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Linh vwe k§ thuat dugce dé cap

Sang ché dé cap dén peptit, va cu thé hon, dén peptit thic day su tai tao cic nga
ring hodc md tiy rang va didu tri qui cdm nga rang, polynucleotit ma héa peptit,
vecto biéu thi bao gém polynucleotit, dugc phém dé ngan ngura hodc diéu trj cac bénh
vé nga rang hodc tiy ring chira peptit, ché pham gia duoc dé ngdn nglra hodc céi thién
céc bénh v& nga ring hodc tiy ring chtra peptit, va thuc phdm chirc ning dé ngan
ngura hodc cai thién cac bénh v& nga rang hodc tiy ring chira peptit.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Tay rang 1& mo lién két mém chtra nhidu ddy than kinh va mach mau nam &
khoang ttiy bén trong rdng va md rong ra mat ngoai cia nga rang. Céc r6i loan xay ra
& tuy rang duoc goi 1a cac bénh tuy rang.

C6 nhiéu nguyén nhan dan dén céc bénh tiy ring, nhung trong hau hét céac
truong hop, cac bénh tuy rang duge giy ra boi su nhiém vi khuin do bénh siu ring,
hodc su nhiém trung ¢ tiy ring thong qua 16 thung, khe nut, vét ran nat, hodc tai nha
chu. Vét thuong bén ngoai, dd mai mon, cac vét ran nat rang, hodc do ma sat hodc
nhiét tr cac thiét bi nha khoa cling ¢6 thé gy ra cic bénh tly ring. Viém tiy rang do
sw nhiém khudn ey ra co thé dan dén cic bénh chan, dinh va quanh ring. Céc bénh
tay ring lién tyc phat trién thanh ching sung huyét tiy rang, viém tiy ring, va hoai (r
tuy ring. Hoail tor thy rang co thé din dén cac bénh hoic rdi loan quanh dinh d6i véi
toan b riang, bdi vi su chét cha tiy ring ngan chin su cung cdp méau cho tiy ring va
do vay toan b mo iy rang bi mat.

Pé didu tri cac bénh iy rang hofic quanh mao rang, cdc vat li¢u chup tiy ring
vi céc vat lidu tram dng tay riang dwoc str dung, va cac canxi hydroxit, MTA (Mineral
Trioxide Aggregate -- Chét két tu khoang chat trioxit), Guitapeca, v.v., thong thudng
duoc st dung. MTA cho thdy cac hiéu qua diéu tri boi vi n6 ¢é kha ning bit kin khe
rd va kha ning tuong thich sinh hoc. Tuy nhién, viée st dung MTA bi céan tr¢ do no
¢é gid thanh twong dbi cao dudi dang vat liéu chita ring va su bién mau din dén vin
dé v& thim my¥. Guttapeca ¢6 gia thanh twong d6i thap va cac dic tinh chay tot. Tuy
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nhién, d6 khong phai phuong phap phu hop v& mit vat 1y 1am mét kha nang séng ca
tay rang. Cho dén bay giv, cac phép didu tri bao toan d6i véi cac bénh nga rang va tiy
ring ¢ cic van dé nhu rang yéu hodc ring dé vo hodc tai nhiém trung.

Do d6, nhiu nghién ctu di dugce thuc hién mot cach tich cuc dé phat trién cac
tac nhan diéu tri ¢6 kha ning diéu tri hiéu quéa cac bénh cac bénh nga rdng hodc tuy
rang. Vi du, cOng bb sang ché Han Quéc s6 2012-0089547 boc 10 ché pham dé tao ra
cdc mod clirg hoiic tai tao cac nga rang hodc md tiy rdng, bao gdm cac nguyén bao tao
men, cac t& bao ngon, hodc moi trudng nudi cdy cia chiing dudi dang thanh phan hoat
tinh, va coéng bd patent Han Qubc 56 2009-0033643 boc 10 cac té bao than ring sinh ra
tir cac nang rang va phuong phap nuoi cdy chung.

Céc tac gia sang ché da thuc hién nhidu nd lyc dé phat trién mot tac nhan c6
kha ning diéu tri hidu qua hon céc bénh v& nga rang hodc thy rang, va két qua 1a, ho
da phat trién cac peptit thé hién céc hidu qua thuc day su téi tao cac nga ring hodc md
tuy rang va diéu tri tinh qua cam nga rang, nho d6 hoan thanh sang ché.

Ban chét k§ thuit ciia sdng ché

Céac phuong an cua sang ché dé xudt peptit mai dé thuc diy su tai tao cdc nga
rang hodc mo tiy rdng va didu tri cac bénh vé nga ring hodc tly rang.

Cac phuong &n cua sang ché cling dé xudt polynucleotit ma hoa peptit.

Céc phuong an cua sang ché cling dé xuat vecto biéu thi bao gdm polynucleotit.

Cac phuong 4n cua sang ché ciing dé xuat duoc phdm dé ngan ngitra hodc diéu
{rj cac bénh vé nga rang hoic thy rang bao g0m peptit.

Céc phuong 4n cua sang ché ciing dé xudt ché phém gia duogc dé ngdn ngira
hoiic cai thién céc bénh vé nga ring hodc tiy rdng bao 20m peptit.

Cac phuong an cua sang ché ciing d& xuat thuc pham chirc ning dé ngan ngira
hoic cai thién cac bénh vé nga ring hodc tiy rang bao gOm peptit.

Cac phuong an cia sang ché ciing d& xudt ché phdm chira peptit nay d¢é ngan
ngira hodc diéu tri cac bénh vé nga rang hodc tiy rang.

Céac phuong 4n cua sang ché ciing dé xudt ché phém chira peptit nay dé thuc

day su tai tao céc nga rang hodc mo tuy rang.
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Cac phuong 4n cua sang ché ciing dé xuét peptit chudi axit amin ¢6 cong thire 1
sau ddy hodc ché pham Bao odm peptit dé thuc day su tai tao cdc nga rang hodc md
tiy rang, trong viéc ngdn nglra hodc diéu tri qui cam nga ring, va trong viéc ngin
ngra hoac dilu tri cac bénh vé nga riang hodc ty rang:

K-Y-R1-R2-R3-R4-R5-R6-R7-R8 (cong thirc 1)

trong do R1 1a arginin (R), lysin (K) hodc glutamin (Q);

R2 is arginin (R) hodc glutamin (Q);

R3, R4, va R5 lan luot 14 arginin (R) hodc lysin (K);

26 la asparagin (N) hodc serin (S); va

R7 va RS 14n luot 1a lysin (K) hodc tyrosin (Y).

Cac phuong 4n cua sang ché ciing dé xudt peptit bao gdm mot chudi axit amin
bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén 96 hodc ché phiam bao g0m peptit dé thuc day
su tai tao cdc nga ring hodc md tuy rdng, trong viéc ngan ngura hodc diéu tri quéa cam
nga rang, va trong viéc ngdn ngura hodc didu tri cdc bénh vé nga ring hodc tiy ring.
M6 ta viin tit cic hinh vE

FIG.1A 1a dd thi thé hién két qua so sanh cac hi¢u qua cla cac peptit cia cic
nhom sang ché tuong (ng vé mirc biéu hién cia DSPP ma la gen danh diu qua trinh
biét hoa nguyén bao tao rang.

FIG.1B 13 do thi thé hién két qua so sanh cdc muc biéu hién cta cac gen Dspp
danh ddu qua trinh biét hoa nguyén bao tao rang trong cac té bao MDPC-23 duoc diéu
tri bang cac peptit theo sang ché.

FIG.1C 1a d6 thi thé hién két qua so sanh cac murc biéu hién cta cac gen danh
ddu qué trinh biét hoa nguyén bao tao rang, Dspp, Dmpl, va Nestin trong cac té bao
MDPC-23 duge didu tri bang céc peptit cia nhom 11 va nhom 12 chia sang ché.

FIG.1D 14 db thi thé hién cac két qua danh gia doc tinh 1€ bao cta céc cic
peptit theo sdng ché trén céc té bao tiy ring.

FIG.2 thé hién céc hinh anh rit nhé vé cdc mod gibng nhu nga rang/thy rang
duoc sinh ra in vivo trong 6 tuén sau khi ghép cac mod céy bao gom cic té bao thy ring
va cac thanh phan khéc, trong do A dén C 1 cac hinh anh rt nhé & 6 tudn sau khi
ghép mod chy dbi ching chi bao odm cic té bao ty ring va HA/TCP (khung ti 1&: A
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200 wm, B 100 pm, C 50 pm); D dén T 1a céc hinh anh rdt nhé & 6 tan sau khi ghép
md cdy bao gdm céc té bao tay rang, HA/TCP, va peptit cia nhom 11 (khung ti 1&: D
200 pm, E 100 um, F 50 um); G dén I 1a cac hinh anh rat nhé & 6 tudn sau khi ghép
md cdy bao gom cac té bao tay rang, HA/TCP, va peptit cia nhom 12 (khung ti 1¢: G
200 um, H 100 pm, I 50 pm); vaJ dén L 14 cac hinh anh rat nho & 6 tudn sau khi ghép
mod céy so sanh bao 2dm céc té bao tuy rang, HA/TCP, va rhBMP-2 (khung ti 1¢: J
200 wm, K 100 pm, L 50 pm).

FIG.3 thé hién cac hinh anh rat nhd vé cac mirc do san sinh colagen trong cac
md gidng v6i ngd ring/tuy ring ma ma duge sinh ra in vivo trong 6 tudn sau khi ghép
cdc md chy bao gdm cac té bao iy ring va cac thanh phan khac, trong d6 A dén C thé
hién cac két qua o 6 tudn sau khi ghép md cdy dbi chimg chi bao g0m cac té bao tiy
rang va HA/TCP (khung ti 1&: A 500 pm, B 200 pm, C 50 pm); D dén T thé hién cac
két qua & 6 tuan sau khi ghép md céy bao gdm céc té bao thy rang, HA/TCP, va peptit
ctia nhom 11 (khung ti 1&: D 500 pm, E 200 pm, F 50 um); G dén I thé hién céc két
qua & 6 tudn sau khi ghép md cdy bao gdm cic té bao tuy rang, HA/TCP, va peptit cia
nhém 12 (khung 6 1&: G 500 um, T 200 pm, T 50 um); va J dén L thé hién céc két qua
& 6 tudn sau khi ghép md cdy so sanh bao odm céc té bao tuy ring, HA/TCP, va
rhBMP-2 (khung ti 1&: J 500 wm, K 200 pm, L 50 pm).

FIG.4 14 céc hinh anh nhudm md mién dich thé hién cac két qua dénh gid cac
mtec biéu hién ctia DSP ma la gen déanh déu qua trinh bi¢t hoéa dac hi¢u cho nguyén
bao tao rang va BSP ma la gen ddnh ddu qué trinh biét hoa dac hiéu cho nguyén bao
xuong trong cac mo gidng v6i nga rang/tiy rang duoc sinh ra in vivo trong 6 tuan sau
khi ghép cac mod cdy bao gdm céc té bao tly ring va cac thanh phan khac, trong d6 A
va B thé hién cac két qua ¢ 6 tuan sau khi ghép md cdy dbi ching chi bao gdm céc té
bao tiy rang va HA/TCP; B va I thé hién céc két qua & 6 tudn sau khi ghép md chy
bao gdm cac té bao tiy rang, HA/TCP, va peptit cia nhom 11; C va G thé hién céc két
quéa & 6 tudn sau khi ghép md ciy bao gdm cac té bao tuy rang, HA/TCP, va peptit cia
nhém 12: va D va H thé hién cac két qua & 6 tuan sau khi ghép md cdy so sanh bao
odm cée t& bao tiy rang, HA/TCP, va rhBMP-2. Cdc mai tén cua A, B, C va D chi bao
céc mién bidu thi DSP ¢ cac md gidng nga ring moi dugce tao ra, va cic ddu miii tén
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ctia B, F, G va H chi béo cac mién bidu thi BSP ¢ cac md gidng véi xwong mdi duoe
tao ra. Khung ti 1€ 1a 50 um.

