin va HdeA c6 thé 13 quan trong
d6i véi kiéu hinh tic ché TNF ctia ching 6475. Ca 3 gen déu duogc diéu hoa giam manh
mé& & chung 6475 dugc nudi ciy trong méi trudng sucroza (mét e ché TNF) so v6i 6475
sinh trudng trong mdi trudong glucozs (bang 2). Ngoai ra, it nhit mot gen trong operon
duoc didu hoa giam & hai thé dot bién ma mét Gc ché TNF (bang 2). Céc thé dot bién nay
da duoc nghién ctu trude d6 va mac du cac san phdm ctia gen khong ¢ dic tinh wc ché
TNF, cic gen dudng nhu 1a quan trong ddi voi cac kiéu hinh khang viém cua 6475.
Nguoc lai, 2 thé dot bién khong bi mit kha nang e ché TNF duge chirg minh 1 khong
didu hoa giam bat ky gen nao trong operon histidin (bang 2). Céc dot bién duoc tao ra &
mdi trong sb 3 gen nay bang cach dua chén bd ba két thic som vao trinh tu gen (cac
ching 1229, 1230 va 1231). Dot bién cling dugce tao ra & gen khong lién quan, gen khang
rifampixin, dé dung lam ddi chimg am (ching JP577). Dot bién & chi mot trong cic gen
trong operon histidin 1a dii dé gy ra sw mét mot phan sy tc ché TNF so v6i hing kiéu
dai (Fig.3B), dé xuét rdng mdi mot trong céc gen nay 1a quan trong ddi véi kidu hinh we
ché TNF cta chung vi khuén L. reuteri 6475. Sy mit mot phén hoat tinh cho thiy cac

modulin mién dich hoat tinh khac van duoc san sinh boi L. reuteri 6475.

Su hoat hoa ERK1/2 1a cin thiét cho su san sinh TNF boi té bao bach ciu don
nhan to duogc kich thich béi TLR2

ERK1/2 dugc hoat héa bang cach phosphoryl héa tir MAPKK, MEK1/2 nguoc

chiéu, va da dugc chirng minh trudc day la quan trong doi véi san sinh TNF. Té bao
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THP-1 duoc xtr ly bang chat tc ché MEK1/2 dic hidu, U0126, cho céc khoang thoi gian
khac nhau trudc khi kich thich béng chit chu van TLR2 dé ngdn chdn sy hoat hoa
ERK1/2. Xt 1y bang U0126 trong 30 phut 1a di dé ngan chin san sinh TNF (dit liéu
khong duoc thé hién). ERK1/2 duoc hoat hoa sau khi kich thich bing TLR2 va la quan
trong dé kich thich san sinh TNF trong hé thdng md hinh ctia tac gia.

Su kich thich thu thé H, dan dén su gia ting cAMP trong té bao

Thu thé H, 14 thu thé lién két protein G c6 thé hoat héa adenylat xyclaza va ting
cAMP trong té bao. TNF c6 thé bi uc ché & muc do phién ma bdi cAMP va céc chat
tuong tw cAMP. Té bao THP-1 duoc kich thich béng chit chu van TLR2, v6i su ¢6 mit
ctia d6i chung moéi truong, dich ndi bé mat 6475 hodc histamin 06 hodc khong ¢6 chit ddi
khang thu thé H, va mtc do cAMP ndi bao dugc do. Dich ndi L. reuteri 6475 gy ra sy
gia ting cAMP nhé nhung dang ké (dit liéu khong duoc thé hién). Xu 1y bing chit ddi
khang H, ngin chan tic dung nay. Su gia ting cAMP ciing dugc nhin thiy véi viée diéu
tri bang histamin, va hiéu qua da bi chin lai boi chét ddi khang H, (dit liéu khong dugc
thé hién). Mot chét tong hop tuong tu ctia cAMP, dibutyryl cAMP (dcAMP), dugc bd
sung vao té bao THP-1 duoc kich thich bdi TLR2 va tac dung 1€n sy san sinh TNF dugc
theo dai. Viéc bd sung dcAMP (10” - 10°M) 1a du dé e ché san sinh TNF (dit lidu
khong duoc thé hién). Su kich thich thu thé H, ctia histamin dan dén su gia ting cAMP,
diéu nay c6 thé ngan chan san sinh TNF sau d6 trong t& bao bach cdu don nhan to duoc

hoat héa.

