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Linh vwe ky thuit dwoe dé cip
Séang ché dé cap dén peptit ¢6 hoat tinh chdng béo phi hodc dai thao dudng.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

0 Han Quéc, ché d6 dinh dudng chtra nhidu chit béo ngay cang dugc st dung
nhiéu ciing v6i sy ting trudng kinh té va 16i séng hién dai, va ty 16 méc cac bénh chuyén
hoéa, nhu bénh béo phi, bénh déi thao dudng, hoi ching ting lipit, bénh ting huyét ap,
chting xo cting dong mach, va bénh gan nhiém md cling gia ting do han ché van dong.
Ngoai ra, bénh béo phi 1a van dé lién quan dén thim m§ do moi nguoi thudng mong

muon c6 dang hinh thon gon hon ciing nhu lién quan dén céc roi loan khéc nhau.

Céac duge chét didu tri bénh béo phi dugc phan loai thanh cac dugc chét tac dung
trén hé than kinh trung wong dé tac dong dén ching thém n va céc duge chit tac dung
trén duong tiéu héa dé tc ché hap thu. Cac dugc chit tac dung trén hé thin kinh trung
uong dd duoc béan trén thi truong dudi dang céc duge chit chdng béo phi tac dung trén
serotonin (5-HT) & hé than kinh, nhu fenfluramin, dexfenfluramin va céc chét tuong tu,
trén hé than kinh noradrenalin, nhu ephedrin va cafein, va trén cd serotonin va hé than
kinh noradrenalin, nhu sibutramin thé hé méi, duoc phén loai theo co ché tac dung. Vi du
vé cac duoc chit chdng béo phi tic dung trén duong tidu hoa 1a orlistat, dd dugc chip
thuan dé didu tri bénh béo phi, dugc chit nay e ché lipaza & rudt dé giam hép thu chét
béo. Cac duoc chét hién nay co mot s6 nhuoc diém. Vi dy, fenfluramin va cac chat tuong
tur da bi thu hoi do céc tac dung phu bao gdm gy ra bénh ting huyét 4p phdi nguyén phat
hodc bénh van tim, va cac dugc chit con lai khong thé sir dung dugc cho ngudi bénh bi

suy tim hodc suy than do do xuét hién hoi chtg ha huyét 4p hoic nhiém toan axit lactic.

Bénh dai thido dudong 1a nhém bao gdm céc rdi loan chuyén héa xudt hién khi
insulin khong duoc bai tiét ddy dii hoic khong thé thuc hién dugc chiic ning binh thuong
(DeFronzo, 1988) va duoc dic trung boéi hoi chimg ting dudng mau, tic 1a ndng do
dudng mau cao trong khoang thoi gian kéo dai, gdy ra nhiéu triéu chimg va hoi ching,
v6i su xuét hién ciia glucoza trong nuée tiéu. Trong nhitng nim gan ddy, ty 1é mic bénh

béo phi, dic biét 1a bénh béo bung d gia tang, dAn dén 1am ting rat nhanh ty 16 mic bénh
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dai thao duong.

Tinh dén nam 2000, sé luong ngudi bénh dai thao dudng ude tinh 1a 170 triéu
ngudi trén toan thé gisi va du kién ting 1én 370 triéu ngudi vao nim 2030. Tuy nhién,
bao c4o phan tich vao ndm 2008 cho thdy sb lugng ngudi bénh d4i thdo dudng co thé da
dat t61 350 triéu ngudi trén toan thé gidi (Danaei et al., 2011), véi két qua ghi nhén cao
hon déng ké so véi du kién. Két qua phan tich cta Harris et al.. 1987 cho thiy hon 80%
ngudi bénh déi thao duong typ 1 bi béo phi trong khi d6 chi dudi 10% ngudi bénh dai
thdo dudng khong bi béo phi. Mdi twong quan giita bénh dai thio dudng va bénh béo phi
thuc t& 12 do cac adipokin va axit béo tr do dugc bai tiét bat thuong din dén gay tich tu
axit béo & cac mo nhay cam véi insulin, nhu té bao beta, than, gan, tim, v.v., dan dén ngo
ddc lipit. Khi khong duoc didu tri thich hop, hoi ching ting dudng méu man tinh c6 thé
gdy ra nhiéu triéu chimg bénh 1y bao gdm bénh véng mac, 16i loan chirc ning than, bénh
thin kinh, va rdi loan mach mau. Céc bién ching nay rit cin dugc phong ngira bang cach
kiém so4t hiéu qua nong d6 dudng mau.

Ngay nay, ndng do dudng mau duoc kidm soéat bing cach cai thién 18i sdng (lidu
phap dinh dudng, liéu phap tap thé duc), va dugc phim. Tuy nhién, liéu phép dinh dudng
hoac 1i€u phap tap thé duc rat khé quan 1y va thuc hién, v6i cac tic dung han ché. Do do,
hau hét ngudi bénh déi thdo dudong chi yéu kiém soat ndng d6 dudng mau bing dugc
chét, nhu insulin, chét kich thich bai tiét insulin, chat lam ting d6 nhay cdm insulin, va

chat ha duong mau, cling nhu cai thién 161 song.

Insulin dugc san xudt bang phuong phép tai tb hop dugce sir dung 1am duge chit dé
diéu tri bat budc cho ngudi bénh dai thao duong typ 1 va ngudi bénh dai thio dudng typ
2 khéng kiém soat dugc néng dd dudng trong mau, va ¢ uu diém trong kiém soat dudng
mau. Tuy nhién, nhu:dc diém ctia phuong phép didu tri bang insulin 13 giy ra ndi s¢ kim

tiém, khoé thuc hién, nguy co ha dudng mau, va ting cin.

Meglitinit, 13 nhém chét kich thich bai tiét insulin téc dung trong thoi gian ngin
dugc st dung trudce khi an. Vi du vé cac chat nay bao gdbm novonorm (repaglinit), fastic
(nateglinit), va glufast (mitiglinit). Chat 1am ting do nhiy cam insulin c6 tic dung dic
trung 13 khong lam ting duong mau khi dugc st dung riéng, va vi du vé cac chét nay bao
gém duogc chét biguanit, nhu metformin, va dugc chit thiazolidindion, nhu avanida

(rosiglitazon) va actos (pioglitazon).
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Gan day, cac chat cht van thu thé petit trong tu glucagon-1 da dugc phat trién dua
trén tac dung cia petit tuong tu glucagon-1, 13 hormon kich thich bai tiét insulin, va bao
gdm exenatit va victoza (liraglutit). Ngoai ra, cac chit trc ché dipeptidyl peptidaza-4, 13
enzym gay bét hoat nhanh petit tuong tu glucagon -1, 1a dugc chét thé hé méi va vi du vé
céc duoc chit nay bao gdm januvia (sitagliptin). Tuy nhién, cac dugc cht ndy duoc ghi
nhan 13 ¢ tic dung khong mong mudn, nhu giy doc gan, réi loan dudng tiéu héa, rdi
loan tim mach, va giy ung thu. Mgt nhugc diém khac cta cac dugc chét nay la chi phi
diéu tri hang nim cao, 12 rio can dé didu tri bénh dai thao dudong. Thuc vay, chi phi chim
séc sitc khoe dbi voi bénh tién dai thio dudong va bénh dai thao duong 13 khoang 200
nghin ti won & Hoa Ky tinh dén nam 2007 (Dall et al., 2010), va chi phi cham séc stic
khoe dbi véi bénh béo phi cling khoang 150 nghin ti won chi tinh riéng ¢ Hoa K}‘/ tinh
dén nam 2008 (Finkelstein et al., 2009). Do d6, c6 nhu ciu cip thiét dé phat trién dugc
chét c6 thé lam gidm hitu hiéu néng dd glucoza mau va cé thé duoc str dung dé diéu tri ca

bénh d4i thao dudng 14n bénh dai thao dudng do béo phi, véi it tic dung phu.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Do d6, c4c tic gia sang ché da tip trung nghién ctru cic co ché diéu hoa chuyén
héa nang luong dé cai thién phuong phap diéu tri bénh béo phi, va di thuc hién nghién
clru céc tin hiéu gy tich tu lipit va protein anh hudng dén tich tu lipit khi hip thu ché do
dinh dudng chira nhidu chit béo & ngudi, véi muc tiéu 13 phat trién duoc chit c6 do an
toan cao hon (ddc tinh thip hon). Dua rén két quéa nghién ctru vé céc tin hidu &rc ché biéu
hién protein gy tich tuc chit béo va phan giai chat béo tich tu va protein tham gia vao
qué trinh truyén tin hiéu, cac tic gia sang ché da phat trién thanh cong peptit ting cudng
phan giai lipit. Ngoai ra, peptit theo sang ché c6 tac dung diéu tri rat cao ddi véi bénh dai
théo dudng va bénh di thdo dudong do béo phi. Su tich tu chat béo giy ra béi ché do dinh
dudng chira nhiu chit béo, wrc ché truyén tin hiéu insulin do tich tu chit béo & gan hoic
co, va 16i loan dung nap insulin thu duoc 13 nguyén nhan gy bénh di thao dudng. Peptit
va hdn hop peptit theo sang ché hiru hidu dé didu tri bénh déi thio duong va bénh dai
thdo-dudng do béo phi.