FIG.5 thé hién céc hinh anh rat nho vé cdc md gidng v6i nga rdng/tiy rang ma
duoc sinh ra in vivo trong 12 tun sau khi ghép cac mo chy bao goém cac té bao thy
rang va céac thanh phan khac, trong do A dén C 14 cac hinh anh rat nho ¢ 12 tudn sau
khi ghép md cdy dbi chimg chi bao gdm cac té bao tiy rang va HA/TCP (khung ti 1¢:
A 500 um, B 200 pm, C 50 pm); D dén F 1a céc hinh anh rat nhé ¢ 12 tuan sau khi
ghép mo ciy bao gdm cac té bao tiy rang, HA/TCP, va peptit ciia nhém 11 (Khung ti
1&: D 500 pm, E 200 pm, T 50 um); G dén I 1a cac hinh anh rdt nhé & 12 tuan sau khi
ghép md ciy bao 00m céc té bao tay rang, HA/TCP, va peptit ciia nhom 12 (khung ti
1&: G 500 pm, H 200 um, I 50 pm); va J dén L 12 cac hinh anh rit nhé & 12 tudn sau
khi ghép md ¢y so sanh bao ¢dm céc té bao tiy rang, HA/TCP, va rhBMP-2 (khung
ti 1&: J 500 um, K 200 pr, L 50 pum).

FIG.6 thé hién cac hinh anh rat nho vé cac mac do san sinh colagen & cdc md
gidng v6i nga rang/tiy rang ma duoc sinh ra in vivo trong 12 tuan sau khi ghép céc
md ciy bao gdm cac té bao tay ring va céc thanh phin khac, trong d6 A dén C thé
hién céc két qua & 12 tuan sau khi ghép mo céy d6i chang chi bao gdm cac té bao tiy
rang va HA/TCP (khung ti 1&: A 500 pm, B 200 um, C 50 um); D dén F thé hién céc
két qua & 12 tudn sau khi ghép md cdy bao gom céc té bao tay rang, HA/TCP, va
peptit cia nhom 11 (khung ti 1&: D 500 um, E 200 um, I 50 pm); G dén I thé hién céac
két qua & 12 tudn sau khi ghép mo cdy bao odm cac té bao tay rang, HA/TCP, va
peptit ctia nhém 12 (khung ti 1&: G 500 pum, 1 200 pum, I 50 pm); va J dén L thé hién
cac két qua ¢ 12 tudn sau khi ghép mo cdy so sanh bao odm cac té bao iy ring,
HA/TCP, va thBMP-2 (khung ti 1&: J 500 pm, K 200 pm, L 50 pm).

FIG.7 thé hién cac hinh anh nhuom mo mién dich thé hién cac két qua danh gia
cac muc biéu hién ctia DSP ma 1a gen danh ddu qua trinh biét hoa dic hiu cho
nguyén bao tac rang va BSP la gen danh diu qua trinh biét hoa dic hiéu cho nguyén
bao xuong ¢ cdc mod oidng v6i nga rang/tuy rang ma dugce sinh ra in vivo trong 12
tudn sau khi ghép cac md ciy bao 2bm céc t& bao tiy ring va cdc thanh phan khac,
trong d6 A va &£ thé hién cac két qua & 12 tuan sau khi ghép mod chy ddi chung chi bao

-6-



35400

gbm cac té bao tiy ring va HA/TCP; B va F thé hién céc két qua o 12 tuan sau khi
ghép md chy bao gdm cac té bao tiy rang, HA/TCP, va peptit cia nhom 11; C va G
thé hién cac két qua o 12 tudn sau khi ghép md ciy bao gdm céc té bao tiy rang,
HA/TCP, va peptit cia nhém 12; va D va H thé hién cac két qua ¢ 12 tudn sau khi
ghép mo cdy so sanh bao gdm céc té bao tiy rang, HA/TCP, va thBMP-2. Cac mii tén
cua A, B, C va D chi bao céc mién biéu thi DSP & cac mo giéng nga rang maéi dugce
tao ra, va cac dAu mii tén cua B, I, G va H chi bdo céc mién biéu thi BSP & cic mo
gidng voi xwong méi dugc tao ra. Khung ti 1¢ 1a 50 pm.

FIG.8 thé hién viée quét cac hinh anh rat nhé veé cac cAu tric bén trong cua cac
mo gibng véi nga rang/tdy ring ma duge sinh ra in vivo 6 12 tuan sau khi ghép cac mo
cdy bao goém céc té bao tay rang va cac thanh phan khac, trong d6 A va B 1a cac két
qua o 12 tudn sau khi ghép mo cdy ddi ching chi bao o0m cac té bao tiy ring va
HA/TCP (khung ti 1¢: A 50um, B 20um); C va D la cac két qua & 12 tudn sau khi ghép
md cdy bao gdm cac té bao tiy rang, HA/TCP, va peptit cia nhém 12 (SEQ 1D NO:
96) (khung ti 1&: C 50 um, D 20 pm): va IF va I' 1a cac két qua ¢ 12 tudn sau khi ghép
md cdy so sanh bao obm céc té bao tiy rang, HA/TCP, va thBMP-2 (khung ti 1¢: E 50
um, F 20 pm).

FIG.9 thé hién cac hinh anh rdt nho va vide quét cac hinh anh rit nhé thé hién
cac két qua phan tich céc md oidng voi nguyén bao tao rang/tuy rang ma dugc sinh ra
sau khi ghép cac mo cdy bao gdm céc peptit theo sang ché thanh cac khoang tréng dng
chin ring cla rang nguoi, trong do A va B thé hién cac két qua cua cac aaaa duge
ohép md cdy dbi ching chi bao odm cac té bao tiy ring va HA/TCP (khung ti 1¢&: A
500 pm, B 50 pm); C, D va D’ thé hién cac két qua cta cdc aaaa dugc ghép md cy
bao gdm cdc t& bao tuy rang, HA/TCP, va peptit ciia nhom 12 (SEQ ID NO: 96)
(khung ti 1&: A 500 wm, B 50 pm); D la sy khuéch dai ctia hop 1 trong C, D” 1a su
Khuéch dai ctia hop 2 trong C (khung ti 1&: C 500 pm, D 50 pm, D’ 50 pm); E va F thé
hién viéc quét cac hinh anh rét nho vé cac mo duge ghép md ciy déi chung bao gém
chi bao gdm cac té bao iy rang va HA/TCP (khung ti 1¢: E 50 pum, I 10 um); G va H
thé hién viée quét cac hinh anh rAt nho vé cac mo6 duge ghép md céy bao gém céc té
bao tiy rang, ITA/TCP, va peptit cua nhom 12 (SEQ 1D NO: 96) (khung ti 1¢: G 50 um,
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H 10 um); P chi bdo tuy rang dugc tai tao, De chi bdo thanh nga rang ton tai, DT chi
b4o cac 6ng nho nga ring tdn tai. Od chi bao cac nguyén bao tao rang, OP chi bao cac
quy trinh nguyén bao tao rang, va cac mii tén trong D chi bao cac té bao gidng vai
nguyén vao tao rang duoc tai tao bang cic quy trinh nguyén bao tao rang.

FIG.10 thé hién cac hinh anh rit nhé ctia phép phan tich md hoc vé cac tac
dung ctia cac peptit moi dbi voi sy hinh thanh nga ring (nga thir ba) v& mit sinh Iy &
md hinh khoang nong trong sb cac mo hinh ring lanh chup tuy khong truc tiép, trong
d6 A dén C 1a cc hinh anh rét nho thé hién két qua cia nhém dbi chtng, trong do
khong mot vit liéu ndo duge ap dung cho clra dan vao dng nhé tiy ring ¢ nga rang ho
(khung ti 1&: A 500 pm, B 100 pm, C 50 wm); D dén F 14 cac hinh anh rat nho thé hién
két qua cua viée ap dung peptit cua nhom 11 (1,5 pg) vao cua dan vao 6ng nho tiy
ring & nga rang ho (khung ti 1&: D 500 um, I 100 pm, I 50 pm); va G dén T 1a cac
hinh anh tat nho thé hién két qua cia viéc 4p dung peptit ciia nhom 12 (1,5 pg) vao
ctra din vao dng nho tay ring ¢ nga rang hd (khung ti 18: G 500 pm, H 100 pm, T 50
um). P chi bao tiy ring, D chi bdo nga rang, va TD chi bdo nga (tht ba) sinh Iy moi
hinh thanh.

FIG.11 thé hién céc hinh anh rdt nhé ctia phép phan tich mé hoc vé céc tac
dung cia céc peptit moi dbi v6i sy hinh thanh nga ring (nga tht ba) sinh 1y hoc ¢ mo
hinh khoang sdu trong s6 cac mo hinh rang lanh chup tiry khong truc tiép, trong d6 A
dén C 12 cac hinh anh rat nho thé hién két qua ctia nhom déi chtmg, trong d6 ctra dan
vao 6ng nho tiy ring & nga rang hd duoc diéu tri khong ding vat lidu va duge tram
vat liéu phuc hoi rang, bot han rang GI (khung ti 16: A 500 um, B 100 um, C 50 pum);
D dén F 12 céc hinh anh rat nho thé hién két qua cta viéc tram ctra dan vao éng nho
tly rdng O nga rang hd bang bot han rang GI sau khi duoc didu tri bang peptit cua
nhém 11 (1,5 pg) (khung ti 1&: D 500 pm, E 100 pm, F 50 pm); va G dén I 14 cac hinh
anh rAt nho thé hién cac két qua cia viée trdm cta dan vao 6ng nho iy ring & nga
ring hd bing bot han rang GI sau khi duoc didu tri bang peptit cia nhém 12 (1,5 pg)
(khung ti 1&: G 500 pm, H 100 pum, 1 50 pm). P chi bdo tiy rang, D chi bdo nga rang,

va TD chi bdo nga (tha ba) sinh Iy méi hinh thanh.
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FIG.12 thé hién cac hinh anh rit nho cta phép phén tich mé hoc vé céc tac
dung ctia cac peptit moi dbi v6i su hinh thanh nga rang (nga tha ba) sinh ly hoc ¢ cac
md hinh chup tuy truc tiép, trong d6 A dén C 14 cac hinh anh rat nho thé hién két qua
cia nhom ddi ching ma dugc diéu tri khong dung vat liéu va sau do duoc diéu tri
bang bot han ring GI (khung ti 1&: A 200 pm, B 100 pm, C 50 pm); D dén F 1a cac
hinh &nh rat nhé thé hién két qua ctia nhém d6i chtng tich cuc ma duoc didu tri khong
dung vat liu, dugce bit kin béng MTA, va sau d6 dugc phu 16p bot han ring GI
(khung ti 1&: D 500 pwm, E 200 pm, I' 50 pm); G dén 1 1a cAc hinh anh rit nho thé hién
két qua cua cac nhém ma duoc diéu tri béng peptit cua nhém 11 (1,5 pg), duge bit kin
bing MTA, va sau do duge phi bot han rang GI (khung ti 1¢: G 200 pm, H 100 pm, I
50 um); J dén L 1a cc hinh anh rAt nho thé hién céc két qua cua cdc nhom ma duoc
diéu tri bang peptit cia nhom 12 (1,5 pg), bit kin bang MTA, va sau d6 phu bot han
rang GI (khung ti 1&: J 500 pm, K 100 pm, L 50 pm). D chi bao nga rang, OD chi bao
chét xuong ring, va TD chi bdo nga (tht ba) sinh Iy m&i hinh thanh.

M6 ta chi tiét sang ché

Cac tac gia sang ché da thuc hién nhiéu nghién clru dé phat trién tac nhan c6
kha ning diéu tri hiéu quéa hon céc bénh v& nga riang hodc tay ring, va két qua 14, ho
da phét trién peptit méi bao g6m 10 axit amin.

Peptit ma&i duge phat trién duoc tao ra bing cach thay thé mot phan chudi axit
amin cua peptit ma co thé ¢6 téc dung didu tri d6i v6i cdc bénh vé nga rang hodc tuy
rang, va peptit mdi duge phat trién duge xéc nhan 1a c¢6 thé lam ting cac mirc biéu
hién ctia cdc gen DSPp, Dmpl va Nestin ma la gen danh ddu qua trinh biét hoa cua
cac nguytn bao tao rang, nho dé thé hién tac dung thic ddy su tai tao ngd ring ma
khong co bat ky ddc tinh té bao nao dbi vai cac té bao tiy rang.