Hoat tinh ctia protein kinaza A (PKA) I quan trong dbi véi su e ché TNF béi L.
reuteri 6475, histamin, va dcAMP

Tiang néng do cAMP c¢6 thé hoat hoa PKA va do d6 tc ché dudng truyén tin hiéu
ERK MAPK sau d6. Dé xac dinh xem hoat tinh ctiia PKA ¢6 quan trong dbi vai su trc ché
TNF cua histamin dugc san sinh bdi chung 4675 hay khong, té bao THP-1 duoc hoat hoa
duge xtr Iy bang chit te ché PKA dic hiéu, H89, v6i su hién dién cta dich ndi 6475,
phan doan B3, histamin hodc cac néng do khac nhau cia dcAMP. Viéc b sung H&9
ngin chin mot phan su e ché TNF bdi tit cac hop chat e ché TNF thong thuong (dir
liéu khong duoc thé hién). Do do, hoat tinh cia PKA la quan trong dbi voi su e ché

TNF cua histamin va dcAMP.

Su truyén tin hiéu thong qua thu thé H, ngin chin sy hoat héa MEK1/2 va
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ERK1/2

Céc nghién ctru trude ddy da ching minh raing PKA c6 thé (e ché su hoat hoa
Ras/Raf ctia MEK va do d6 tc ché sy truyén tin hiéu EPK MAPK. Xt ly té bao THP-1
da hoat hoa béng dich ndi 6475, histamin hodc U0126 ngan chéfm su phosphoryl hoa ca
MEK1/2 va ERK1/2 sau d6 so v6i dbi chimg méi truong (dir lidu khong duoc thé hién).
Xt ly bang chit dbi khang thu thé H, khéi phuc su hoat hoa ca MEK1/2 va ERK1/2 (di
lidu khong dugc thé hién). Khong c6 su khac biét vé mirc do protein MEK 1/2 va ERK1/2
v6i bit ky tiiy chon xtr 1y nao. Histamin tir ching 6475 wc ché sy hoat héa MEK va ERK
sau d6 dan dén giam san sinh TNF tir té bao tay duoc kich thich béi TLR2.

Do dé, nhitng tht nghiém trén cho théy su kich thich thu thé H, din dén su gia
taing cAMP, hoat hoa Protein Kinaza A (PKA) va trc ché duong truyén tin hiéu MEK-
ERK cua MAPK. Nhu da mo ta & trén, cac nghién ctiru co ché da dugc thuc hién dé xac
dinh tdc dong cua histamin lén cac duong truyén tin hi¢u cta protein kinaza dwoc hoat
hoéa boi chit gdy phan bao (Mitogen Activated Protein Kinase - MAPK). Su tc ché
dudng truyén tin hiéu MEK-ERK béng chét tc ché diac hiéu MEK la du dé ngdn chin san
sinh TNF. Diéu trj té bao THP-1 dugc hoat hoa bang dich ndi ching 6475 hodc histamin
lam gia ting cAMP trong té bao. Su gia ting cAMP da bi chén lai béi ranitidin, mot chét
ddi khang thu thé H, dac hiéu. Diéu trj té bao THP-1 duoc kich thich boi TLR2 bing chét
téng hop twong tu cia cAMP, dcAMP, la du dé uc ché san sinh TNF, Su rc ché hoat tinh
ctia PKA ngin chin mdt phan su e ché TNF boi céc hop chat Gc ché TNF truge dé
trong moi truong diéu kién 6475, phan doan B3, histamin, va dcAMP. Piéu tri té bao
THP1 da hoat hoa béng moi truong diéu kién 6475, histamin, hodc U0126 wc ché su hoat
héa MEK1/2, tdc dung nay bi ngan chan bdi su hién dién cua fanitidin. Diéu tri té bao
THP-1 da hoat hoa béng moi trudong didu kién 6475, histamin hodc U0126 tc ché su hoat

héa ERK1/2, tdc dung nay bi ngdn chan bdi su hién dién cua ranitidin.
Vidu4
Phét hién MEK 1/2 va ERK1/2 bing phuong phap thdm tach western