CAc bai bao va tai liéu sang ché duoc trich din trong ban mé ta nay. Noi dung cia
cac bai bao va tai lidu sang ché duoc trich din duoc két hop vao sang ché bang cach vién

dan, do d6 linh vuc k¥ thuét va ndi dung ctia sang ché duoc giai thich rd rang hon.
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Céc tac gia sang ché di phat trién peptit c6 hoat tinh sinh hoc, va phat hién thiy
rang peptit ¢ trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 dén SEQ ID NO.7 khéng
chi ¢6 tac dung chéng béo phi bing cach trc ché tich tu chit béo do ché d6 dinh dudng
chira nhidu chit béo va phan giai chit béo tich ty, ma ciing c6 tac dung diéu tri bénh dai
thao dudng va bénh dai thdo duong do béo phi, va bién chimg ctia bénh ddi thao duong.

Sang ché d& xuit peptit c6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 dén
SEQ ID NO.7.

Sang ché ciing dé xudt peptit c6 hoat tinh chéng béo phi hoidc d4i thao dudng.

Sang ché ciing d& xuit hdn hop peptit c6 hoat tinh chéng béo phi hoic dai thao
dudng.

Sang ché ciing dé xudt dugc phim dé phong ngira hodc diéu tri bénh béo phi.

Sang ché ciing d& xuit duoc phim dé phong ngira hodc didu tri bénh dai théo

dudng.
Céc muc ti€u va vu diem khac cua sang ché s€ dugc mo ta chi tiét hon dudi day.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xudt peptit cé trinh tu axit amin nhu néu trong

SEQ ID NO.1 dn SEQ ID NO.7.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché dé xuét peptit c6 hoat tinh chéng béo phi hoic
dai thao dudng va trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 dén SEQ ID NO.7.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé xuat hdn hop peptit c6 hoat tinh chéng béo
phi hodc dai thio dudng, bao gdm tb hop peptit sau: (a) peptit c6 trinh tir axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.1; (b) peptit cé trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2
hodc SEQ ID NO.3; va (c) peptit ¢ trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6 hodc
SEQ ID NO.7.

Céc téc gia sang ché d3 phat trién peptit c6 hoat tinh sinh hoc, va phét hién thy
rang peptit c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 dén SEQ ID NO.7 tic ché
tich tu chéat béo do ché d6 dinh dudng chira nhiéu chit béo va phan giai chit béo tich tu,
do d6 c6 tac dung chdng béo phi, bénh dai thdo dudng va bénh dai thio dudng do béo
phi, hodc bién chimng ciia bénh dai thao dudng.
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MO ta viin tit cac hinh vé

Fig.1 14 hinh anh thé hién lipit tich tu sau khi didu tri bing peptit theo sang ché,
nhu duoc phén tich bang phuong phap nhudém du red O: (A) peptit c6 trinh ty axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.1, (B) peptit c6 trinh tyr axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.3, va (C) peptit ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5.

Fig.2 1a hinh anh thé hién lipit tich tu sau khi diéu tri bing hdn hop peptit theo
sang ché, nhu duoc phén tich bang phuong phap nhuém dau red O.

Fig.3 1a hinh anh thé hién két qua danh gid mic do biéu hién cia gen aP2, tham
gia vao qua trinh tao m&, sau khi diéu tri bing peptit theo sang ché: (A) peptit c6 trinh tu
axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, (B) peptit ¢6 trinh tyr axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.3, va (C) peptit ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5.

Fig.4 12 hinh anh thé hién két qua danh gi4 mirc do biéu hién ctia gen PPARy, gen
ACC, va gen aP2, déng vai trd quan trong trong qué trinh tao md, sau khi didu tri bang

hdn hop peptit theo sang ché & cac nong do khéc nhau.

Fig.5 1a hinh anh thé hién két qua d4nh gia mtic d6 bicu hién cua PPARy va
phospho-HSL, déng vai trd quan trong trong qua trinh tao md&, sau khi diéu tri bing hén
hop peptit theo sang ché & cac ndng d6 khac nhau.

Fig.6 1a hinh 4nh thé hién két qua danh gia mac d6 biéu hién cia gen AMPK-al
va gen CGI58, tham gia vao qué trinh phan giai chit béo tich tu, sau khi diéu tri béng
peptit va hon hop peptit theo sang ché: (A) peptit c6 trinh ty axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.1, (B) peptit c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, (C) peptit c6
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5, va (D) phttc hop bao gdm cac peptit co
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.3, va SEQ ID NO.7.

Fig.7 1a hinh anh thé hién két qua danh gi4 mtc do biéu hién cta protein ATGL
tham gia vao qué trinh phan giai chit béo tich tu, sau khi didu tri bang hdn hop peptit

theo sang ché & cac nong do khic nhau.

Fig.8 14 hinh anh thé hién két qua d4nh gid mic do biéu hién ctia protein phospho-
HSL tham gia vao qué trinh phan giai chit béo tich ty, sau khi diéu tri bang peptit theo
sang ché: (A) peptit c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, (B) peptit c6 trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, (C) peptit c6 trinh tu axit amin nhu néu trong
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SEQ ID NO.5, va (D) phuc hgp bao gdm c4c peptit c6 trinh tir axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.3, va SEQ ID NO.7, nhu duoc do bing phuong phip mién
dich tham.

Fig.9 1a bidu dd thé hién két qua do ndng do glyxerol san sinh sau khi diéu tri bang
hén hop peptit theo sang ché & cac ndng d6 khac nhau.

Fig.10A 13 hinh 4nh thé hién cic md m& dugc phan gidi trén mé hinh chuft nhat
béo phi thir nghiém sau khi diéu tri bang hdn hop peptit theo sang ché. Fig.10B 12 hinh
anh thé hién kich ¢ va sb lugng md m& dugc phan giai trén mo hinh chudt nhét béo phi
thir nghiém sau khi diéu tri bang hén hop peptit theo sang ché.

Fig.11 13 hinh anh thé hién két qua danh gid muc 4 biéu hién cta protein
phospho-HSL tham gia vio qua trinh phan giai chit béo tich tu sau khi diéu trj bing hén
hop peptit theo sang ché, nhu dugc do bang phuong phap mién dich thAm.

Fig.12 1a dd thi thé hién mtc do thay dbi cin ning (g) va mirc do hap thu dinh
dudng cua cac chudt nhét béo phi sau khi diéu tri bing hdn hop peptit theo sang ché.

Fig.13 12 hinh anh thé hién c4c chudt nhét béo phi sau khi diéu tri bing hdn hop
peptit theo sang ché.

Fig.14 13 hinh anh thé hién két qua d4nh gia phan bd chat béo trén mo hinh chudt
nhét béo phi thir nghiém C57BL/6 do ché do dinh dudng chira nhiéu chit béo, nhu dugc
phan tich bang phwong phap chup cét 16p.

Fig.15 12 hinh 4nh thé hién t& bio md md duoc chiét tach tir cac chudt nhét béo phi
thtt nghiém C57BL/6 do ché do dinh dudng chira nhiéu chat béo, sau khi diéu tri bang
hén hop peptit theo sang ché.

Fig.16A 13 hinh anh thé hién hinh thai ctia c4c té bao md m& dugc chiét tach tir céc
chudt nhit béo phi thir nghiém C57BL/6 do ché d6 dinh dudng chira nhiéu chat béo, sau
khi didu tri bing hdn hop peptit theo sang ché. Fig.16B 14 hinh anh thé hién kich c& cia
céc t& bao mé m& dugc chibt tach tir cac chudt nhét béo phi thir nghiém C57BL/6 do ché
d6 dinh dudng chira nhiéu chit béo, sau khi diéu tri bang hén hop peptit theo sang ché.

Fig.17 12 hinh 4nh thé hién két qua danh gid mac do biéu hién cla protein
phospho-HSL, tham gia vao qua trinh phan gii lipit, ¢ té bao md m& duoc chiét tach tir
céc chudt nhét béo phi thir nghigm C57BL/6 do ché d6 dinh dudng chira nhiéu chit béo,

-7-
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sau khi diéu tri bang hdn hop peptit theo sang ché.