Ngoai ra, mo cdy bao gom peptit cing v6i cac t¢ bao tiy rang duoc tao ra, va
md cy tao ra duge ghép vao mé dudi da cta chudt bi gdy suy giam khd ndng mién
dich, va sau 6 tuan dén 12 tudn, mo ghép dugc phan tich. Két qua, phat hién thiy ring
md gidng véi ngd ring/tiy rang ¢6 hinh thai hoc tuong tu nhat voi md nga rang/tiy
rang in vivo da dugc hinh thanh, mirc d¢ sdn sinh cua colagen dugc tang 1€n, muc biéu
hién cua DSP ma la gen danh dau qua trinh biét hoa dic hiéu cho nguyén bao tao rang
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dugc tang 1én, trong khi do murce bidu hién clia BSP ma la gen danh déu qué trinh biét
hoa dic hiéu cho nguyén bao xuong lai khong tang 1én déng ké.

Hon thé nira, hinh thai hoc ciia mo da ghép duge kiém tra b:img kinh hién vi
dién tir quét, va két qua 1a, cac té bao gidng v6i nguyén bao tao rang thé hién sy bo tri
dang hang rao trén thanh rang sdn ¢d, va cac mom bao twong cta ching, véi nhan kéo
dai, mé rong vé phia cic dng nga ring san co.

Céac tac dung cua peptit & cac m6 hinh rdng nanh bit kin tuy truc tiép va gian
tiép duge kiém tra, va két qua 13, nga rang sinh ly gibng nhu dugc thay & nga ring tu
nhién ctia nguoi duogc hinh thanh béi peptit mai. |

Do d6, ¢o thé thdy ring peptit theo séng ché 6 thé ¢o cac tac dung thic day su
tai tao cluia nga rang hoéc tay rdng va diéu tri qua cam nga rang. Cho dén nay, peptit
theo sang ché c¢6 cac tdc dung nay chua bao gio duge boc 19, va nd dugc phat trién 1an
dAu tién boi cac tac gia sang ché.

Theo mdt khia canh dé dat duoc cac muc dich néu trén, sang ché dé xuit peptit
thiic ddy su tai tao clia nga ring hodc tiy rang va didu tri cac bénh vé nga ring hoic
tuy rang, peptit bao g6m chudi axit amin c6 cong thirc 1 sau day:

K-Y-R1-R2-R3-R4-R5-R6-R7-R8 (cong thirc 1)

trong d6 R1 la arginin (R), lysin (K) hodc glutamin (Q);

R2 la arginin (R) hoac glutamin (Q);

R3. R4, va R5 1an luot 1a arginin (R) hodc lysin (K);

R6 la asparagin (N) hodc serin (S); va

R7 va RS 1an luot 1a lysin (K) hodc tyrosin (Y).

Thudt ngit “nga rang”, nhu dugc st dung ¢ déy, cling dugc goi la nga, va chi
mod cing mau trdng hoi vang ma tao thanh phan chu yéu cua rang. Nga rang khong bi
16 ra trén bé mit cua rang vi nd dugc phi 16p men ¢ mao ring va 16p xuong rang 0
chén rang. Tuy nhién, sy 10 ra cua nga rang c6 thé xay ra ¢ & dau dinh hodc mat nhai
cia mio rang vi 16p men mon dan theo su ldo hoa. Nga ring 1& mot loai mo xuong,
nhung n6 khac biét véi mo xuong thong thuong & chd cac phan than té bao clia nga

rdng nam & tiy rang trong khi d6 ciac mom ctia ching mé rong dén cac ong nga.
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Thudt ngir “md tiy rang”, nhu duge st dung o ddy, con dugc goi la “tuy rang”,
va chi m6 lién két mém nam & khoang tiy bén trong rang. V& phuong dién gidi phu,
tiy rang co rAt nhiéu day than kinh va cdc mach méu dugc phan bd & db, va né mé
rong dén mit ngoai ctia nga ring.

Peptit theo sang ché khac biét & chd no co thé lam tang cdc muc biéu hién ctia
cac gen DSPp, Dmp!1 va Nestin ma la gen danh ddu qua trinh biét hoa cta cac nguyén
bao tao rang ma khong cé doc tinh té bao, va khi peptit dugc ghép cling voi cic té bao
tdy rdng, cac té bao tiy rang hinh thanh mo gibng v6i nga ring/tuy ring.

Peptit theo sang ché bao odm céc bién thé peptit ctia chiing ¢6 chudi gdm mot
hodc nhiéu gde axit amin khic v6i cic gb¢ axit amin cta chudi axit amin cta peptit
theo sang ché, mién 13 n6 c6 thé thuc ddy su tai tao nga ring hodc tiy rang va cé tac
dung dibu tri d6i voi cac bénh vé nga rang hodc tuy rang.

Céac trao dbi axit amin & cac protein va polypeptit, ma thuong khong lam thay
d6i hoat tinh phéan i, dugc biét trong linh vue nay. Céc trao dbi xay ra phd bién nhat
la céc géc axit amin Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn,
Ala/Val, Ser/Gly, Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Lew/Val, Ala/Glu,
Asp/Gly, theo cé hai er('mg. Peptit ¢6 thé bao 20m cac peptit ma di cai thién tinh 6n
dinh céu trac dbi voi vnhiét, pH, v.v., hodc cai thién kha néng thic déy sur tai tao nga
rang hodc tuy rang do su thay d6i hodc bién dobi ctia chudi axit amin.

Vi dy, méc du glutamin ma 13 axit amin ¢6 tinh axit & vi tri 3 ctia peptit ¢o trinh
tu SEQ ID NO: 1 cua sang ché duoc thé bing axit amin c6 tinh bazo, lysin hodc
arginin, nhung van c6 thé thu duoc nguyén trang cac tac dung cta peptit theo sdng ché;
mic du arginin ma la axit amin c6 tinh bazo & vi tri 4 hodc 5 ctia peptit ¢o6 trinh tu
SEQ ID NO: 1 duoc thé bang glutamin cua axit amin c¢6 tinh axit hogc lysin cta axit
amin ¢6 tinh bazo, nhung van ¢6 thé thu dugc nguyén trang cic tic dung cta peptit
cua sang ché; mic du lysin ma la axit amin c6 tinh bazo & vi tri 6, 7, hodc 9 cua peptit
¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1 duoc thé bang arginin cla axit amin ¢o6 tinh bazo hodc
tyrosin ctia axit amin thom, nhung van co thé thu duoc nguyén trang céc tac dung cla
peptit cia sang ché; mic du asparagin ma 14 axit amin c6 tinh axit ¢ vi trf 8 cua peptit
¢6 trinh tu SEQ 1D NO: 1 dugc thé bang serin ctia axit amin trung tinh, nhung van ¢o
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thé thu dugc nguyén trang céc tac dung cla peptit clia sang ché; v& mic du tyrosin ma
13 axit amin thom & vi tr 10 cla peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1 duoc thé bang lysin
clia axit amin c6 tinh bazo, nhung van c6 thé thu dwoc nguyén trang céc tic dung cia
peptit cua sang ché.

Nhu vdy, mic du axit amin ¢6 tinh axit, axit amin c6 tinh bazo, hodc axit amin
thom ciu thanh peptit theo séng ché duoc thé bang axit amin c6 cac dic tinh oibng
nhau, hoac duoc thé 1an luot bémg axit amin co tinh axit, axit amin c6 tinh bazo, axit
amin trung tinh, hodc axit amin thom, nhung van ¢6 thé thu duoc nguyén trang céc tac
dung cua peptit cua sang ché. Do do, 16 rang 1a bién thé peptit c6 chudi bao g6m mot
hodc nhibu gde axit amin khic véi cac gbc¢ axit amin ctia chudi axit amin cAu thanh
peptit theo sang ché cling duoc bao gdm trong pham vi cua peptit theo sang ché.

Ngoai ra, mac du axit amin tuy y duoc b6 sung vao ¢ dau tan cing N hodc diu
tan cung C cua peptit cua sang ché, nhung van c6 thé thu dugc nguyén trang céc tac
dung cua peptit cua sang ché. Do do, peplit dugc diéu ché bang cach bd sung axit
amin ty ¥ ¢ dau tan ciing N hoic dau tan cling C cla peptit theo sang ché ciing duoc
bao gdm trong pham vi cla peptit theo sang ché. Vi du, peptit dugc didu ché bing
cach bd sung 1 dén 300 axit amin vao & ddu tan cung N hoidc dau tan clng L cla
peptit theo sang ché ¢6 thé duoe minh hoa vi du, cho mot vi du khéc, peptit duoce diéu
ché bang cach b sung 1 dén 100 axit amin ¢ dau tan cung N hodc dau tan cing C cua
peptit theo sang ché ¢6 thé duoce 1Ay lam vi du, va mot vi dy khac nira, peptit duge
didu ché bang cach bd sung 1 dén 24 axit amin & dau tan cung N hodc dau tén cing C
cia peptit theo sang ché ¢6 thé duoc lay lam vi du.

Peptit theo sang ché ¢6 thé duoc bién dbi hoiic bao vé vé mit hoa hoc bang mot
nhom hitu co ¢ diu tin cung N va/hodc dau tan cing C, hodc ¢6 thé dugc bién dodi
bang cach b6 sung axit amin & ddu tan clng Cla peptit dé bao vé peptit khoi proteaza
in vivo va dé lam tang tinh on dinh cta né. Cu thé, vi céc peptit duoc téng hop theo
cééh hoa hoc ¢6 dau tan cung N va dau tan cung C mang dién tich, nén viéc axetyl hoa
diu tan cing N metyl hoa dau tan cing N, hodc/va amit hoa dau tan cung C ¢6 thé
duoc thuc hién, hodc viée dua vao axit 3-amino, bién dbi lien két peptit nhu CHy-NH,
CH,-S. CI1,-S=0, CH,-CIH,, bién dbi khung suon, hodc bién déi mach bén ¢6 thé ciing
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duoc bao gdm dé loai bo dién tich, nhung khong chi gi6i han ¢ d6. Cc phuong phap
diéu ché cac hop chit peptidomimetic duge biét dén rong rai trong linh vuc k¥ thuat,
vi du, tham khdo ndi dung moé ta trong tai licu Quantitative Drug Design, C.A.
Ramsden Gd., Choplin Pergamon Press (1992).

Thudt ng “bién ddi khung suon”, nhu duge sit dung & day, chi sy bién ddi trye
tiép cua axit amin cdu thanh khung sudn peptit voi céc axit amin twong tu, trong do
khung suon (mach chinh) chi khung ¢6 dang mach chinh hodc hinh vong cua axit
amin cdu thanh peptit. Axit amin twong ty chi axit amin dugc bién dbi bang cach thé
cac nguyén ti hydro ¢ nito hodc a-cacbon ctia khung suon axit amin.

Thuat ng “bién ddi mach bén”, nhu duoc st dung & day, chi su bién dbi cta
cac mach bén cua axit amin bé“mg cach st dung chit hoa hoc, trong d6 cac mach bén
clia axit amin chi cac nhom nguyén tr duge phan nhanh tir khung ¢6 dang mach chinh
hoac dang vong ctia axit amin cdu thanh peptit. Cac vi du v& peptit bién d6i mach bén
¢6 thé bao gdm su bién ddi nhém amino nhu alkyl héa khir; amit hoa bang metyl
axetimidat; alkyl héa bang anhydrit axetic; carbamy! hoa cac nhém amino v6i xyanat;
trinitrobenzyl hoa axit amin voi axit 2,4,6-trinitrobenzen sulfonic (TNBS); alkyl hoa
cdc nhém amino voi anhydrit sucxinic; va pyridoxyl hoa véi pyridoxal-5-phosphat
tip do 14 khir bing NaBH,.

Ngoai ra, peptit theo sang ché ¢o thé duoc st dung riéng 1é, hodc két hop voi
cac chit mang khac nhau dugce phé duyét lam thude, nhu dung moi hitu co. Dé cai
thién tinh 6n dinh va hiéu qua, peptit theo sang ché ¢ thé ciing duge st dung bing
cach bao gém cac hydrat cacbon nhu glucoza, sucroza, hodc dextran, cac chét chéng
oxy hoa nhu axit ascorbic hodc glutathion, cdc tdc nhan tao chelat hoa, cac protein
trong lwong phan tu thép, céc chit 1am 6n dinh khac, v.v..