Té bao THP-1 duoc ly giai trong dém ly gidi gilt trong nudc d4 lanh bao goém
50mM Tris, pH 7,4, 250mM NaCl, 5SmM EDTA, 50mM NaF, ImM Na;VO,, 1% thé
tich/thé tich Nonidet P40, 0,2% v/v NaNs, va cac chat Gc ché proteaza va phosphataza.

Dich ly gidi dugc u trén nude dé trong 30 phut, xody mdi 10 phut, va lam trong bing
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cach ly tim & 13.000 x g trong 10 phut & 4°C. Nong do protein duoc do biang cach st
dung kit Quant-iT™ Protein Assay (Invitrogen) va mot huynh quang ké bit lugng tir theo

huéng dan ctia nha san sinh. Céc lugng protein bang nhau dugc nap vao gen dién di.

Phan tich su hoat hoa ERK1/2 duoc thuc hién béng cach st dung khéang thé
phospho-ERK 1/2 dic hidu. Dich chiét té bao dugc nap vao gel 10% SDS-polyacrylamit
va duge chuyén dén mang polyvinyliden diflorua (Bio-Rad, Hercules, CA). Mang duogc
chan qua dém ¢ nhiét do 4 do C trong dém chdn (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE). Sau
nhiéu 1an rira, mang dugc do boi cac khang thé dic hiéu ERK1/2, phosphor-ERK 1/2 hodc
B-Actin duoc pha loang trong dém chén (Li-Cor) trong 1 gi¢ ¢ nhiét d6 trong phong. Sau
khi rira, mang dugc G véi khang thé thi cp lién hop véi perdxidaza clia cdy cai ngua
trong 1 gid & nhiét do trong phong, va cac vét sau d6 duoc hién hinh bang phuong phap
do béng chét phat quang hoa hoc. Phan tich su hoat héa MEK1/2 dugc thuc hién nhu md
ta & trén ngoai trr viéc U khang thé so cép qua dém & nhiét do 4°C.

Vidus5

Thé dot bién hdcA lam giam kha ning lam thuyén giam bénh viém rudt két

Chung vi khuan va nudi cdy

Céc thé dot bién duoc tao ra bang cach su dung k¥ thuat tai td hop oligonucleotit
trung gian bdi RecT. L. reuteri biéu hién RecT (ching RPB0000) duoc st dung dé tao
cac dot bién & rpoB (locus tag HMPREF0536 0828 (ZP 03961568)) va cac gen dich
nam trong cum gen histidin histidin decarboxylaza HMPREF0536 1229 (ZP_03961969),
HMPREF0536_1230 (ZP_03961970) and HMPREF0536 1231 (ZP_03961971) dé tao ra
cac ching twong tng la RPRB3002, RPRB3004, RPRB3005 va RPRB3006. Céac dot bién
di dugc x4c nhan bang phuong phap PCR, va tinh toan ven da dugc khiang dinh bing
phuong phéap phan tich theo trinh tu.

L. reuteri ATCC PTA 6475 va thé dot bién gen histidin decarboxylaza (hdcA)
duoc nudi cdy trong moi truong deMan, Rogosa, Sharpe (Difco, Franklin Lakes, NJ) &
37°C trong thiét bi ky khi (MACS MG-500, Microbiology International, Frederick, MD)
dugc cung cép v6i mot hon hop cta 10% CO2, 10% H2, va 80% N2.