Fig.18 13 d6 thi thé hién két qua danh gia ndng do cholesterol trong cic miu mau
duogc 14y tir tir cac chudt nhét béo phi thir nghiém C57BL/6 do ché do dinh dudng chira
nhidu chét béo, sau khi didu tri bang hdn hop peptit theo sang ché.

Fig.19 12 dd thi thé hién két qua danh gia ndng dd glucoza trong cic miu miu
~ dugc Iy tir tir cdc chudt nhat béo phi thir nghiém C57BL/6 do ché do dinh dudng chira
nhidu chit béo, sau khi diéu tri bing hdn hop peptit theo sang ché.

Fig.20 13 d6 thi thé hién muc d6 thay ddi ndng d6 duong mau trén md hinh chudt
nhét DB/DB béo phi sau khi diéu tri bang hdn hop peptit theo sang ché.

Fig.21 13 dd thi thé hién mwc d6 thay dbi ndng do cholesterol mau trén mé hinh

chudt nhit DB/DB béo phi sau khi diéu tri bang hdn hop peptit theo sang ché.

Fig.22 14 db thi thé hién mirc do thay doi ndng do dudng mau trén mo hinh chudt
nhit DB/DB béo phi sau khi diéu tri bang peptit theo sang ché: (A) peptit c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, (B) peptit c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.3, va (C) peptit ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.5.

Fig.23 13 hinh 4nh thé hién két qua danh gid mic d6 biéu hién cta yéu tb ting
truéng tuong tu insulin-1 (IGF-1) va insulin sau khi diéu tri bang peptit c6 trinh tur axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.7.

Fig.24 12 @b thi thé hién mirc d6 thay doi ndng d6 dudng mau trén md hinh chudt
nhét DB/DB béo phi sau khi diéu tri bang peptit c6 trinh tir axit amin nhu néu trong SEQ
IDNO.7.

Fig.25A-Fig.25D 1a b thi thé hién mirc d6 thay ddi ndng dd dudng mau & ngudi
bénh dai thao dudng cé ndng do glucoza mau cao sau khi diéu tri bang hdn hop peptit
theo sang ché.

MB& ta chi tiét sang ché

Thuét ngit “peptit” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi phan tir mach thing chira
cac gbc axit amin duoc lién két bing céc lién két peptit. Peptit theo sang ché c6 thé dugc
didu ché bang cac phuong phap tdng hop héa hoc da biét trong linh vuc ndy, dic biét 1a
phuong phap téng hop pha rin (Merrifield, J. Amer. Chem. Soc. 85:2149-54(1963);
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Stewart, et al., Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd. ed., Pierce Chem. Co.: Rockford,
111(1984)) hodc phuong phép téng hop pha 16ng (Patent M¥ s6 5,516,891).

Pé chon loc cac ving trinh tu axit amin va ting hoat tinh, peptit theo sang ché ¢
thé dugc cai bién & dau tan cing N hodc ddu tan cing C ctia né. Khi dugc cai bién nhu

vay, thi peptit theo sang ché c6 thoi gian ban thai dugc kéo dai sau khi st dung in vivo.

Hon nita, cac diu tan cing C cia peptit theo sang ché ¢ thé dugc cai bién bing
nhom hydroxy (-OH), nhém amin (-NH,), nhém azit (-NHNH,), v.v, trong khi d6 céc dau
tan cing N c6 thé dugc ghép cap véi gbc bao vé dugc chon tir nhém bao gbm axetyl,
florenyl, metoxy, carbonyl, formyl, palmitoyl, myristyl, stearyl, va polyetylen glycol
(PEG).

Khi duoc cai bién axit amin nhu néu trén, thi do on dinh cia peptit theo sang ché
c6 thé tang dang ké. Thuat ngit “dd 6n dinh” dugc st dung trohg ban mé ta dé chi 6 on
dinh in vivo va d6 6n dinh bao quan (vi du dd 6n dinh khi bao quin & nhiét do phong).
Géc bao vé c6 tac dung bao vé peptit theo sang ché khong bi tan cong boi proteinaza in

Vivo.

Theo mot phuong 4n, peptit theo sang ché ¢ hoat tinh tic ché tich tu chit béo do
ché d6 dinh dudng chtra nhiéu chit béo va phan giai chét béo tich tu, lam gidm biéu hién
céc chét chi thi tao md bao gdm thu thé hoat héa béi phdi tir kich thich tang sinh vi thé
peroxy v, axetyl-CoA carboxylaza, va protein gin két axit béo dic hiéu mé m& 2, 1am
tang biéu hién cac yéu t6 phan giai lipit bao gdm lipaza nhay cam véi phospho-hormon,
protein kinaza hoat héa bdi adenosin monophosphat al, gen kich thich chuyén hoa lipit
58, va triglyxerit md m& lipaza, giam kich c& té bao tao m&, va giam ndng do cholesterol
mau. Cac két qua ndy cho thiy ring peptit theo sang ché c6 hiéu qua diéu tri bénh béo
phi, bénh déi thdo duong, va bénh dai thdo dudng do béo phi rat cao.

Khéng chi cac peptit c6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 dén SEQ
ID NO.7, ma ca phtc hop cua ching cling c¢6 hoat tinh chéng béo phi va déi thao duong
rit cao. |

Theo sang ché, cic peptit c6 trinh tr axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, SEQ
ID NO.5, va SEQ ID NO.7 1an lugt twong émg v&i cAc peptit ¢ trinh ty axit amin nhu
néu trong SEQ ID NO.2, SEQ ID NO.4, va SEQ ID NO.6, chi khac la gbc xystein dugc
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thé bing gdc serin. Cac cip peptit twong Gng c6 hoat tinh chéng béo phi hoic dai thao

dudng gin nhu tuong duong.

Theo mot phuong 4n, hon hop peptit c6 hoat tinh chéng béo phi hodc dai théo
dudmng bao gdm peptit ¢6 trinh tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1; peptit c¢é trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2 hodc SEQ ID NO.3; va peptit c6 trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.6 hodc SEQ ID NO.7.

Theo mdt phuong 4n khic, hdn hgp peptit theo sang ché bao gbm peptit c6 cac
trinh ty axit amin twong Ung nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.3, va SEQ ID
NO.7.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuit duoc phém chtra hoat chét 13 peptit
hodc hdn hop peptit theo sang ché dé bao ché hoic diéu tri bénh béo phi.

Do ¢6 hoat tinh phan giai lipit va tic ché tao m& rit cao, nén peptit hoic hdn hop

peptit theo sang ché ¢ thé hitu ich dé phong ngira hodc diéu tri bénh béo phi.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuit dugc phdm chira hoat chét 13 peptit

hodc hdn hop peptit theo sang ché dé phong ngira hoic diéu tri bénh dai thdo duong.

Do ¢6 hoat tinh 1am giam hiéu qua ndng d6 dudng méu ting trén md hinh dong vat
bi bénh dai thdo dudng, nén peptit hoic hdn hop peptit theo séng ché c6 thé duoc sir dung
dé phong ngira hodc diéu tri bénh d4i thio duong.

Theo mdt sb phuong 4n, dugc pham theo sang ché chira: (a) luong hitu hiéu cta
peptit hoic hdn hop peptit theo sang ché; va chit mang dugc dung.

A

Thuat ngtt “lugng hitu hiéu” dugc st dung trong ban mé ta dé chi luong du dé dat

dugc hiéu luc hodc hoat tinh néu trén cua peptit.

Chét mang duoc dung chira trong dugc phim theo sang ché c6 thé bao gdm, nhu
khong chi gidi han & lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, tinh bot, gdm acacia,
canxi carbonat, alginat, gelatin, canxi silicat, xenluloza vi tinh t]:_lé, polyvinyl pyrolidon,
xenluloza, nudc, xird, metyl xenluloza, metyl hydroxybenzoat, propyl hydroxybenzoat,
talc, magie stearat, va diu khoang. Ngoai c4c thanh phén ndy, duoc phim theo sang ché
c6 thé con chra ta duoc tron, chit 1am 4m, chit 1am ngot, chét thom, chit nhil hoa, chét
- gly thAm 8n dinh, va chit bao quan. Chit mang duoc dung va ta duge thich hop dé su

dung dugc md ta trong tai liéu Remington's Pharmaceutical Sciences (19th ed., 1995).
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Duogc phém theo sang ché c6 thé dugc st dung theo dudng miéng hodc ngoai
dudng tiéu hoa. Pé st dung ngoai dudng tiéu hoa, duong tiém bép, tiém tinh mach, tiém

dudi da, tiém mang bung, duong khu tra, hodc qua da co thé dugc str dung.