Theo mét phuong 4n cua sang ché, 96 loai peptit twong Gng véi cong thic 1
cua sang ché duge tong hop, va cac tac dung cla cic peptit tong hop lén muc biéu
hién cia gen DSPp ma 1a gen danh ddu qud trinh bi¢t hoa nguyén bao tao ring duoc
kiém tra. K&t qua 1a, tat ca cac mire mARN cia gen Dspp dénh ddu qua trinh biét héa
nguyén béo tao rang trong cac t¢ bao MDPC-23 ma duge diéu tri bang 96 10;{1 peptit
duogc ldléﬁg dinh 12 cao hon 1,3 1an so véi mirc mARN cia gen Dsbp ma dugce do
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trong cic té bao MDPC-23 (nhoém d6i ching) khong dugce diéu tri peptit theo sdng ché
(Céc bang 13 dén 24).

Nhu duoc bde 10 cho dén nay, biét réng vi mic mARN cua DSPP duoc tang
1én, nén sy biét hoa nguyén bao tao rang va sy tai tao nga rang duoc thic day, va do
do, c6 thé thiy ring 96 loai peptit thé hién tac dung lam ting mic mARN cua gen
DSPp c6 thé ¢o tac dung thic day qua trinh biét hoa nguyén bao tao rang va su (ai tao
nga rang (Taduru Sreenath et al., THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,
Vol. 278, No. 27, Issue of July 4, pp. 24874-24880, 2003; William T. Butler et al,
Connective Tissue Research, 44(Suppl. 1): 171-178, 2003).

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xudt polynucleotit ma hoa peptit.

Polynucleotit ¢o thé dugc bién do6i b?mg cach thé, x6a bo, hodc chén mot hoac
nhiéu bazo, hodc td hop caa ching. Khi chudi nucleotit duoc diéu ché bang cach téng
hop hoa hoc, thi phuong phap téng hop duoc biét dén rong rdi trong linh vyce k¥ thuat,
vi du, phurong phap mo ta trong 1ai liéu chuyén nghanh (Engels and Uhlmann, Angew
Chem Intlid Engl., 37:73-127, 1988) co thé duoc st dung, va chudi nucleotit co thé
duoc téng hop bang cic phuong phép trieste, phosphit, phosphoramidit va H-phosphat,
phuong phap PCR va cac phuong phap mdi tu dong khéc, tong hop oligonucleotit trén
cac vat do ran, v.v.. Vi du, polynucleotit ma hoa peptit theo séng ché ¢6 thé bao gom
chudi nucleotit ¢é trinh tu SEQ ID NO: 4.

Theo mot khia canh khdc nita, sang ché dé xuét vecto biéu thi bao gom
polynucleotit, té bao bién nap bao gom vecto biéu thi, va phuwong phap didu ché peptit
bang cach st dung té bao bién nap.

Thudt nglt “vecto biéu thi”, nhu duoc st dung & diy, chi vecto téi o hop ¢6
kha ning biéu thi peptit dich & té bao chu, va chi cdu tric di truyén bao 20m cac yéu
16 didu hoa thiét yéu dugc lién két hoat dong dé biéu hién mot doan chén gen. Vecto
biéu hién bao gém cdc trinh ty diéu hoa su biéu hién nhu bod ba khai dau, bo ba két
thuc, gen khot dong, gen diéu khién, v.v.. BO ba khoi dau va bd ba két thuc thuong
dwoc coi 1a mdt phan ctia chudi nucleotit ma hoa polypeptit va can thiét dé c6 chic
ning ¢ cd thé ma da str dung cu trac di truyén, va phai trong khung vdi trinh tu ma
hoa. Gen khéi dong cta vecto ¢o thé 1a co dinh hodc cam (ng dugc.
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Thuat ngtt “duoc lién két hoat dong”, nhu dugc sir dung ¢ ddy, chi lién két
chirc nang gitra chudi diéu khién sy biéu hién axit nucleic va chudi nucleotit ma héa
protein hodc ARN dich theo cach thire cho phép cac chire ndng chung. Vi du, gen khot
dong c6 thé duge lién két hoat dong voi chudi nucleotit mad hoa protein hodc ARN dé
tac dong dén su biéu hién cua trinh tu ma hoa. Lién ké{ hoat doéng duogc nay voi vecto
bidu hién ¢6 thé duoc tao ra bang cach str dung k¥ thult tai td hop di truyén da biét
trong linh vuc nay, va su phan cit va ndi ADN dic hiéu vi tri ¢6 thé duoc tién hanh
biang cach st dung cic enzym thudng duoc biét dén trong linh vuc nay.

Ngoai ra, vectlo biéu hién co thé bao gém cdc chudi tin hiéu chi bao mirc do tiét
ra cua peptit dé diy nhanh su phan lap peptit khoi moi trudng nuoi cdy té bao. Cac tin
hiéu khéi dau dic hiéu ciing c6 thé 1a can thiét cho su dich ma hiéu qua cta cac trinh
tu nucleotit duge chén. Céc tin hi¢u nay bao géln bo ba khoi ddu ATG va cac trinh tu
lién ké. Trong mot sb truong hop, céc tin hiCu kiém soat dich ma ngoai sinh, bao gém
bo ba khdi dau ATG, can duogc cung cép, Tin hiéu kiém soét dich ma ngoai sinh véa b
ba khoi ddu nay co thé ¢ nhidu ngudn gbe, ci ngudn gdc tu nhién va tong hop. Hidu
qué cua biéu hién co thé duoc tang cuong bing cach dua vao céc yéu t6 tang cudng
phién ma hodc dich ma phu hop.

Ngoai ra, vecto bidu hién ¢6 thé con bao gdm thé protein ma co thé dugc loai
b6 ty ¥ bang endopeptidaza dé hd tro cho viée phat hién peptit.

299

Thuat ngit “thé”, nhu duge st dung ¢ ddy, chi phan t ¢6 hoat tinh hodc dac
tinh dinh lugng. Thé nay co thé bao g0m céc phan ttr huynh quang bao gdm céc chét
huynh quang hoa hoc nhu florescein va chit huynh quang polypeptit nhu protein
huynh quang mau xanh 14 (Green fluorescent protein - GI'P) hodc cac protein lién
quan; va cac thé epitop nhu thé Myc, thé Flag, thé His, thé leuxin, thé IgG, the
streptavidin, v.v. Cu thé, néu th¢ epitop dugc str dung, thi thé peptit odm ¢6 6 gbc axit
amin hogic nhidu hon, va tét hon nita 13, khoang 8 dén 50 gbe axit amin c6 thé duge st
dung.

Theo séng ché, vecto bidu hién c6 thé bao gdm chudi nucleotit ma hoa peptit
néu trén dé thic ddy su tai tao clia nga ring hodc ty ring va diéu tri cac bénh vé nga
rang hodc tiy ring cua sang ché. Vecto duoc st dung & day khong bi gidi han cu thé,
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midn 1a né co thé san xuét peptit. Tt hon 1a, vecto ¢o thé 1a ADN plasmit, AND thuc
khuén thé, v.v.. T4t hon niva 13, vecto ¢6 thé 1a plasmit phat trién thuong mai (pUCI1S,
pBAD, pIDTSAMRT-AMP, v.v.), plasmit tao ra tu £. coli (pYG601BR322, pBR325,
pUCI118, pUC119, v.v.), plasmit tao ra t Bacillus subtilis (pUB110, pTP5, v.v.),
plasmit tao ra tu nidm men (YEp13, YEp24, YCp50, v.v.), ADN thuc thé khuin
(Charon4A, Charon21A, EMBL3, EMBL4, Agtl0, Agtll, MAP, v.v.), vecto virut
dong vat (retrovirut, adenovirut, virat ddu mua, v.v.), virut con trung (baculovirut,
v.v.), hodc tuong tu. Dbi voi vecto biu hién, t6t hon néu té bao chu phu hop nhét cho
viéc str dung du tinh dugc chon va su dung, vi muc biéu hién va su bién doi cua
protein thay déi tuy thude vao loai t& bao chu.

Té bao bién nap theo sing ché co thé duoc tao ra bang cach bién nap vat chu
v6i vecto bidu hién theo séng ché, va té bao bién nap c6 thé biéu hién polynucleotit
trong vecto biéu hién, nho dé san sinh ra peptit. Qua trinh bién nap co thé duoc thuc
hién bang cac phuong phdp khéc nhau. Phuong phap bién nap khong bi gi6i han cu
thé, mifn 14 n6 ¢6 thé san sinh ra peptit. Co thé st dung két tia CaCl,, phuong phép
Hanahan ma la phuong phap két thia CaCl, cai tién bang cach st dung DMSO (dimety!
sulfoxit) 1am tdc nhan khtr, phuong phap xung dién, két tta canxi phosphat, dung hop
té bao nguyén sinh, khudy tron st dung soi silicon cacbua, bién nap qua trung gian
Agrobacterium, bién nap qua trung gian PEG, bién nap qua trung gian dextran sulfat,
lipofectamin hodc khtr nu6ce/tc ché, v.v.. Vat chu duoc st dung trong qua trinh tao ra
té bao bién nap kh@ﬁg bi gi¢i han cu thé, mién 1 nd ¢6 thé san xudt peptit theo sang
ché. Vat chi ¢c6 thé 13 té bao vi khudn nhu E. coli, Streptomyces, Salmonella typhimuri,
V.V té bao nAm men nhu Sacaromyce xerevisiae, Schizosacharomyce pombe, V.V.; 1é
bao ndm nhu Pichia pastoris, V.v.; t& bao con trung nhu cac & bao Drosophila,
Spodoptera S19, v.v.; té bao dong vat nhu cac té bao CHO, COS, NSO, 293, Bowes
melanoma, v.v.; va cac té bao thuc vat.

Té bao bién nap 6 thé duoc str dung trong phuong phap san xudt peptit dé thuc
ddy su tai 1a0 clia nga ring hodc tiy rang va diu tri qua cam nga ring theo sang ché.
Cu thé 14, phuong phap sén xuit peptit dé thic diy su tai tao cla nga ring hodc tuy
rang va diéu tri cdc bénh vé nga ring hodc thy ring cla sang ché ¢6 thé bao gdm (a)
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nudi cdy té bao bién nap dé thu duge mé nudi cdy; va (b) thu hdi peptit theo sédng ché
tlr mé nudi cdy.

Thuét ngtr “nudi cdy”, nhu dugc st dung & ddy, chi phuong phéap cho phép vi
sinh vat phat trién dudi cac didu kién moi truong duoc kiém soat nhan tao. Theo sang
ché, phuong phap nuoi céy té bao bién nap co thé dugc thuc hién boi phuong phap
duoc biét dén rong réi trong linh vuc nay. Cu thé 13, viéc nudi céy khong bi gi61 han
cu thé, mién 12 no6 c6 thé bidu hién va san xudt peptit thiic ddy sy tdi tao cuia nga rang
hodc tuy rang va didu tri cac bénh vé nga rang hodc tly ring cua sang ché, va viéc
nudi cdy co thé duge thuc hién bang quy trinh ting mé, quy trinh theo mé bd sung,
hoac quy trinh theo m¢ bo sung lap lai.

Moi truomg st dung trong viée nudi cdy bao gom céc ngudn cacbon, cac ngudn
nito, axit amin, céc vitamin thich hop v.v. va phai ddp Gng céac yéu cdu ctia chiing cu
thé theo cach thirc phu hgp trong khi diéu chinh nhiét do, do pIl, v.v. trong céc didu
kién hidu khi. Céc ngudn cacbon ap dung ¢6 thé bao gdm, ngoai hon hop dudng 26m
glucoza va xyloza dué6i dang ngudn cacbon chinh, cac duong va hydrat cacbon nhu
sucroza, lactoza, fructoza, maltoza, tinh bot, va xenluloza, dAu va m& nhu dau dau
nanh, diu hudng duong, dau thau dau, dau dura, v.v., cac axit béo nhu axit palmitic,
axit stearic, hodc axit linoleic, cdc rugu nhu glyxerol hodc ctanol, va cac axit hitu co
nhu axit axetic. Cac chét nay c¢o thé duge st dung riéng 1¢ hodc két hop. Cac ngudn
nito phu hop c6 thé bao gdm céc ngudn nito vo co nhu amoniac, amoni sulfat, amoni
clorua, amoni axetat, amoni phosphat, amoni carbonat, hodc amoni nitrat; axit amin
nhu axit glutamic, methionin, hogdc glutamin; va ngudn nito hitu co nhu pepton, NZ-
amin, chit chiét tur thit, cao ndm men, phén chiét mach nha, chét long ngdm ngo,
cazein hydrolysat, bot cd hodc cidc san phim tiéu héa clia chiing, banh déu twong da
khit béo hodic céc san phdm tiéu héa cia ching, v.v.. Cac ngudn nito nay cé thé duge
str dung riéng 1é hodc két hop. Mai truong cd thé bao gom, dudi dang céc ngudn
phospho, kali phosphat monobazo, kali phosphat dibazo, va cac mudi chira natri twong
tng. Céc ngudn phospho ap dung ¢o thé bao gém kali dihydro phosphat, dikali hydro
phosphat, hodc cac mudi chia natri tuong Gmg. Ngoai ra, cac hop chét vo co ¢6 thé

bao gom natri clorua, canxi clorua, sat clorua, magi¢ sulfat, sat sulfat, mangan sulfat
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va canxi cacbonat. Ngoai cic chét (rén day, cac chit phat trién co ban nhu axit amin
va vitamin ¢6 thé duoc st dung.