Chuan bi té bao L. reuteri va dua vao co thé chudt

Mbt khuédn lac don ctia mdi chung L. reuteri dugc céy vao 10mL mdi truong MRS
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va cho sinh truéng & nhiét do 37°C trong didu kién yém khi trong 18-20 gid. Diéu chinh
vi khuan dé OD600=0,03 dé cdy vao 40mL MRS dé bit diu qud trinh 1én men va sinh
truong ¢ nhiét do 37°C trong diéu kién yém khi trong 5,5 git (OD600~2,5, vi khuén dang
& trong giai doan cip s6 nhan tai thoi diém nay). Té bao duoc tao vién nhe nhang (2500 x
g, RT, 4 phut) va tao huyén phi lai trong MRS & ndng do 25 x 10° CFU/mL. Mdi trudng
MRS v6 tring duge st dung lam déi ching méi truong. Mi con chudt cai 8 tudn tudi
BALB/c dugc nhan mot liéu vira chudn bi cta chung L. reuteri 6475 kiéu dai hodc thé dot
bién hdcA hoic MRS (0,2mL mdi 1dn) mdi ngdy trong 7 ngdy bang dng thong miéng da
day sau 10 ngay thich nghi. T4t ca céc thir nghiém trén chudt dugc thue hién theo cac quy
trinh chuan da dugc duyét (AN-4199; animal facility of Baylor College of Medicine).
Chuot (45 ngay tuéi) duoc nhéan vé tir Harlan Laboratories (Houston, TX) va dugc duy tri
trong diéu kién khong c6 mam bénh riéng trong 16ng ¢6 bd phan loc ¢ trén (5 con chudt
mdi léng) va ¢co thé tiép can voi nguén nuge cét tu do va dong vat gam nhdm Harlan

Chow 2918. Chudt duogc chia ngéu nhién thanh cidc nhom khac nhau.

Gay bénh viém rudt két cdp tinh bing cach st dung thube x6 truc trang axit
trinitrobenzen sulfonic (TNBS). Viém rudt két khoi phat 6 gid trude khi 6ng thir 6 dugc
dua vao. Chudt duge gdy mé bang cach cho hit lién tuc isofluran. Dung dich TNBS 5%
trong nude (Sigma-Aldrich, USA) dugc pha lodng v6i mot thé tich twong duong etanol
tuyét dbi va duoc dua vao truc trang véi lidu 100 mg/kg trong luong co thé. Chudt duoc
gitt diu hudng xubng duéi theo phuong thang dtng trong 2 phut sau khi dung thude x6
dé dam bao su gitr lai hoan toan céc thube x4 & trong rudt két. Chudt déi chung nhan
dugc 50% etanol trong PBS. Chudt duge can trude khi dua TNBS vao co thé va 2 ngay
sau khi dua TNBS vao co thé. Sau dé chudt s& bi giét. Tinh trang viém va tén thuong
rudt két duge xac dinh boi sy giam cén ning, sé diém vi mé va noéng do SAA trong huyét
thanh.

Dénh gid vi md bénh viém rudt két

Ruét két duoc thu gom va m& ra theo chiéu doc, hinh anh duoc ghi lai béng may
anh k¥ thuat sd. Tinh trang viém va tdn thuong rudt két duogc xac dinh theo céc tiéu
chuan Wallace (Morris et al., 1989). Mbi doan rudt két déu duoc cho diém mu. Théng ké

duoc thuc hién bang cach st dung GraphPad Prism phién ban 5.01 (GraphPad Software,
La Jolla, CA). Thir nghiém Kruskal-Wallis dugc sir dung dé phat hién su khac biét dang
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ké gitta cac nhom duge bao gdm trong phan tich. Két qua dugc tom tit theo két qua trung

binh va trong khodng t& phan vi.