Lidu dugc phim theo sang ché cb thé thay ddi phu thudc vao nhiéu yéu td, bao
gém dang bao ché, cach thuc sit dung, do tudi, can ndng, gidi tinh, tinh trang strc khoe,
ché do dinh dudng ctia dbi twong bi bénh, thoi gian st dung, dudng dua thudc, tdc do thai
trr, kha niang nhay cam, v.v. Vi du, duqc' phém theo sang ché c6 thé duoc st dung & liéu

hang ngdy nam trong khoang tir 0,0001pg dén 1000pg.

Duoc phdm theo sang ché c6 thé duoc biao ché & dang liéu don hoic bao géi da
lidu st dung chit mang duoc dung va/hodc t4 dugc theo phuong phap da biét trong linh
vuc nay. Cong thic bao ché caa dugc phém co thé 1a dung dich, hon dich ho#c nhil tuong
chira duoc phém trong moi trudng nudc hodc dau, hoic chiét xuit, bot, cdm, vién nén

hoic vién nang chitra dugc pham, va cé thé con chira chat phan tan hodc chat on dinh.
Céc uu diém va dau hiéu cta sang ché dugc the hién dudi day:

(i) peptit va hdn hop peptit theo sang ché khong chi c6 tac dung chéng béo phi
béng céach @c ché tich tu chét béo va phan giai chit béo tich tu, ma cling c6 tac dung didu

tri bénh dai thao dudng bang cach 1am gidm hitu hiéu ndng d6 dudng mau.

(i) peptit va hdn hop peptit theo sang ché 1am giam biéu hién céac chét chi thi tao
m& bao gdm thu thé hoat héa bai phéi tir kich thich ting sinh vi thé peroxy y, axetyl-CoA
carboxylaza, va protein gin két axit béo dic hiéu m6é m& 2, 1am tang biéu hién céc yéu tb
phan giai lipit bao gdm lipaza nhay cidm v6i phospho-hormon, protein kinaza hoat héa
béi adenosin monophosphat a1, gen kich thich chuyén hoéa lipit 58, va triglyxerit md m&

lipaza, do d6 1am giam kich c& té bao tao md va ndéng do cholesterol mau.

(iii) peptit va hon hop peptit theo sang ché ¢6 hoat tinh va do an toan rat cao, do
d6 c6 thé duoc st dung hitu ich dé bao ché dugc phém.
Vi du thyc hién sang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon thong qua cac vi du duéi day. Céc vi dy nay
chi nhim muc dich minh hoa chir khong gii han pham vi ctia sang ché Do d6, pham vi
co ban cia sang ché s& dugc thé hién trong bd yéu cAu bao ho kém theo va cac bién thé

tuong duong ctia né.

-11-



31721

Vi du diéu ché 1: Didu ché peptit

Trong thiét bi phan tng, nhua clotrityl clorua (700mg, nhya CTL, Nova biochem
Cat No. 01-64-0021) duoc bd sung v6i metylen clorua (10mL, MC) va khudy trong 3
phut. Sau khi loai bo dung mbi, dimetyl formamit (10mL, DMF) dugc bd sung vio. Dung
dich thu duogc dugc khqu mét 14n nira trong 3 phut, sau d6 dung mdi dugc loai bo. Bb
sung dung dich diclometan (10mL) vao binh phin Ung nay, tiép theo bd sung Fmoc-
Asn(Trt)-OH (200mmol, Bachem, Swiss) va diisdprop}?l etylamin (400mmol, DIEA).
Céc chit phan tmg dugc hoa tan k§ va phan tng két hop khudy trong 1 gid., sau d6, dung
dich thu duoc duogc rira, va phan g véi dung dich chita metanol va DIEA (2:1) trong
DCM (diclometan) trong 10 phut. Sau khi rira bang lugng du DCM/DMF (1:1), dung mbi
duqcloaibéwswldé,dhneqdfbnnanﬁt(uhnL;thF)duqcbésungvéo,ﬁéptheokhuéy
trong 3 phut. Sau khi loai bd dung méi, dung dich khir bao vé (10mL, 20%
piperidin/DMF) duoc bd sung vao thiét bi phan ung nay. Hon hop thu dugc duge khudy
& nhiét do phong trong 10 phit dé loai bo dung méi. Dung dich khir bdo vé& dugce bd sung
vao (10mL), sau d6 loai bo sau 10 phut phan Gtng. Hon hop thu dugc dugc rira hai lan
bing DMF, mdt lan bing MC, va mét l4n bing DMG trong 3 phit mdi lan rira dé thu
duoc nhua Asn-CTL. Trong mét thiét bi phan tmg khac, Fmoc-Arg(Pbf)-OH (200mmol,
Bachem, Swiss), HoBt (200mmol), va Bop (200mmol) dugc bd sung vao dung dich DMF
(10mL) va hoa tan k§ bang cach khudy. DIEA (400mmol) dugc bd sung vo thiét bi phan
trng nay) trong hai phan, tiép theo khudy trong it nhit 5 phiit @ hoa tan hoan toan chét
ran nay. Dung dich hdn hop axit amin da hoa tan dugc nap vao binh phan tng nay, trong
d6 nhua d3 khr bao vé di dugc bd sung vao, tiép theo khudy trong 1 gio & nhiét do
phong dé phan ting. Sau khi dich phan tng dugc loai bo, qua trinh khudy duoc thuc hién
3 14n, mdi 1an 3 phut, cung v6i, sau d6 dung dich DMF duoc loai bo. Lugng nhd cac
nhwa phan tng dugc 14y mau va str dung trong thir nghiém Kaiser (thir nghiém ninhydrin)
d8 dénh gid mac do phan Gmg. Phan tmg khir bao vé twong tu dugc thyc hién hai 1an véi
dung dich khtr béo vé dé thu dugc nhua Arg-Asn-CTL. Céc nhua dugc rira ddy di bang
DMF va MC truée khi thuc hién tiép thir nghiém Kaiser. CAc thtr nghiém gén axit amin
sau duoc thyc hién theo cing cach thirc nhu mé ta néu trén. Theo cac trinh tu axit amin
dugc chon, cadc phan Ung lan luot dugc thuc hién véi Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-
Lys(Boc)-OH, va Fmoc-Leu-OH. Nhom bao vé Fmoc dugc loai bod bang cach phan ung
hai 14n v6i dung dich khir Béo vé trong 10 phat mdi phan g, sau d6 rra k§. Anhydrit
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axetic, DIEA, va HoBt dugc bd sung vao va dugc axetyl héa trong 1 giv. Cac nhua
peptidyl thu dugc duoc rira bing DMF, MC, va metanol ba 14n mdi dung mdi. Cac nhua
niy duoc lam khé tir tir bing khi nito, sau d6 lam kho hoan toan & diéu kién chan khong
trong khi P,Os. C4c nhua nay dugc phan ung trong 2 gio & nhiét 4o phong véi dung dich
doi chuyén (30mL, axit trifloaxetic 81,5%, nuéc cAt 5%, thioanisol 5%, phenol 5%, EDT
2,5%, va TIS 1%) két hop khudy k§. Cac nhua niy duoc loc va rira bang dung dich TFA
(thé tich nho), sau d6 dich loc dwoc két hop vai dich cai. Sau khi chung cét & didu kién 4p
sut giam dé giam tdng thé tich xubng hai lan, ete lanh (50mL) dugc st dung dé gay két
tha, sau do, cac chét két tia tao thanh dugc thu nhan bang cach ly tAm va rira hai 14n bang
ete lanh. Sau khi loat bé dich céi, phan con lai duoc 1am khé diy du bang khi nito dé thu
dugc peptit chua tinh ché ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 (NH,-Leu-
Lys-Thr-Arg-Asn-COOH, 0,85g, hiéu suit: 92%). Qua trinh téng hop twong tur dugc thuc
hién dé thu duoc peptit ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2 va SEQ ID
NO.3 (NH,-Lys-Gly-Ala-Cys(Ser)-Thr-Gly-Trp-Met-Ala-COOH, 0,78g, hi¢u sut: 82%),
peptit ¢o trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.4 va SEQ ID NO.5 (NH,-Ala-
Cys(Ser)Thr-Leu-Pro-His-Pro-Trp-Phe-Cys(Ser)-COOH, 0,92g, hi¢u suit: 85%), va
peptit ¢é trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.6 va SEQ ID NO.7 (NH-
Cys(Ser)-Asp-Leu-Arg-Arg-Leu-Glu-Met-Tyr-Cys(Ser)-COOH, 0,76g, hiéu suit: 88%).
Céc peptit ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, SEQ ID
NO.4, va SEQ ID NO.6 c6 khdi lugng phén tir twong tng 13 630,7 (tinh toan 1y thuyét:
630,7), 924,5 (tinh toan 1y thuyét: 924.1), 1236 (tinh toan 1y thuyét: 1236,5), va 1301,5
(tinh toan 1y thuyét: 1301,5, nhu duge do bang phwong phap khéi phé.