Hon nita, cac tién chat phit hop c6 thé duoc st dung trong mdi trudng nudi cay.
Trong sudt qua trinh nudi cdy, cac chat néu trén ¢6 thé duoc bd sung pht hop vao mdi
truong nudi cdy theo cach thic ting mé, ting mé c6 bd sung dinh dudng, hodc lién
tuc, nhung nhung khong bi gi¢i han ¢ cac cach thie nay. D pH ciia moi truong nudi
cay ¢o thé duoc diéu chinh bang cach sir dung mot cach phu hop hop chét bazo nhu
natri hydroxit, kali hydroxit, hodc amoniac, hodc hop chat c6 tinh axit nhu axit
phosphoric hodc axit sulfuric.

Ngoai ra, sy hinh thanh bot ¢o6 thé bi e ché bang cich st dung tdc nhin chéng
tao bot nhu este polyglycol cta axit béo. Dé duy tri trang théi hiéu khi, oxy hodc khi
chtra oxy (vi dy khong khi) ¢6 thé duoc bom vao mdi truong nudi chy. Nhiét do cta
mdi truong nudi cdy thong thudng ndm trong trong khoang tix 27°C dén 37°C, t6t hon
1a tr 30°C dén 35°C. Tiép tuc nuoi céy cho dén khi thu dugc mtrc do san xuét peptit
mong mudn. Viée nay duoc dat duoc trong vong 10 gio dén 100 gio.

Ngoai ra, vi¢e thu hdi peptit tr moi truong nuodi céy 6 thé duoc thuc hién béng
phuong phép duoc biét trong linh vuc k§ thuat. Cu thé 1a, phwong phép thu hoi nay
khong bi giéi han cu thé, néu no ¢o thé thu hdi peptit dugc san xuét. Tét hon 14,
phuong phap nhu ly tam, loc, tach chiét, phun, lam kho, lam bay hot, két taa, két tinh
hoa, dién di, hoa tan mot phén (vi du két tha amoni sulfat), sic ky (vi du trao dbi ion,
4i luc, ky nude, va phan tach theo kich thuge), v.v. ¢6 thé duoc str dung.

Theo mot khia canh khéac nita, sang ché dé xuit duoc phdm dé ngan nglra hoic
diéu tri bénh nga ring hodc tuy ring bao gdm peptit.

Nhu néu trén day, khi peptit thuc diy sy tai tao cia nga rang hodc tiy rang va
didu tri qud cam nga ring cua sang ché duge ghép vao co thé, cing véi cac té bao tiy
rang, thi sy hinh thanh md gidng voi nga ring/tly rang bing cac té bao tiy ring co thé
duoc thic ddy, va khi peptit duge dung cho vi tri nga rang hodc tuy réng bi hu hong,
nga rang sinh ly 0ibng nhu duge thay ¢ nga rang ty nhién ctia nguoi co thé duge hinh

thanh. Do do, peptit ¢d the duge st dung dudi dang thanh phén hoat tinh cua dugc
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phim dé didu tri cac bénh vé nga riang hodc tuy rang do su hu hong nga rang hodc tuy
rang gay ra.

Peptit bao gdm trong duge phim co thé duoc st dung & dang don nhat cta
peptit hodc & dang polypeptit ctia 2 hodc nhiéu l4n ldp lai peptit, va peptit c6 thé cling
duoc st dung ¢ dang phuc hop cua thudc ¢6 tac dung diéu tri ddi véi cac bénh vé nga
ring hodc tuy rang duoc lién két & dau tan cung N cta dau tan cung C cla peptit.

Thuét ngtt “cac bénh vé nga rang hodc tuy rang”, nhu duoc st dung ¢ déy, chi
moi bénh gay ra boi mo tiy ring va nga rang bi hu hong lién quan té1 tuy rang, do su
hu hong nga rang va mo tay rang.

Theo sang ché, cdc bénh vé nga ring hodc thy rdng khong bi gi6i han cu thé,
mién 1a peptit theo séng ché ¢6 cac tac dung didu tri i v6i bénh, va cac bénh vé nga
rang hodc tuy rang co thé bao gdm, vi du, qué cdm nga rang, ching sung huyét tiy
ring, viém iy ring, sy thodi hoa tuy rang, hoai tur tiy rang, tuy rang théi hoai, v.v..

Thuat ngtr “ngan ngira”, nhu duoc st dung ¢ ddy, ¢6 nghia la moi hanh dong
ma nho d6 su xuét hién clia cac bénh vé nga rang hodc tuy ring bi gidi han hodc lam
tré nho st dung dugc phim dé ngan ngira hoic didu tri cac bénh vé nga ring hodc tiy
ring bao gdm peptit theo sang ché.

Thuét nglr “diéu tri”, nhu duge st dung ¢ déy, c6 nghia [a moi hanh dong ma
theo d6 céc bénh vé nga rang hodc tiy rang duoc diéu tri bang cach thiic day su tai tao
nga rang hodc tuy rang nh¢ st dung dugc pham bao gdm peptit theo sdng ché dudi
dang thanh phﬁn hoat finll cho dbi tuong dang cin diéu tri cac bénh vé nga rang hodc
tuy rang.

Duogc phém cua sang ché ¢ thé duoc bao ché ¢ dang duoc phém dé diéu tri cac
bénh vé nga rang hodc tly rdng con bao 00m, ngoai ra peptit, chét mang pht hop (chit
mang tu nhién hodc phi tur nhién), t4 dugc, hoac chét pha lodng thuong duoc str dung
trong qué trinh bao ché duoc phém. Cu thé 1a, duogc phém c6 thé duge bao ché theo
phuong phap thong thuong ¢ dang dung dich bom v0 trung ma co thé dugc st dung
cho vi tri gy ra bénh ﬁgz‘l rang hodc iy rang. Theo séng ché, chat mang, ta duoc, va
chét pha lodng ma c6 thé duge bao gdm trong duge pham c6 thé bao gdm lactoza,

dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, xylitol, crythritol, maltitol, tinh bot, cao su cay
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keo, alginat, gelatin, canxi phosphat, canxi silicat, xenluloza, metylxenluloza,
xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, nugc, metylhydroxybenzoat,
propylhydroxybenzoat, bot talc, magie stearat, cac ddu khoang, colagen, v.v.. Ngay
khi didu ché, cac chét pha lodng hodc ta dugc thuong dugc st dung nhu chét don, chét
kéo dai, chét gén két, tac nhén tao Am, chét gdy ra, chét hoat dong bé mit, v.v. ¢o thé
dugc sir dung. Cu thé, dung dich chira nuéc tiét trang, dung moi kh(”)ﬁg chtra nudc,
hon dich, huyén phu, ché phém lam kho bdi dong lanh, thude dan, thubc m& (vi du 16p
boc tiy rang, v.v.) co thé duoc bao gém. Giéng nhu cac dung moi hodc hdn dich
khong chira nuée, propylen glycol, polyetylen glycol, dau thuc vat nhu dau oliu, este
¢6 thé tiém nhu etyl oleat, v.v. ¢6 thé duge st dung. Giéng nhu bazo cla thudc dan,
witepsol, Macrogol, Tween 61, bo cacao, chéit béo laurin, glyxerogelatin, v.v. ¢6 thé
duogce st dung.

Ham luong cta peptit trong dugc phim ctia séng ché khong bi gidi han cu thé,
nhung peptit ¢6 thé duge bao gbm v6i lugng nam trong khoang tir 0,0001% trong
lwong dén 50% trong lwong, t6t hon nita 13, 0,01% trong luong dén 20% trong lwong,
tinh trén tdng 6 tim chét cha ché phim cubi.

Dugc phim cla séng ché ¢6 thé dugc str dung v6i lugng hiu qué chita bénh.
Thudt ngr “luong hiéu qua chita bénh”, nhu duge sir dung ¢ ddy, chi chi lugng vira du
dé diéu tri hodc ngan nglra cac bénh, véi ty 1€ loi ich/rui ro hop 1y dp dung cho phep
diéu tri hodc ngan ngira y té bat ky. Mac d6 lidu lugng hidu qué c6 thé dugc xac dinh
phu thudc vao cac yéu td bao g5m murc d0 nghiém trong cua bénh, hoat tinh thude, do
twdi cla nguoi bénh, trong lugng co thé, tinh trang strc khoe, gidi tinh, me dd hhay
cam v6i thude, thoi gian st dung, cach st dung, va téc do bai tiét cta ché phim cua
sang ché, thoi gian diéu tri, cac thube duge tron voi hodc dong st dung véi ché pham
theo sang ché, va cac yéu td khic duoc biét trong linh vuc y té. Duoc phdm cia séng
ché ¢6 thé duge su dung riéng 1¢ hoac két hop voi duge phém da bidt dé didu tri cac
bénh nga rang hodc tuy rang. Cén st dung ché pham v&i lugng 161 thiéu ma co thé c6
tac dung t6i da ma khong gy ra cac tac dung phu, khi xem x¢t {At ca cac yéu t6 néu

trén.
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Liéu luong str dung duoc pham clia sang ché co thé duge xac dinh boi nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, theo muc dich st dung, mrc dd nghiém trong
clia bénh, do tudi ctia ngudi bénh, trong lugng co thé, gidi tinh, va lich st dicu tri, loai
vat liéu duoc st dung lam thanh ph?m hoat tinh, v.v.. Vi du, dugc phém cua sang ché
c6 thé duoc str dung voi lidu ndm trong khodng tir 0,1 ng/kg dén 100 mg/kg, va tot
hon 13, khoang tir 1 ng/kg dén 10 mg/kg trén mdi ngudi 16n, va tan s& st dung ché
phim cia sang ché khong bi giéi han cu thé, nhung ché phém c¢6 thé duoc st dung
mot lan mot ngay hodc mot b 1an mot ngay vai cac liéu duoc chia nhd. Liéu st dung
khong lam gi¢i han pham vi cua sang ché theo moi khia canh.

Theo mot khia canh khéc nira, sang ché dé xuat phuong phép diéu tri c4c bénh
vé nga rang hodc tiy rang, phuong phdp nay bao 26m budc sir dung luong hi¢u qua
chita bénh cua duogc phém cho ddi tuong co cac bénh v& nga rang hodc tdy ring,
khéng bao gdm nguoi.

Thuét ngd “ddi twong, nhu duge st dung & ddy, co thé bao gébm cac dong vat
co6 vu bao gém chudt, gia stc, v.v. dang cin dilu tri cac bénh vé nga rang hodc tuy
ring ma khong gi¢i han, va con nguoi bi loai trir ra khoi céc d6i tuong co cac bénh
néu trén.

Dugc phim didu tri cac bénh vé nga rang hoic tiy ring cla sang ché ¢co thé
duoc sir dung théng qua cach thong thudong, mién la dugc pham c6 thé dén dugc mo
dich. Duoc phim c6 thé duge st dung, nhung khong bi gi6i han cu thé ¢, thong qua
viéc stt dung trong miéng, bom vao trong mi¢ng, v.v., tuy thudc vao muc dich,

Theo mot khia canh khéac nita, sang ché d& xudt ché pham gia duoc dé ngan
ngtra hodc cai thién cac bénh vé nga ring hodc tiy rang bao gbm peptit.

Thudt ngtt “cai thién”, nhu duoc st dung ¢ day, c6 nghia la cac hanh dong ma
it nhit lam giam thong s6 vé tinh trang bénh can diéu tri, vi du, méc do tri¢u ching.