Po protein A dang tinh bot trong huyét tuong (serum amyloid protein A - SAA)

dudi dang dau hiéu viém toan than

Cac mau mau duogc thu gom bang cach ddm vao tim, chdng dong va ly tdm trong
10 phiit & 13.000 vong/phut dé tach huyét tuong. Nong d6 dang tinh bot A trong huyét
tuong (SAA) trong cic mau huyét tuong duge do bang cach st dung kit ELISA cta hang
ALPCO (Salem, NH) theo huéng dan cta nha san xuat. SAA 1a protein & giai doan cip
tinh chi bdo su viém toan than & chudt ma tuong quan vi mic do tram trong ctia bénh

viém ruot két.

Két qua

L. reuteri 6475 bao vé chudt chéng lai bénh viém rudt két cép tinh gdy ra bdi

TNBS

Téac dung chéng viém cua L. reuteri 6475 dugc tht nghi¢m trong mo hinh chudt bi
viém rudt két cap tinh gay ra béi TNBS. Cac con chudt duge nhéan L. reuteri 6475 bing
6ng théng miéng da day mdi ngay dugc so sanh voi cdc con cﬁu(f)t nhan ddi chiing moi
truong. Chudt duge thir véi PBS thay vi TNBS con duge khao sat vé déi ching 4m viém

ruodt két.

Céc hinh vé Fig.4 dén Fig.6 thé hién di tiéu tir hai thir nghiém doc 1ap. Dbi ching
am viém rudt két nhan PBS thay vi TNBS qua dudng truc trang bi sut cin rat it (hodc
tham tri tang can), it ton thuong rudt két va ndng do SAA trong huyét thanh thap. Chuot
bi viém rudt két nhan moi treong MRS va TNBS/ETOH tién trién viém rudt két nang dac
trung boi su sut can manh, loét két hop v6i viém & rudt két, cac vi tri tdn thuong 16n lan
rong hon lem va ndng do SAA trong huyét thanh tang dang ké. Ong thong miéng da day
cung vé6i L. reuteri 6475 lam giam dang ké tinh trang sut can, viém nhiém rong trong rudt
két va ndng do SAA trong huyét thanh, cho thdy rang L. reuteri 6475 c6 tac dung lam

giam dang ké bénh viém rudt két.
Thé dot bién hdcA lam giam kha ning lam thuyén giam bénh viém rudt két.

St dung md hinh chudt twong tu, cac tac gia sang ché da khéao sat xem gen hdcA,

la gen ma hoéa histidin decarboxylaza ¢ can cho tac dung chng viém cua L. reuteri 6475
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hay khong. Céc con chudt cai 8 tuan tudi BLAB/c duoc chia ngau nhién thanh ba nhém
14n luot duge nhan L. reuteri 6475 kiéu dai hodc thé dot bién hdcA hodc mdi trudong
MRS. Fig.7 va Fig.8 thé hién dit liéu tir hai thir nghiém ddc 1ap. Mot 1an nita, éng thong
miéng da day véi L. reuteri 6475 1am giam dang ké tinh trang sut can va ton thuong rudt
két khi so v6i nhém nhan ddi chirng méi truong. Chudt nhan thé dot bién hdcA lam tdng
dang ké tinh trang sut cin va su viém nhiém dién rong & rudt két khi so v&i chudt nhan vi
khuan kiéu dai, cho thiy ring thé dot bién hdcA lam giam kha ning lam thuyén giam

bénh viém rudt keét.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phép chon loc ching loi khuan sinh axit lactic d st dung trong viéc san sinh
cuc bd histamin ¢ dong vat cé vu, trong d6 phuong phap nay bao gbém budc sang loc vi
khuén c6 operon histidin hoat dong va chon loc ching vi khuén c6 operon histidin hoat
dong va c6 kha nang san sinh histamin.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ching vi khuén nay dugc chon loc dua vao kha
ning san sinh histamin ¢ néng do 16n hon 250pg/mL.

3. Phuong phap theo diém 1 hodc diém 2, trong d6 ching vi khuan nay 1a Lactobacillus

reuteri.
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