Béang 1
. . . Phén tich khdi phd
Peptit Trinh tw axit amin . .
Do dwogc Tinh toan
SEQ ID NO.1 630,7 630,7
SEQ ID NO.2 KGACTGWMA
924,5 924,1 (908,0
SEQ ID NO.3 KGASTGWMA ( )
SEQ ID NO.4 ACYLPHPWEFC
Q 1236 1236,5 (1269,4)
SEQ ID NO.5 ASYLPHPWEFS
SEQ ID NO.6 CDLRRLEMYC
1301,5 1301,5
SEQ ID NO.7 SDLRRLEMYS

Ddng thoi, peptit c6 trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID
NO.3, va SEQ ID NO.7 dugc tron & hrc_mg tuong duong dé thu dugc hdn hop peptit dé
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danh gié hiéu luc.
Vi du 1: Déanh gié hoat tinh {rc ché tao m&

1-1. Panh gia hoat tinh @rc ché tich tu lipit bang cach st dung nguyén bao md
(Phuong phap nhudém dau red O)

Céac nguyén bao md 3T3-L1 dugc sinh truéng dén do hop luu, sau d6 G trong hai
ngdy voi cac nong dd khac nhau ctia cic peptit trén mdi trudong biét hoa chira 10pg/mL
insulin, 0,1uM dexametason, va 0,5uM IBMX. Madi truong duogc thay hai ngay mot 'lén
bang méi truomg chira 10pug/mL insulin. Sau khi cAm tng biét hoa trong 10 ngay, sy hinh
thanh giot md trong té bao dugc danh gia bing phuong phip nhuém dau red O. Cac té
bao m& 3T3-L1 thu duoc duoc rira bing PBS, ¢b dinh bang formalin 3,7% trong 1 gid, va
rira bang isopropanol 60%. Cac té bao thu dugc dugc nhudm bang dau red O & nhiét do
phong trong.20 phut. Sau khi loat bé dau red O, cac t& bao duoc rira ba 14n bang nude cat,
va quan sat trén kinh hién vi twong phan pha. Dé phan tich dinh lrong, cac chét béo duoc
chiét tach tir cAc té bao bing cach sir dung isopropanol 100%, va cac t& bao dugc chuyén
vao cac dia 96 giéng & thé tich bing 200pL/giéng va do mat do quang & budc séng
500nm bang cach sir dung thiét bi doc ELISA. |

Dit liéu thir nghiém cho thdy qua trinh xtt 1y bang cé4c peptit c6 trinh trr axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.3, va SEQ ID NO.5 da lam gidm murc do tich
tu chit béo trong t& bio, nhu dugc danh gia bing phuong phép nhudm dau red O
(Fig.1A-Fig.1C).

Mirc d6 tich tu lipit trong té bao ciling giam khi phtrc hop bao gdm cac peptit co
trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.3, va SEQ ID NO.7 dugc st
dung & cing nc“mg_ do (Fig.2).

1-2. Panh gi4 hoat tinh trc ché biéu hién gen tham gia vio qué trinh tao m&

Céc nguyén bao m& 3T3-L1 dugc tao mam & mat do bang 3x10° té bao/giéng vao
céc dia 6 giéng. Sau 24 gid nubdi ciy, cac t& bao dugc i véi cac ndéng dd xac dinh trudc
(0,1, 1, va 10pg/mL) cia céac peptit trong 14 ngay & nhiét 46 37°C trong thiét bi ., sau
d6, céc té bao dugc thu nhan va xir Iy véi dung dich chiét tich ARN (Easy Blue, Intron)
dé thu dugc ARN va tong hop ADN bd sung tir ARN ndy bang cach sit dung hdn hop co
chit RT (Intron). Phan tng PCR dﬁqc thuc hién bang cach st dung cac doan mdi dic
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hiéu cho cac gen chi thi khang nguyén (PPARy, ACC, va aP2), va hén hop co chit PCR
(Intron). ‘

Céc trinh tu doan mdi dic hiéu cho cac gen chi thi khang nguyén tao m& dé thuc
hién phan 'Ung PCR 1a nhu sau: PPARy doan mdi  xudi, 5’-
TTTTCAAGGGTGCCAGTTTC-3* va PPARy doan mdi nguoc, 5-
AATCCTTGGCCCTCTGAGAT-3’ (nhiét do lai, 60°C); ACC doan mdi xudi, 5°-
ACCTTACTGCCATCCCATGTGCTA-3> va ACC doan mdi nguoc, 5’-
GTGCCTGATGATCGCACGAACAAA-3’ (nhiét d6 lai, 60°C); aP2 doan mdi xudi, 5’-
CATCAGCGTAAATGGGGATT-3’ va  aP2 doan  mdi nguoc, 5’-
ACACATTCCACCACCAGCTT-3’ (nhiét d¢ lai, 60°C).

Mdi san pham PCR dugc nap & thé tich bang SpL 1én gel agaroza 1%, va chay

dién di, tiép theo x4c dinh cac bang trén Gel-Doc.

Mtic do biéu hién ctia gen chi thi tao m& aP2 dad dugc giam & cac nguyén bao md
3T3-L1 cta chudt nhit dugc @ véi peptit c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1, SEQ ID NO.3, hoiac SEQ ID NG.5 trong 3 ngay (Fig.3A-Fig3C).

Mitc d6 biéu hién ciia cac chét chi thi tao m& bao gdm thu thé hoat héa boi phdi tix
kich thich ting sinh vi thé peroxy vy, axetyl-CoA carboxylaza, va protein gin két axit béo
dic hi¢u m6 md& 2 cling dé duoc giam & cac nguyén bao md 3T3-L1 cua chudt nhit duoc
U trong 3 nay véi phtrc hop bao gém cac peptit ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.1, SEQ ID NO.3, va SEQ ID NO.7 & cac ndng do bang 0,1pg/mL, 1pg/mL, va
10pg/mL, trong tw nhu cac té bao dbi ching duong duoc xir 1y véi 100ng/mL TNFo
(Fig.4). /

1-3. Panh gid mtc do biéu hién cua protein gdy phan giai ﬁpit va tao m& bing
cach st dung nguyén bao m&

Céc nguyén bao md 3T3-L1 duogc tao mam & mat do bang 3x10° t& bao/giéng vao
c4c dia 6 giéng. Sau 24 gid nudi cdy, cac té bao duge U trong 14 ngdy vai cac ndng do
xé4c dinh trude (0,1, 1, va 10pug/mL) ctia hdn hop peptit & nhiét do 37°C trong thiét bi u.
Dich phan giai t& bao thu dugc bing qué trinh xir 1y bing dung dich dém phan giai té bao
dugc st dung dé dinh lugng protein, tiép theo thuc hién phéan tich thdm tach Western véi
khéng thé khang PPARy (Santa Cruz Biotechnology, USA), 14 khang thé khang chét chi
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thi tao m&, va khang thé khang pHSL (Santa Cruz Biotechnology, USA), 14 khang thé
khang chit chi thi phan giai lipit.

Khi xir Iy bing hdn hop peptit & cac ndng d6 xac dinh, mirc d6 biéu hién ciia gen
chi thi tao m& PPARY & céac té bao da dugc giam theo co ché phu thudc liéu trong khi do

toan bd mirc d6 biéu hién ctia gen chi thi phan giai lipit pHSL da téng (Fig.5).
" Vi du 2: Panh gi hoat tinh phén giai lipit
2-1. Mirc d6 biéu hién ting clia cac gen tham gia vio qua trinh phén giai lipit

Céc nguyén bao m& 3T3-L1 dugc tao mam & mat do bang 3x10° té bao/giéng vio
cac dia 6 giéng. Sau 24 gid nudi cdy, cac té bao dugc 0 trong 14 ngly véi cac ndéng do
xac dinh trude (0,1, 1, va 10pg/mL) cua cac peptit & nhiét do 37°C trong thiét bi 0 (mau
d6i chung dwong: 100ng/mL TNFa (SIGMA)). Céc té bao dugc thu nhan va xit 1y véi
dung dich chiét tich ARN (Easy Blue, Intron) dé thu dugc ARN va téng hgp ADN bd
sung tir ARN ndy bang cach st dung hdn hop co chat RT (Intron). Phan tmg PCR dugc
thue hién bang cach sir dung cdc doan mdi dic hiéu cho cac gen chi thi (AMPK-ol va
CGI58), va hdn hop co chat PCR (Intron).