Theo sang ché, viéc cai thién s& duoge hiéu 1a moi hanh dong nho dé cac triéu
chirng cta cac bénh vé nga rang hodc tay ring da chuyén bién t6t hon hodc duoc bién
d6i ¢6 loi bang cach thic diy su tai tao clia nga ring hodc thy rang nho st dung dugc
phdm bao gdm peptit theo séng ché duéi dang thanh phan hoat tinh cho d6i tuong
dang can diéu tri cdc bénh vé nga rang hodc thy rang.
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Thudt nglt “san pham gia dugc”, nhu duge st dung ¢ ddy, chi sin pham c6 tac
dong nhe hon thudc, trong sb cac san phém dugc st dung nham muc dich chan doan,
diéu tri, cai thién, giam nhe, xr ly, hodc ngan ngtra bénh & nguoi hodc dong vat. Vi du,
theo Luét thuong mai dugc phém, cac san phém gia dugc la cac san phém, loai trir san
phim dung lam thudc, bao gdm san pham lam tr soi hogc cao su duge su dung nham
muc dich diéu tri hoic phong ngtra cac bénh & ngudi hodc dong vat, cac san phém,
chtr khong phai 1a cong cu hodc méay moce, hodc vat tuong tu cua chung, ma co tac
dung nhe ddi voi hodc khong co tac dong truc tiép ddi voi co thé nguoi, va cac san
phém duoc st dung nham muc dich khtr trung hodc kiém soat bénh dich hach dé ngan
nglra cac bénh 1ay nhiém.

Theo séng ché, loai hodc cong thic didu ché cua ché phdm gia dugc bao odm
peptit khong bi gid1 han cu thé, nhung ché pham gia dugc c6 thé 1a, vi du, nudc suc
miéng khu trung dung qua duong miéng, san phim vé sinh dung qua dudng miéng,
thude danh rang, chi nha khoa, thuéc md dung qua dudng miéng, v.v..

Theo mot khia canh khéac niva, sang ché d& xuét thuc phadm chire nang dé ngan
ngtra hodc cai thién cdc bénh v& nga ring hodc iy ring bao gdm peptit.

Thuat ngt “thuc phém”, nhu duoc st dung ¢ day, bao gém thit, xtc xich, banh
my, socdla, keo, dd an nhe, banh keo, banh piza, my ramen, cac loai my khdc, keo
gom, cac san phém stta bao g61n kem, xup khdc nhau, dd uéng, tra, thac uéng, dd
ubng ¢ ¢dn, va cac phic chét vitamin, thuc phém chtrc ndng tang cuong suc khoe,
thire pham ting cudng stc khoe, v.v., va thuc pham bao obm tét ca cic thuc pham
theo nghia thuat nglr thong thuong duoc chap nhan.

Thuét ngit “thuc pham chirc ning”, nhu dugc s dung ¢ déy, la thudt ngt gidng
vo1 thuc phém dung cho muc dich stac khoe ddc biét (FoSHU), va chi thuc phém co
cac tc dung y té, chita bénh cao, duogc xtt 1y dé thé hién mot cach hiéu qua chirc nang
diéu bién sinh hoc cling nhu cung cip cac dudng chét. O day, thuat ngit “chuc nang”
cho biét tac dung hitu ich cho stc khoe con ngudi, nhu diéu hoa cac dudng chét cho
chu tric va chirc ning cla co thé nguoi, tac dung sinh ly, v.v.. Thuc pham ctia sdng
ché ¢6 thé duge diéu ché theo phuong phdp thuong duge st dung trong linh vuc nay,
va cdc nguyén li¢u tho va thanh phin thuong dugc st dung trong linh vue nay ¢6 thé
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duoc bd sung vao ngay sau khi didu ché thuc pham. Ngoai ra, cong thic ché bién thuc
pham khong bi gi6i han, mién 13 cong thirc ché bién duogc chap nhan lam thuc pham.
Ché pham thuc pham theo sang ché co thé diéu ché dudi dang nhiéu cong thuc ché
bién. Vi thuc phdm duoc dung lam nguyén liéu tho, khong gidng véi thubc thong
thuong, nén ché pham thuc phim khong c6 céc tc dung phu ma co thé xay ra khi
ubng thudc trong khodng thoi gian dai, va co thé ¢6 tinh linh dong tuyét voi. Do do,
thuc phim theo séng ché c6 thé duge ubng dudi dang chét bd sung dé thic diy céc tac
dung ngidn ngtra hodc cai thién cic bénh vé nga rang hodc tuy rang.

Thuc pham tdt cho stc khoe c6 nghia 1a thuc phdm c6 cac tic dung duy tri
hodc thiic ddy mot cach tich cuc cac tinh trang strc khoe so voi cde thuc pham thong
thuong, va thuc pham bd sung cho strc khoe c¢6 nghia 1a thuc phim dé bd sung strc
khoe. Néu can, thuc phém chtc ndng tdt cho sue khoe, thuc phém tdt cho stc khoe, va
thuc pham bo sung stc khoe ¢6 thé duge st dung hoan ddi cho nhau.

Cu thé 1a, thuc phém chtrc nang ot cho stc khoe 1a thuc phém duoc diéu ché
bang cach bo sung peptit theo sang ché vao cac nguyén licu thuc pham nhu dd udng,
tra, ) gia vi, keo gdm, banh keo, v.v., hodc diéu ché dudi dang vién nang, bot, hén
dich, v.v.. Thuc pham chirc ning tdt cho stic khde ¢6 nghia 1a n6 c6 tac dung nhét
dinh déi véi stre khoe khi duoc st dung, nhung khong oibng vai thube thong thudng,
thye pham chirc ning t6t cho strc khoe ¢6 wu diém 12 khong c6 céc tac dung phu ma
¢6 thé xay ra khi uéng thube trong khoang thoi gian dai, boi vi nd st dung thuc pham
lam nguyén li¢u tho.

Vi ché pham thuc pham ctia sdng ché duoc an theo cach thong thuong, nén ché
phém thuc phém duoc du kién thé hién hiéu qua cao dbi voi viée ngdn nglra hodc cai
thién cac b&nh Ve nga ring hodc tuy rang, va do vay no co thé duoc ap dung mot cach
rat hiru ich.

Ché phdm thuc pham c6 thé con bao gdm chit mang sinh Iy dung. Mot loai
chét mang khong bi gi61 han cu thé. Moi chét mang déu co6 thé dugce st dung, néu né
duoc st dung thong thuong trong linh vuc k¥ thuét nay.

Ngoai ra, ché phdm thuc pham ¢6 thé con bao gom cac thanh phan bd sung
thuong dugc st dung trong cac ché phém thuc phém dé cai thién mui vi, vi gidc, thi
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luc, v.v. Vi du, ché phém thuc phém 6 thé bao gém cac vitamin A, C, D, E, B1, B2,
B6, B12, niaxin, biotin, folat, axit pantothenic, v.v.. Ngoai ra, ché phém thuc phém co
thé con bao gém cac khoang chat nhu Zn, Fe, Ca, Cr, Mg, Mn, Cu, v.v.. Ngoai ra, ché
phim thuc pham c6 thé con bao gom axit amin nhu lysin, tryptophan, xystein, valin,
v.v.. Ngoai ra, ché phém thuc phém ¢6 thé con bao gdm cic chét phu gia thuc phém,
nhu cac chit bao quan (kali sorbat, natri benzoat, axit salicylic, natri dehydroaxetat,
V.V.), cac chét diét khuén (bot téy tréng, bot téy tréng béc cao, natri hypoclorit, v.v.),
chét chéng oxy hoa (butylhydroxyanisol (BHA), butylhydroxytoluen (BHT), v.v.), cac
tac nhan nhudém mau (mau hic in, v.v.), cac tac nhan phat trién mau (natri nitrit, v.v.),
cac tac nhan tdy tring (natri sulfit), cac gia vi (mono-natri glutamat (MSG), v.v.), cdc
chét lam ngot (dulxin, xyclemat, sacarin, ntri, v.v.), cic huong vi (vanilin, lacton, V.V.),
c4c tac nhan lam truong nG (pheén, kali D-bitartrat, v.v.), chét dinh dudng, cic chit
nhti hoa, cac chét 1am day (bot nhao két dinh), cac tic nhén tao mang, cac tac nhan co
géc keo gom, cac tdc nhan chéng tao bot, cac dung moi, cac chét cai thién, v.v.. Cac
chat phu gia c6 thé duoc chon va st dung v6i lugng phu hop theo cac loai thuc pham.

Peptit theo sang ché ¢ thé duogc bd sung vao nhu nguyén trang, hodc co thé
duoc st dung cung voi cac thuc pham hozc thanh phan thuc pham khac theo phuong
phap thong thuong, hodc ¢o thé dugc st dung cho phu hop theo phuong phéap thong
thuong. Cac lugng tron cta thanh phin hoat tinh ¢6 thé duoc xac dinh cho phu hop
tiy thudc vao muc dich st dung (diéu tri phong bénh, stc khoe hodc chita bénh). Noi
chung,bngay khi san xudt thuc phdm hodc d6 udng, ché pham thuc pham theo séng ché
¢6 thé duoce bd sung vao voi lugng 50 phan trong luong tr& xubng, cu thé 12 20 phéan
trong luong tro xudng, tinh theo tong trong luong cla thuc pham hoic dd udng. Tuy
nhién, khi dy tinh ti¢u thu kéo dai nham muc dich stc khoe va vé sinh, thi ché phém
thuc pham c6 thé dugc bao gdm véi lugng thap hon pham vi trén day. Ngoai ra, do co
khong co vAn dé vé an toan, nén thanh ph'?m hoat tinh ¢é thé duoc str dung vdi luong
16n hon pham vi trén day.

Ché phém thuc phém theo sang ché ¢6 thé duoc st dung dudi dang, vi du, ché
pham do ubng tét cho stie khde, va trong trudng hop nay, ché phdm do ubng t6t cho
ste khoe ¢6 thé con bao gom cic huong vi khdc nhau hodc hydrat cacbon tu nhién,
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nhu trong cic do ubng thong thuong. Hydrat cacbon tw nhién c6 thé bao gdm
monosacarit nhu glucoza va fructoza; disacarit nhu maltoza va sucroza; polysacarit
nhu dextrin va xyclodextrin; va duong cé nang lugng thap nhu xylitol, sorbitol va
erythritol. Cac chit lam ngot ¢cd thé cac chat lam ngot tu nhién nhu thaumatin hodc
chét chiét xut stevia; hodc cac chit 1am ngot téng hop nhu sacarin hodc aspartam.
Hydrat cacbon tu nhién co thé dugc st dung thong thuong véi lugng nim trong
khoang tir 0,01g dén 0,04g, va cu thé 13, ndm trong khodng tr 0,02g dén 0,03g, tinh
theo 100mL ché phdm dd udng tét cho stre khoe theo sang ché.

Ngoai ra, ché pham do ubng tbt cho strc khoe c6 thé bao gom cac dudng chat
khac nhau, ’vitamin, khoéng chit, huong vi, chit nhudém mau, axit pectic va céc mubi
cua chung, axit alginic va cac mudi cta chung, axit hitu co, chét lam dic dang keo bao
Ve, chit diéu chinh do pH, chit 1am 6n dinh, chit khr trung, glyxerin, ruou, tdc nhan
carbonat hoa, v.v.. Hon nita, ché pham do ubng tét cho stre khoe c6 thé bao gém hoa
qua tuoi dung dé didu ché cac nude hoa qud tu nhién, dd uéng nudéc hoa qua, hodc dd
ubng rau ci. Cac thanh phan nay cé thé duogc str dung riéng 1é hodc két hop. Ty 1¢
phin tram clia cac chét phu gia la khong gi6i han, nhung thong thuong dugc chon tir
0,01 phén trong luong dén 0,1 phén trong lugng trén 100 phén trong luong cua ché
phim d6 udng tét cho strc khoe theo séng ché.

Ché pham thuc pham theo sang ché co thé bao gdm peptit theo sang ché tinh
theo % trong luong, néu no b thé ¢6 tac dung ngin ngira hodc cai thién céc bénh vé
nga rang hogc tiy rang. Cu thé 1a, peptit theo.séng ché ¢o thé duge bao gdm véi luong
nam trong khoang tir 0,00001% trong lugng dén 100% trong lugng hodc 0,01% trong
luong dén 80% trong lugng, tinh theo tong trong lugng cla ché pham thuc pham,
nhung khong chi gioi han ¢ do.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché dé xudt phuong phap ngin ngira hodc
didu tri cac bénh vé nga rang hodc tiy rang, phuong phap nay bao gdm budc st dung
ché pham bao'g(k)m peptit cho déi tuong.