Céc trinh tr doan mdi dic hiéu cho cac gen chi thi phan giai lipit PCR 1a nhu sau:
AMPK-al doan mdi xudi, 5’-TGACCGGACATAAAGTGGCTGTGA-3’ va AMPK-al
doan mdi nguoc, 5’-TGATGATGTGAGGGTGCCTGAACA-3’(nhiét do lai, 60°C);
CGI58 doan moi xudi, 5’-TGTGCAGGACTCTTACTTGGCAGT-3’ va CGI58 doan moi
| nguoc, 5’-GTTTCTTTGGGCAGACCGGTTTCT-3’(nhiét df lai, 60°C).

Mdi san phdm PCR dugc nap ¢ thé tich bang SpL 1én gel agaroza 1%, va chay
dién di, tiép theo xac dinh cac bang trén Gel-Doc.

Mirc do biéu hién cta cic gen chi thi phan giai lipit AMPK-al va CGI-58 déu di
ting & toan bd cac nguyén bao m& (3T3-L1) dugc U véi cac peptit (Fig.6A-Fig.6C).
Ngoai ra, qué trinh xt 1y bang hdn hop peptit cling d 1am ting biéu hién AMPK-al va
CGI-58 theo co ché phu thudc lidu va dn muc d6 cao hon miu ddi chimg duwong TNFa
(100ng/mL, Fig.6D).

2-2. Péanh gi4 muc do biéu hién cla protein phan giai lipit bang cach st dung
nguyén bao m&

Céc nguyén bao m& 3T3-L1 dugc tao mim & mat do bang 3x10° té bao/giéng vao
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c4c dia 6 giéng. Sau 24 gid nudi cdy, cac té bao dugc U trong 14 ngdy véi cac ndng do
xéc dinh trude (0,1, 1, va 10pg/mL) cta hdn hop peptit & nhiét d6 37°C trong thiét bi 0
(mdu dbi chung dwong: 100ng/mL. TNFo (SIGMA)). Dich phan giai t& bao thu dugc
bing qué trinh xr Iy bing dung dich dém phan gii té bao dugc st dung dé dinh lugng
protein, tiép theo thuc hién phan tich thim tach Western v&i khéng thé khang ATGL
(Santa Cruz Biotechnology, USA), 1 khang thé khang chit chi thi phan giai lipit.

Mitc d6 bidu hién cta chit chi thi phan giai lipit ATGL d3 ting khi xi 1y bing hén
hop peptit (Fig.7).

2-3. Dénh gia muc d6 biéu hién cua protein phan giai lipit trén kinh hién vi huynh
quang bing cach sir dung nguyén bio m&

Cac nguyén bao md 3T3-L1 dugc tao mam & mat do béng 3x10° té ba‘to/giéng vao
céc dia 6 giéng. Sau 24 gid nudi cdy, cac té bao dugc Ui trong 14 ngdy véi cac peptit riéng
biét hogc hdn hop peptit (1pg/mL) & nhiét d6 37°C trong thiét bi & (mAu dbi ching
duong: 100ng/mL TNFa (SIGMA))., sau dod, cac té€ bao duoc c¢b dinh bﬁng etanol 70%,
sau d6 thAm mién dich bang khang thé khang phospho-HSL (Santa Cruz Biotechnology,
USA) @& danh gia mirc do biéu hién cta chét chi thi phan giai lipit phospho-HSL trong té

bao.

Dir lidu thir nghiém cho thdy céac peptit riéng biét (Fig.8A-Fig.8C) va hdn hop
peptit (Fig.8D) déu lam ting bidu hién chat chi thi phan giai lipit phospho-HSL.

2-4. Binh lugng glyxerol san sinh trong qua trinh phan giai lipit

Sau khi dugc chiét tich tir bung cua cac chudt nhét béo phi, cic mé m& dugc dat
vao céc dia 24 giéng & ndng d6 bang 100mg/giéng va nudi ciy trong mdi truong nudi cly
(11mL dung dich dém Krebs-Ringer chira 25mM HEPES, 5,5mM glucoza, va 2% (khéi
lwong/thé tich) albumin huyét thanh bd). Cu thé, cdc md dugc @ trong 48 givy véi
0,1pg/mL, 1pg/mL, va 10pg/mL hdn hop peptit trong khi 6 TNFo, (100ng/mL) dugc st
dung 1am mau d6i chiing dwong. Glyxerol san sinh trong qua trinh phan giai lipit dugc
dinh lugng.

Dir liéu thir nghiém cho thdy luong glyxerol san sinh trong qué trinh phan gii lipit
khi xir Iy bang hén hop peptit di ting theo co ché phu thudc lidu va 16n hon luong san
sinh khi xtr 1§ bing miu ddi chimg duong TNFa (Fig.9).
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2-5. Tac dung phan giai md mé dugc chiét tach tir chudt nhat béo phi

Céac md md dugc phan loai thinh m& tring va m& m& nau cin ci theo mau sdc va
m& dudi da, m& bung, m& mang treo rudt (md ndi tang), va m& md mao tinh hoan. Sau
khi giai phﬁu co thé, thu thuat cit bd cac mé md duge thuc hién trén cidc md. Cac md
tring duoc phan lap, dit vao cac dia 24 giéng & ndng dd bang 100mg/giéng, sau d6 &
trong 72 gid v6i cac ndng do ciia hdn hop peptit trong moi trudng nudi ciy (11mL dung
dich dém Krebs-Ringer chira 25mM HEPES, 5,5mM glucoza, va 2% (khdi lwong/thé
tich) albumin huyét thanh bo). Cac m& nay duoc cit thanh cac 14t, sau d6 nhudm mau
bang hematoxylin va eosin. Kich c& t& bao m& dugc quan sat va dénh gid bang kinh hién

vi (TS100 Nikon) & d phong dai 100 1an.

So véi mau dbi chung, kich ¢ cia cac té bao md md duge xtt 1y v6i cac ndng do
khac nhau cua céc peptit da giam (Fig.10A). Ngoai ra, khi xir 1y bang hdn hop peptit, cac
mod md c6 cac khoang mang té bio riéng biét da dugc quan sat thdy & kich thudc té bao,
nhu dugc do bang chuong trinh (Fig.10B).

2-6. Panh gia mirc do biéu hién ciia chit chi thj phan giai lipit & m6é md

M6 md duge chiét tach tir bung ctia cac chudt nhét béo phi dugc ddt vao céc dia
24 giéng & ndng do bang 100mg/giéng va U trong 48 gir v6i hon hop peptit va TNFa
(100ng/mL) duoc st dung 1am mAiu d6i chung duong. Chét chi thi phan giai lipit
phospho-HSL dugc danh d4u (chat phat huynh quang mau xanh) dugc phat hién.

Qua4 trinh xtr 1y bang hdn hop peptit ciing da 1am ting muc dd biéu hién ctia chit

chi thi phn giai lipit phospho-HSL trong cac m6é m& (Fig.11).
Vi du 3: Hoat tinh phan gidi lipit va trc ché tao m& trén mé hinh chudt béo phi

Hoat tinh ¢ ché tao m& va giam can trén chudt nhit duge cho in ¢hé 36 dinh

dudng chtra nhidu chit béo

Céc chuot ﬁhét dugc giy béo phi bang cach cho in ché do dinh dudng chira nhidu
chét béo, dugc sir dung trong cac thir nghiém chéng béo phi trong d6 TNFa Spg/mL dugc
st dung 1am mAu déi chimg duong. Dé d6i chung, ché dd dinh dudng thong thuong,
khong phai 13 ché do dinh dudng chta nhiéu chit béo, dugc cho an. Trong thir nghiém
nay, ché do dinh dudng chira nhiéu chit béo dugc cho an trong 12 tudn dong thoi hén

hop peptit hoic miu ddi chimg dwong dugc sit dung. Trong qué trinh thir nghiém, can
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nang dugc theo doi.