Theo mot khia canh khac niia, sdng ché dé xudt phuong phép thuc day su tai
tao cdc nga rang hoic md tuy rang, phuong phip nay bao 2Om budce st dung ché

pham bao gbm peptit cho d6i tuong.
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Theo mot khia canh khéc nita, sang ché dé xuit str dung peptit bao gbm chudi
axit amin c¢6 cong thic 1 sau day hodc ché pham bao o0m peptit trong viée thiic day
su tai tao cdc nga ring hodc md tuy rang, trong viéc ngin nglra hodc diéu tri qua cam
nga rang, va trong viéc ngan ngura hoac didu tri cac bénh vé nga rang hodc tiy rang:

K-Y-R1-R2-R3-R4-R5-R6-R7-R8 (cong thirc 1)

trong do R1 12 arginin (R), lysin (K) hodc glutamin (Q);

R2 1a arginin (R) hodc glutamin (Q);

R3, R4, va R5 lan luot 1a arginin (R) hodc lysin (K);

R6 la asparagin (N) hodc serin (S); va

R7 va R8 1an luot 12 lysin (K) hodc tyrosin (Y).

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché dé xuét st dung peptit bao g6m chudi
axit amin bat ky trong s6 cac SEQ ID NO: 1 dén 96 hodc ché pham bao g0m peptit
trong viéc thic day su tai tao cac nga ring hodc mo tiy rang, trong viéc ngan ngira
hoic didu tri qua cam nga ring, va trong viéc ngan ngira hodc diéu tri cdc bénh vé nga
rang hodc tuy rang.

Vi du thue hién sang ché

Duéi ddy, sang ché s& dugc md ta chi tiét ¢6 tham chiéu dén cac vi du. Tuy
nhién, cac vi du nay chi nhdm muc dich minh hoa, va pham vi cta sang ché khong bi
2i6i han & cac vi du nay.

Vi du 1: Tong hop céc peptit thic ddy su tao nga rang hodc cac md tiy rang va
diéu tri qua cim nga rang

Céc tac gia sang ché di tong hop peptit (SEQ ID NO: 1) thé hién tac dung thic
didy su tai tao ngd rting hodc cic md thy ring bing phuong phap 9-
florenylmetyloxycarbonyl (Fmoc), va ho da tong hop cac peptit thudc cdc nhom tuong
ung (Cac bang 1 dén 12) bang céach thay thé cac axit amin cta peptit tong hop dugc.

N-KYQRRKKNKY-C (SEQ ID NO: 1)

Dau tién, cac peptit thudc nhom 1 duoc téng hop bang cach st dung peptit ¢6
trinh tuw SEQ ID NO: 1 hodc bang cach thay thé axit amin bat ky ¢ cac vi tri 5 dén 7
clia peptit ¢o trinh ty SEQ ID NO: 1 bang lysin hodc arginin (Bang 1).

Bang 1
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Cac peptit thu¢c nhom 1

SEQ ID NO: Trinh tu axit amin (N-C)

1 KYQRRKKNKY
KYQRRKRNKY
KYQRRRKNKY
KYQRRRRNKY
KYQRKKKNKY
KYQRKRKNKY
KYQRKKRNKY

<IN e N B L 2 A\

KYQRKRRNKY

Tiép theo, céc peptit thudc nhom 2 duge téng hop bing cach thay thé axit amin
bt ky & cac vi tri 5 dén 7 ctia peptit ¢6 trinh tw SEQ ID NO: 1 bang lysin hodc arginin

hodc bang cach thay thé axit amin & vi tri 8 cla peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1 bing

serin (Bang 2).
Bang 2
Céc peptit thu¢c nhom 2
SEQ ID NO: Trinh tu axit amin (N-C)

9 KYQRRKKSKY
10 KYQRRKRSKY
11 KYQRRRKSKY
12 KYQRRRRSKY
13 KYQRKKKSKY
14 KYQRKRKSKY
15 KYQRKKRSKY
16 KYQRKRRSKY

Tiép theo, cac peptit thudc nhom 3 duge téng hop bang cach thay thé axit amin

bat ky & céc vi tri 5 dén 7 cta peptit c6 trinh ty SEQ ID NO: 1 bang lysin hodc arginin
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hoic bang cach thay thé axit amin & vi tri 9 cta peptit ¢6 trinh tu SEQ ID NO: 1 bang
tyrosin (Bang 3).
Béang 3

Céc peptit thuoc nhoém 3

SEQ ID NO: Trinh tu axit amin (N-C)
17 KYQRRKKNYK
18 KYQRRKRNYK
19 KYQRRRKNYK
20 KYQRRRRNYK
21 KYQRKKKNYK
22 KYQRKRKNYK
23 KYQRKKRNYK
24 KYQRKRRNYK

Tiép theo, cac peptit thudc nhom 4 dugc téng hop bang cach thay thé axit amin
bt ky & cdc vi tri 5 dén 7 cia peptit ¢6 trinh tw SEQ ID NO: 1 bang lysin hodc arginin,
bang cach thay thé axit amin & vi tri 8 cua peptit co trinh ty SEQ ID NO: 1 bang serin,
bang cach thay thé axit amin & vi trf 9 cla peptit ¢6 trinh tw SEQ ID NO: 1 bang
tyrosin, hodc bang cach thay thé axit amin ¢ vi trf 10 ctia peptit ¢6 trinh tu SEQ ID

NO: 1 bing lysin (Bang 4).

Béng 4
Cac peptit thudc nhom 4
SEQ ID NO: Trinh tu axit amin (N-C)
25 KYQRRKKSYK
26 KYQRRKRSYK
27 KYQRRRKSYK
28 KYQRRRRSYK
29 KYQRKKKSYK
30 KYQRKRKSYK
31 KYQRKKRSYK
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32 KYQRKRRSYK

Tiép theo, cic peptit thudc nhom 5 dugce tong hop bang céach thay thé axit amin
& vi tri 3 cua peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1 bang arginin, bang cach thay thé axit
amin & vi tri 4 caa peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1 bang glutamin, hodc bang cach
thay thé axit amin bat ky & céc vi tri 5 dén 7 cta peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1 bang

lysin hodc arginin (Bang 5).

Bang 5
Cac peptit thuoc nhom 5
SEQ ID NO: Trinh tu axit amin (N-C)

33 KYRQRKKNKY
34 KYRQRKRNKY
35 KYRQRRKNKY
36 KYRQRRRNKY
37 KYRQKKKNKY
38 KYRQKRKNKY
39 KYRQKKRNKY
40 KYRQKRRNKY

Tiép theo, cac peptit thudc nhom 6 duge téng hop bing cach thay thé axit amin
& vi tri 3 caa peptit ¢o trinh tu SEQ ID NO: 1 bing arginin, bang cach thay thé axit
amin & vi tri 4 cta peptit ¢6 trinh tw SEQ ID NO: 1 bing glutamin, bang cach thay thé
axit amin bat ky & cac vi tri 5 dén 7 cua peptit c6 trinh ty SEQ ID NO: 1 bang lysin
hodc arginin, hodc béng cach thay thé axit amin & vi tri 8 ctia peptit ¢6 trinh tu SEQ

ID NO: 1 bang serin (Bang 6).

Bang 6
Cac peptit thudc nhom 6
SEQ ID NO: Trinh tu axit amin (N-C)
41 KYRQRKKSKY
42 KYRQRKRSKY
43 KYRQRRKSKY
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44
45
46
47
48

KYRQRRRSKY
KYRQKKKSKY
KYRQKRKSKY
KYRQKKRSKY
KYRQKRRSKY

Tiép theo, cac peptit thudc nhom 7 duoc téng hop bang cach thay thé axit amin
& vi tri 3 cua peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1 bing arginin, bang céach thay thé axit
amin & vi tri 4 cta peptit ¢o6 trinh tu SEQ ID NO: 1 bing glutamin, bing cach thay thé
axit amin bt ky & cac vi trf 5 dén 7 cla peptit co trinh ty SEQ ID NO: 1 bang lysin
hodc arginin, bang cach thay thé axit amin ¢ vi trf 9 cta peptit ¢6 trinh ty SEQ 1D NO:
1 bang tyrosin, hogc bang cach thay thé axit amin & vi tri 10 cta peptit c6 trinh tu

SEQ ID NO: 1 bang lysin (Bang 7).

Bang 7
Cac peptit thuoc nhom 7
SEQ ID NO: Trinh tu axit amin (N-C)

49 KYRQRKKNYK
50 KYRQRKRNYK
51 KYRQRRKNYK
52 KYRQRRRNYK
53 KYRQKKKNYK
54 KYRQKRKNYK
55 KYRQKKRNYK
56 KYRQKRRNYK

Tiép theo, cac peptit thudc nhom 8 dugce t6ng hop bang cich thay thé axit amin
& vi tri 3 caa peptit ¢é trinh tu SEQ ID NO: 1 bang arginin, bing cach thay thé axit
amin & vi tri 4 cua peptit ¢6 trinh tw SEQ ID NO: 1 bing glutamin, biang cach thay thé
axit amin bt ky & cdc vi tri 5 dén 7 cta peptit co trinh ty SEQ ID NO: 1 bang lysin
hodc arginin, bang cach thay thé axit amin & vi tri 8 clia peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO:

1 bang serin, bing cach thay thé axit amin ¢ vi tri 9 ctia peptit ¢6 trinh tu SEQ 1D NO:
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1 bang tyrosin, hodc bang cach thay thé axit amin ¢ vi tri 10 cua peptit c¢é trinh tu
SEQ ID NO: 1 bang lysin (Bang 8).
Bang 8

Cac peptit thudc nhom &

SEQ ID NO: Trinh ty axit amin (N-C)
57 KYRQRKKSYK
58 KYRQRKRSYK
59 KYRQRRKSYK
60 KYRQRRRSYK
61 KYRQKKKSYK
62 KYRQKRKSYK
63 KYRQKKRSYK
64 KYRQKRRSYK

Tiép theo, céc peptit thude nhom 9 duge téng hop bang cach thay thé axit amin
& vi tri 3 cua peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1 bang lysin, bang cach thay thé axit amin
& vi tri 4 ctia peptit c6 trinh ty SEQ ID NO: 1 bang glutamin, hodc bang cach thay thé
axit amin bat ky & cac vi tri 5 dén 7 cua peptit ¢6 trinh tu SEQ ID NO: 1 bang lysin

hodc arginin (Bang 9).

Bang 9
Céc peptit thudéc nhém 9
SEQ ID NO: Trinh ty axit amin (N-C)

65 KYKQRKKNKY
66 KYKQRKRNKY
67 KYKQRRKNKY
68 KYKQRRRNKY
69 KYKQKKKNKY
70 KYKQKRKNKY
71 KYKQKKRNKY
72 KYKQKRRNKY
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Tiép theo, cac peptit thudc nhom 10 dugc téng hop bang cich thay thé axit
amin & vi tri 3 clia peptit ¢o trinh ty SEQ ID NO: 1 bang lysin, bing cach thay thé axit
amin & vi tri 4 cda peptit c6 trinh tu SEQ ID NO: 1 bing glutamin, bang cach thay thé
axit amin bét ky & céc vi tri 5 dén 7 cta peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1 bang lysin
hoac arginin, hodc bang cach thay thé axit amin & vi tri 8 ctia peptit ¢6 trinh tu SEQ

D NO: 1 bang serin (Bang 10).

Béang 10
Cac peptit thu¢c nhom 10
SEQ ID NO: Trinh tu axit amin (N-C)

73 KYKQRKKSKY
74 KYKQRKRSKY
75 KYKQRRKSKY
76 KYKQRRRSKY
77 KYKQKKKSKY
78 KYKQKRKSKY
79 KYKQKKRSKY
80 KYKQKRRSKY

Tiép theo, cac peptit thuoc nhom 11 dugce tong hop bang cich thay thé axit
amin & vi tri 3 cua peptit ¢ trinh tu SEQ ID NO: 1 bang lysin, bang cach thay thé axit
amin & vi tri 4 cta peptit ¢6 trinh tu SEQ ID NO: 1 bing glutamin, bing cch thay thé
axit amin bt ky & cac vi tri 5 dén 7 cta peptit c6 trinh tw SEQ ID NO: 1 bang lysin
hodc arginin, bang cach thay thé axit amin & vi trf 9 ctia peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO:
1 bang tyrosin, hoic bang cach thay thé axit amin ¢ vi tri 10 cta peptit ¢6 trinh tu

SEQ ID NO: 1 bang lysin (Bang 11).