TNFa va cac duge chit chéng béo phi duoc tiém mang bung vio 3-4 gio chiéu
hang tudn trong 12 tudn. C4n ning va khiu phan an dugc xac dinh ngay trudc khi bét dau
tiém, sau d6 x4ac dinh thuong xuyén mot tudn mot 1an. Cac miu mau dugc 14y tir tinh
mach dudi sau khi tiém cac dugc chét thir nghiém va do ndng do duong mau, bang cach
st dung Accu-Check Active (Roche) va phén tich néng dd cholesterol, bang cach sir
dung kit dinh lugng cholesterol (BioVision)‘. Céac md m& dugc phén loai thanh m& tring
va m& md nau cin ¢ theo mau sic va md dudi da, mo bung, m& mang treo rudt (md nodi
tang), va m& md mao tinh hoan. Sau khi thuc hién tha thuat cit md md, cac md thu duoc
tir cac mo duoc quan sat. Pé phan tich mé hoc, cac m& duoc cb dinh bang dung dich dém
formalin trung tinh 10%, nhang trong khéi parafin, cét thanh cac 14t c6 kich c& Sum, va
nhudm mau bing hematoxylin va eosin. P& phén tich qua trinh phosphoryl héa chét chi
thi phan giai lipit HSL, phan tng nhud¢m huynh quang duoc thuc hién bang khang thé
khang pHSL. Miu mé duoc diéu ché, gin 1én mang gin két gel glyxerin, va ddy bang
kinh che. Cac md dugc quan st biang kinh hién vi (Nikon, TS100), dugc trang bi may
chup anh k¥ thuat sd. '

Trong 12 tudn tir giai doan ban diu dén giai doan cubi cling ctia thir nghiém, can
ning cua cac chudt nhat thir nghiém da ting tir 20,9g 1én 28,74¢g khi dugc cho in ché do
dinh dudng théng thuong va tir 20,99g 1én 49,5g khi duogc cho dn ché d6 dinh dudng
chira nhidu chét béo. O cac chudt nhit dugc cho in ché d6 dinh dudng chira nhidu chit
béo va tiém hdn hop peptit, can ning chi ting dén 36,76g sau 12 tudn tir cAn ning ban
du bang 21,1g, cho thiy giam dang ké ting can (174,2%), so véi cic chudt d6i ching
dugc cho an ché do dinh dudng chtra nhiéu chét béo (235,8%) (Bang 2 va Fig.12).

Bang 2: C4n ning ctia chudt nhit béo phi sau khi diéu tri bang hdn hop peptit.

Ché d6 dinh Ché d% dinh Ché d6 dinh Ché d$ dinh
dudng thong - dwong chwra dwong chira dwdong chira
thwdng nhiéu chit béo nhiéu chit béo va | nhiéu chit béo va
(d6i chirng) - (dbi chirng) dbi ching dwong | phirc hop protein
Can nang (g)
tuan 0 20,09 20,99 22,41 21,1
tuan 1 20,75 22,32 23 21,26
tuén 2 21,99 25,25 26,12 23,72
tuan 3 18,23 27,35 27,45 24,36
tuan 4 23,26 30,2 30,51 25,29
tudn 5 23,16 32,76 32,76 28,65
tudn 6 23,28 36,78 33,49 28,79
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tudn 7 24,71 38,31 35,14 30,37
tudn 8 25,84 40,12 37,15 31,53
tudn 9 25,59 4214 38,97 32,59
tuan 10 28,13 43,02 40,39 33,78
tuan 11 27.9 45,7 41,35 35,33
tuan 12 28,74 49,5 43,91 36,76
Can nang (%)
Ché d9 dinh Ché 36 dinh Ché d6 dinh Ché d% dinh
duwéng thong dudng chira dwdng chira dwdng chira
thwong nhiéu chét béo nhidu chat béo va | nhiéu chit béo va
. (d6i chirng) (d6i chirng) dbi chirng dwong | phirc hop protein

tuén 0 100 100 100 100
tudn 1 103,3 106,3 102,6 100,8
tuan 2 109,5 120,3 116,6 112,4
tudn 3 90,7 130,3 122,5 115,5
tudn 4 115,8 143,9 136,1 119,9
tudn 5 1153 156,1 146,2 135,8
tuan 6 115,9 175,2 149.4 136,4
tuan 7 123,0 182,5 156,8 143,9
tudn 8 128,6 191,1 165,8 149,4
tudn 9 127,4 200,8 173,9 154,5
tudn 10 140,0 205,0 180,2 160,1
tuan 11 138,9 217,7 184,5 167,4
tuan 12 143,1 235,8 195,9 174,2

Ngoai ra, sau khi Kkét thac 12 tuan thir nghi€m, cac chudt nhét duoc diéu tri béng
hén hop peptit, van duy tri kich ¢ co thé twong tu nhucac chuot nhit thong thudng (ché
do dinh dudng théng thuong), nhung khéc véi cac chudt nhit duge cho n ché d dinh
dudng chira nhidu chét béo, nhur dugc phén tich bang cAc hinh anh (Fig.13).

Sau 12 tuén thtr nghiém, cac chudt nhit dugce chup cat 16p dé xac dinh phan bd
chit béo trong co thé. Két qua chup cét 16p cho thiy cac cht béo (mau vang) trong co
thé, chét béo dugc phan bd trén toan co thé da ting dang ké & cac chudt nhit duge cho n
ché do dinh dudng chira nhidu chit béo, so véi cac chudt ddi chiing dugc cho an ché do
dinh dudng thong thudng dong thoi mirc do da gidm dang ké dbi voi cac chit béo dugc
phan bd trén toan co thé duge quan sat & nhém duge diéu tri bang hdn hop peptit va cho
an ché d6 dinh dudng chira nhiéu chit béo (Fig.l4).

Céc chudt nhit da dugc chup cét 16p dugc giai phiu dé chiét tach cac mé md duogc
phan b trén toan co thé. Thé tich clia cac md6 m& dugc so sanh. Két qua phan tich cho
thdy thé tich chét béo duoc chiét tach tir cac chudt nhit dugc cho dn ché do dinh dudng
chira nhidu chéit béo cao hon thé tich chét béo duoc chiét tch tir cic chudt nhit dugc cho
in ché do dinh dudng thong thuong, va thé tich chit béo & cac chudt nhit duge diéu tri

bing hdn hop peptit va cho n ché do dinh dudng chira nhidu chit béo di giam dang ké
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(Fig.15).

Céc chét béo dugc phéan l4p, va nhudém mau bang hematoxylin va eosin dé xéc
dinh kich c& cht béo. Kich ¢ ctia cac chit béo duge quan sat & cac chudt nhét dugc didu
tri bing bing ca ché d6 dinh dudng chira nhidu chit béo 13n hdn hop peptit nhd hon kich
& chét béo & cac chudt dbi chimg duoc cho dn ché d6 dinh dudng chira nhiéu chat béo
(Fig.16A). Phén tich kich ¢ chét béo bing chuong trinh cho thay, khi kich c& chét béo
ciia cic chudt déi chimg duoc cho an ché do dinh dudng thong thuong dugc gia dinh
bing 100%, kich c& cht béo da ting 1én 127% & nhom duge cho in ché d dinh dudng
chira nhidu chat béo, nhung di 1am giam xudng 97% & nhém duge diéu tri bang hén hop
peptit va cho an ché d6 dinh dudng chira nhidu chit béo (Fig.16b).

Céc chat béo dugc phén 14p va danh gia mic do biéu hién chat chi thi phan gii
lipit phospho-HSL trong cac mé md. Céac chudt nhit dugc diéu tri bing bang ca ché do
dinh dudng chira nhiéu chit béo 14n hdn hop peptit dugc quan sat 1a c6 mirc do bidu hién

ting ctia phospho-HSL (Fig.17).

Néng d6 cholesterol mau & cac chudt nhét sau thir nghiém duogc xac dinh. Két qua
phan tich cho thiy néng dd cholesterol mau bang 2,52pg/mL & cac chudt nhit duogc cho
4n ché do dinh dudng thong thudng, 3,5pg/mL & cic chudt nhit dugc cho an ché d dinh
dudng chira nhidu chit béo, va 2,86pg/mL & cac chudt nhit dugce diéu tri bang bang ca
ché d6 dinh dudng chira nhidu chét béo 14n hdn hop peptit, cho thdy ring hdn hop peptit
d3 1am giam ndng do cholesterol ting v&i bénh béo phi (Fig.18).

Nong d6 dudng mau sau khi két thuc thir nghiém bang 174mg/dL & cac chudt nhat
dugc cho #n ché d6 dinh dudng théng thudong, va ting 1én 235mg/dL & cac chudt nhit
duge cho dn ché d dinh dudng chtra nhiu chit béo. Tuy nhién, ndng do dudng mau
bang 183mg/dL & cac chudt nhit dugc didu tri bang bang ca ché do dinh dudng chita
nhidu chét béo 14n hdn hop peptit, tirc 13 giam dang ké (Fig.19).

Vi du 4: Kiém soat duong mau

T4c dung kiém soét duong mau

Trong thtr nghiém ndy, chudt nhit C57BL/6 (chudt nhét binh thuong) (do Samtako
Inc. cung cip) chudt nhit C57BLKS/JLepr giéng ci (chudt nhét bi bénh ddi thdo duong,
chudt nhit DB/DB) (do Central Lab. Animal Inc. cung cip) dugc st dung, cting v6i hdn
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hop peptit 12 dugc chit chéng béo phi va/hoic dai thdo dudng, va sitagliptin dugc st
dung 1am mAu duogc chat dbi chimg duong. Trong phwong 4n nay, hon hop peptit chéng
béo phi va/hodc déi thao dudng duge danh gia vé hiéu luc chéng dai thdo dudng cip tinh
(st dung lidu don) trén md hinh chudt nhét binh thuong va mé hinh chudt nhét bi dai thao
dudng tiém tang, bang cach st dung thir nghiém dung nap glucoza, 1a phuong phép chan
doan bénh dai thao dudng. Cac chudt nhit dugc nudi trong chudng & nhiét do nim trong
khoang tir 22°C dén 24°C va d 4m tuong dbi ndm trong khoang tir 30% dén 50%, véi 4
chudt/chudng. Cac chudt nhét nay dugc chiéu sang véi cudng do nim trong khoang tir
150 dén 300 tir 8 gid sang dén 8 gid tdi v6i chu trinh 12 gid chiéu sang/12 trong béng t6i.
Céc chudt nhét nay duoc cho an diy du ché d6 dinh dudng thong thudng (18% protein,
duoc san xuit & 2018, Harlan Laboratories Inc, USA). Dé bit diu thir nghiém, cac chuot
nhit bi dé d6i trong 4 gior hodc 1au hon trude khi thir hién thir nghiém dung nap insulin va
trong 12 gidr truGe khi thuc hién thir nghiém dung nap glucoza. Hon hop peptit theo sing
ché dugc st dung theo dudng miéng bing bom tiém ding mot 14n gid trude khi thuc hién
thir nghiém dung nap glucoza. P& thuc hién thir nghiém dung nap glucoza, cac chudt nhit
cho &n ddy du ché do dinh dudng chira nhidu chét béo & thoi diém 0 gid sau khi bit dau
thir nghiém. Sau 40 phut an ddy da ché do dinh dirdng chira nhiéu chit béo, cic miu méu
dé xac dinh ndng do glucoza mau dugc ldy tir tinh mach dudi & cac khoang thoi gian 0,
30, 60, 90, 120, va 180 phat. Ndng do glucoza méu duge xac dinh bing may do duong
méu Accu-Chek active (Roche). Sitagliptin, dugc st dung lam duoc chat diéu tri bénh dai
thao dudng, dugc chon loc 1am miu duge chit ddi chiing duong, va st dung & lidu bang
100mg/kg. Phirc hop protein dugc chon loc lam dugc chit chéng béo ‘phi va/hodc dai
thdo dudng duoc sit dung & lidu bang 100mg/kg cho cic nhém chudt thir nghiém (n = 4).

Két qua phan tich cho thdy hdn hop peptit cé tic dung lam giam ndng do duong
méu trong d6 ndng d6 dudong mau di ting khi str dung ché do dinh dudng chira nhidu
chit béo di dugc giam khi didu tri bang hdn hop peptit. O cac chudt nhit bi dai thao
dudng, ndng d6 dudng mau cao di dugc gidm boi hdn hop peptit (Fig.20A va Fig.20B).
Hon nita, ndng d cholesterol méau thdp hon dugc phét hién & nhém duqé diéu tri bang
bing ca ché do dinh dudng chira nhiéu chat béo 14n hdn hop peptit so v&i cac chudt nhat
d6i chimg duoc cho an ché d6 dinh dudng chira nhidu chét béo (Fig.21).

Ngoai ra, sau khi nhin d6i trong 16 gid, cac chudt nhét bi déi thdo duong DB/DB

dugc cho an trong 30 phut, sau d6 st dung céc peptit. Néng do duong mau dugce x4c dinh
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theo thoi gian.

Nbng d6 dudng méu & cic nhau duge diéu tri twong tmg bang cac peptit co trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.3, va SEQ ID NO.5 da giam theo
co ché phu thudc thoi gian (Fig.22A-Fig.22C).

Vi du 5: T4c dung ting cudng biéu hién insulin va yéu t6 ting trudng tuong tu

insulin

Cac nguyén bao md 3T3-L1 duogc tao mﬁni & mat do bing 3x10° té bao/giéng vio
cac dia 6 giéng va sinh truéng trong 24 gio. Sau d6, cac té bao dugc 0 voi cac ndng dd
khac nhau (10ng - 1pg/mL) cta cac peptit trong 14 ngay & nhiét do 37°C trong thiét bi 0.
Céc protein duoc chiét tach tir dich phan giai té bao which dugc thu nhan bang cach xi 1y
v6i dung dich dém phan giai té bao, dinh lwong, va phén tich thim tach Western bang
cach st dung khang thé khang IGF-1, 1 khéng thé khang chat chi thi phan giai lipit, va
khéang thé khang insulin (Santa Cruz Biotechnology, USA).

Dit liéu phan tich cho thiy peptit c¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.7 d3 1am ting mtc d6 biéu hién cua IGF-1 va insulin theo co ché phu thude lidu

(Fig.23).
Phuong 4n 6: TAc dung giam ndéng d6 duong mau trén thir nghiém 1am sang
T4c dung giam ndng dd dudng méau ctia hdn hop peptit theo sang ché.

Thir nghiém 14m sang dugc thuc hién trén cac nguodi bénh & do tudi tir 45 dén 65
c¢6 ndng dd glucoza mau khi d6i bing 170mg/dL hodc cao hon. Céc ngudi bénh nay duoc
cho str dung ché phim hén hop peptit theo sang ché 30 phit sau khi n. C4c mau mau
dugc 1y ndng d6 glucoza mau 30, 60, 90, 120, 150, va 180 phut tir cdc ngudi bénh nay,
va ndng dd glucoza méau duge do bing may do dudng mau Accu-Chek active (Roche).
Két qua phan tich cho thdy ndng d6 dudng méu & toan bd cac ngudi bénh thir nghiém da
giam khi dugc diéu chi bang ché pham hdn hop peptit theo sang ché (Fig.25A-Fig.25D).

Mic di sang ché di duoc mo ta chi tiét thong qua cac phuong 4n cu thé néu trén,
tuy nhién pham vi ctia sang ché khéng chi giéi han & cdc phwong én ndy. Do d6, pham vi
chu yéu cua sang ché s& dugc thé hién béi bd yéu cu bao ho kém theo va cac bién thé

tuong duong cua nd.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Peptit ¢6 trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1.

2. Peptit c6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 va ¢6 hoat tinh chéng béo phi
hodc dai thao duong.

3. Peptit theo diém 2, trong d6 peptit nay ¢6 hoat tinh trc ché tao md.

4. Peptit theo diém 2, trong d6 peptit nay c6 hoat tinh lam giam biéu hién thu thé hoat hoa
béi phdi tir kich thich ting sinh vi thé peroxy 7, axetyl-CoA carboxylaza, hodc protein
gén két axit béo dic hiéu mé md 2.

5. Peptit theo diém 2, trong d6 peptit nay c6 hoat tinh ting cudng phan giai lipit.

6. Peptit theo diém 2, trong d6 peptit nay c6 hoat tinh lam ting biéu hién lipaza nhay cam
v6i phospho-hormon, protein kinaza hoat hoa boi adenosin monophosphat al, gen kich
thich chuyén héa lipit 58, hoic triglyxerit m6é m& lipaza.

7. Peptit theo diém 2, trong d6 peptit ndy c6 hoat tinh lam gidm ndng d6 dudng méau.

8. Dugc phim chira hoat chit 1a peptit theo diém 2 dé phong ngira hogc diéu tri bénh béo
phi.

9. Dugc phdm chira hoat chét 13 peptit theo diém 2 d& phong nglra hodc diéu tri bénh dai
thdo duong.

10. Hdn hop peptit ¢6 hoat tinh chdng béo phi hodc dai thdo dudng va bao gbm t& hop
peptit sau: (a) peptit ¢6 trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1; (b) peptit ¢6 trinh
tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3; va (c) peptit ¢ trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.6 hoac SEQ ID NO.7.

11. H3n hop peptit theo diém 10, trong d6 hdn hop peptit ndy c6 hoat tinh lam giam kich
c& té bao tao ma.

12. Hn hop peptit theo didm 10, trong d6 hdn hop peptit nay 6 hoat tinh lam gigm ndng
dd cholesterol mau.

13. Dugc phdm chira hoat chét 12 hdn hop peptit theo diém 10 dé phong ngira hoic diéu
tri bénh béo phi.

14. Dugc phdm chtta hoat chat 13 hdn hop peptit theo diém 10 d& phong ngira hodc didu
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tr1 bénh dai thdo duong.
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Moéi twong biet héa va M rwdng biet da va Peptit ¢6 trinh oy
Péi chiine Dugc chat doi cwing am  nhw néu trong SEQ ID NO.1 {(1jpginL)
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i Moi rudng biét héa va  Moi truedng bict héa va Peptit ¢é trink tw
boi cluimg Dugc chat d6i chiing san nhw néu treng SEQ ID NO.2 (Ipg/mL)
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