Bang 11
Cac peptit thuoc nhom 11
SEQ ID NO: Trinh tu axit amin (N-C)
81 KYKQRKKNYK
82 KYKQRKRNYK
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&3
84
85
86
&7
&8

KYKQRRKNYK
KYKQRRRNYK
KYKQKKKNYK
KYKQKRKNYK
KYKQKKRNYK
KYKQKRRNYK

Sau cung, cac peptit thugc nhom 12 duoc tong hop bang cach thay thé axit
amin & vi tri 3 cua peptit ¢6 trinh ty SEQ ID NO: 1 bang lysin, biang cach thay thé axit
amin & vi tri 4 ctia peptit ¢6 trinh tu SEQ ID NO: 1 bang glutamin, bang cach thay thé
axit amin bat ky & cac vi tri 5 dén 7 cta peptit c6 trinh ty SEQ ID NO: 1 bang lysin
hoic arginin, bang cach thay thé axit amin ¢ vi tri 8 ctia peptit c6 trinh tu SEQ ID NO:
1 bang serin, bing cich thay thé axit amin ¢ vi tri 9 cta peptit ¢6 trinh tu SEQ ID NO:

1 bang tyrosin, hoic bing cach thay thé axit amin & vi tri 10 ctia peptit c6 trinh tu

SEQ ID NO: 1 bang lysin (Bang 12).

Béang 12
Céc peptit thudc nhom 12
SEQ ID NO: Trinh ty axit amin (N-C)

&9 KYKQRKKSYK
90 KYKQRKRSYK
91 KYKQRRKSYK
92 KYKQRRRSYK
93 KYKQKKKSYK
94 KYKQKRKSYK
95 KYKQKKRSYK
96 KYKQKRRSYK

Vi du 2: Khao sat hiéu qua cia céc peptit thic diy su tdi tao nga rdng hodc cac

md tay rang va diéu tri qua cdm nga rang bang cdch su dung cac neguyén bao tao nga

-

ran
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Vi du 2-1: Tac dung cua cac peptit thuc diy su tai tao clia nga ring hodc céc

mod tiy ridng va didu tri qué cam ned ring trén hoat tinh cua gen khéi dong DSPP

(sialophosphoprotein ciia nga rang)

DAu tién, cac té bao MDPC-23 la cac nguyén bao tao nga rang co ngudn gbe tir
chudt duoc nudi cdy trong mdi truong DMED dugc b6 sung 10% FBS trong diéu kién
5% CO, va 37°C.

Tiép theo, cac té bao MDPC-23 nudi cdy duoc cdy lén dia 24 giéng & mat do la
5 X 10* t bao trén mdi giéng, va nuoi cdy trong 24 gio. Sau do, cac té bao nudi cdy
duoc chuyén nhiém béng vecto tai to hop duge tao ra bé“mg cach dua gen khoi dong
DSPP va gen luxiferaza vao vecto pGL3, bang cach st dung chét phan tng
Lipofectamine Plus™. Cac té bao MDPC-23 dugc chuyén nhiém lan lugt duge xit Iy
bang cac peptit thude cac nhom 1 dén 12 da téng hop trong Vi du 1 va nudi cdy trong
48 ¢i0. Hoat tinh luxiferaza trong mdi trong sd cac t¢ bao MDPC-23 duoc chuyén
nhiém duogc do, va cdc muc trung binh tinh duge ctia cac nhoém tuong ng dugc so
sanh voi nhau (FIG.1A). V& mit nay, cdc té bao MDPC-23 duoc chuyén nhiém ma
khong dugc xt ly bang cac peptit theo sdng ché duogc sir dung 1am nhom d6i chimg.

FIG.1A 1a dd thi thé hién cac két qué so sanh Tac dung cuia cac peptit thude cac
nhom tuong Ung theo sang ché 1én su biéu hién cta DSPP la gen danh ddu qua trinh
biét hoa cua nguyén bao tao nga rang. Nhu duoc thé hién trén FIG.1A, muc hoat tinh
luxiferaza tong thé cua céc peptit tuong Gmg theo sang ché 1a cao hon khoang 1,3 lan
s0 v6i muc ciia nhom ddi chiing, nhung ¢6 sy chénh léch gitta cdc nhom. Xdc nhén
rang cac peptit thuoc nhom 12 thé hién mtrc hoat tinh luxiferaza cao nhit, va cac
peptit thu¢c nhoém 11 thé hién muc hoat tinh luxiferaza cao tha nhi.

Do d6, co thé thy ring cac peptit theo sang ché thé hién hi¢u qua hoat hoa gen
khoi dong Dspp.

Vi du 2-2: Téc dung cua cac peptit thac diy su tai tao ciia nga riang hodc céc

md tiy rane va diéu tri cidc bénh vé nga rang hodc tiy rang 1én murc bicu hién cua gen

DSPP danh diu quad trinh biét héa nguyén bao tao nga rang

Céc té bao MDPC-23 dugc nudi cdy trong Vi du 2-1 duge xtr Iy bing céac peptit
thudc cac nhom twong tmg ma dugc tong hop trong Vi du 1, va nudi ciy trong 48 gio.
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Sau d6, cac mirc mARN cta gen DSPP danh ddu qua trinh biét hoa nguyén bao tao
nga rang dugc biéu hién trong céc té bao MDPC-23 dugc do, va ti 1¢ cua mirc mARN
Dspp do dugc so véi mire mARN Dspp do duge 6 nhom d6i chung 1an luot duge tinh
(Céc bang 13 dén 24). Hon nita, cac gia tri trung binh ctia cdc mirc mARN Dspp do
dugc & cac peptit thudc cadc nhom tuong tmg duge so sénh gilta cdc nhom (FIG.1B).
V& mit nay, céc té baio MDPC-23 ma khong dugc xir ly bang cac peptit theo sang ché
dugc str dung [am nhom déi chimg.

Cac mirc bidu hién ctia gen Dspp duoe do bang Phén tich RT-PCR va PCR thoi
gian thyc: Chi tiét, ARN tong duoc chiét xuat tir cac té bao MDPC-23 bang chat phan
tmg TRIzol. 2 pg ARN téng, 1 wl enzym phién ma nguogc, va 0,5 pg oligo (dT) duoc
str dung dé tong hop cADN. cADN tobng hop dugc duge st dung trong phan ung
chudi polymeraza thoi gian thuc. Phan (ng chudi polymeraza thoi gian thuc duoc
thuc hién trén hé thdng phat hién trinh tw ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems) su
dung cac mdi sau va hon hop enzym trdn san SYBR GREEN PCR (Takara, Nhat).
Phan tng chudi polymeraza thoi gian thye dwge thue hién trong diéu kién 94°C, 1
phut; 95°C, 15 gidy - 60°C, 34 gidy trong 40 chu ky. Cac két qua duge phan tich bing
phuong phap ngudng chu ky so sanh (cycle threshold - CT). V& mit nay, gen Gapdh
duoc st dung lam noi dbi chirng. Cédc tht nghiém dugc thuc hién trong ba lan lap, va
sau d6 cac gia tri trung binh va do 1éch chudn cta ching duoc ldy 1am gid tri do dugc.

Dspp R: 5’-CTGTTGCTAGTGGTGCTGTT-3*(SEQ ID NO: 97)

Dmpl F:5-CATTCTCCTTGTGTTCCTTTGGG-3(SEQ ID NO: 98)

Gapdh F: 5°-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3’(SEQ ID NO: 99)

Gapdh R: 5’-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3’(SEQ ID NO: 100)

Béang 13
Téac dung cua cac peptit thuée nhom 1 trén mirc mARN cua gen Dspp
SEQ ID NO: muic mARN cua gen Dspp
Trung binh Do 'léch chuén
1 1,754 0,132
2 1,646 0,092
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3 1,464 0,221
4 1.855 0,102
5 1,639 0,057
6 1,746 0,091
7 1.864 0,132
8 1,639 0,032

Bang 14
Téc dung cta cac peptit thudc nhom 2 trén mic mARN cta gen Dspp
SEQ ID NO: muc mARN cua gen Dspp
Trung binh Do léch chudn
9 1.854 0,032
10 1,746 0,052
11 1,639 0,201
12 1,548 0,027
13 1,685 0,077
14 1.846 0,141
15 1.964 0,279
16 1,739 0,092

Bang 15

Téac dung cta cac peptit thude nhom 3 trén mirc mARN cua gen Dspp

SEQ ID NO: mc mARN cua gen Dspp
Trung binh Do léch chudn

17 2,117 0,209

18 2,319 0,092

19 1.931 0,102

20 2,553 0,099

21 1.893 0,132
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22 2,412 0,072
23 2,171 0,281
24 2,212 0,111

Béang 16
Téac dung ctia cac peptit thude nhom 4 trén mire mARN cta gen Dspp
SEQ ID NO: muc mARN cia gen Dspp
Trung binh Do léch chudn
25 2,371 0,089
26 2,193 0,052
27 1.993 0,202
28 2,453 0,192
29 1.883 0,101
30 2,512 0,209
31 2,371 0,139
32 2,219 0,302

Bang 17
Tac dung cua cac peptit thudce nhom 5 trén mirc mARN cua gen Dspp
SEQ ID NO: muc mARN ctia gen Dspp
Trung binh Do léch chudn
33 1,712 0,091
34 1.931 0,172
35 1.983 0,102
36 2,319 0,292
37 1,597 0,301
38 2,116 0,211
39 1,712 0,191
40 2,219 0,212
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Bang 18
Téc dung ctia cc peptit thudc nhom 6 trén mirc mARN cua gen Dspp
SEQ ID NO: muc mARN cua gen Dspp
Trung binh Do léch chuén
41 1,546 0,091
42 1,586 0,103
43 1,669 0,095
44 1,793 0,203
45 1,532 0,310
46 1.887 0,077
47 1,697 0,009
48 1,558 0,201
Bang 19
Téc dung cta cdc peptit thuc nhom 7 trén mic mARN cua gen Dspp
SEQ ID NO: mirc mARN cua gen Dspp
Trung binh Do léch chuan
49 1.923 0,192
50 1.887 0,007
51 1,601 0,082
52 2,019 0,135
53 1,592 0,222
54 1,437 0,341
55 1,663 0,094
56 1,701 0,109
Bang 20

Téc dung cla cac peptit thudc nhom 8 trén mirc mARN cuia gen Dspp
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SEQ ID NO: muc mARN cua gen Dspp
Trung binh Do 1éch chuan

57 2,039 0,082

58 1.998 0,172

59 1,792 0,007

60 2,107 0,201

61 2,301 0,019

62 1,672 0,308

63 1,769 0,085

64 1.967 0,039

Bang 21

Tac dung cua cac peptit thudc nhom 9 trén mire mARN cta gen Dspp

SEQ ID NO: muc mARN ctia gen Dspp
Trung binh Do léch chudn

65 1,723 0,072

66 1,627 0,291

67 1,777 0,027

68 1,432 0,410

69 2,011 0,081

70 1.927 0,105

71 1.879 0,060

72 2,011 0,009

Bang 22

Téc dung ctia cdc peptit thudc nhom 10 trén mirc mARN cua gen Dspp

SEQ ID NO: muic mARN cua gen Dspp
Trung binh Do 1éch chuén
73 2,035 0,021
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74
75
76
77
78
79

0]

2,011
1.997
2,351
1,729
2,635
2,231

1.837

0,063
0,059
0,109
0,111
0,091
0,077

0,201

Béng 23
Tac dung cta cac peptit thudc nhom 11 trén mirc mARN cta gen Dspp
SEQ ID NO: mic mARN cua gen Dspp
Trung binh Do 1éch chuan
81 3,092 0,152
82 3,361 0,098
83 3,572 0,209
84 3,702 0,301
85 3,670 0,088
86 3,705 0,137
&7 3.888 0,072
88 4,021 0,301

Bang 24
Téc dung ctia cac peptit thudc nhom 12 trén mirc mARN cua gen Dspp
SEQ ID NO: muic mARN cua gen Dspp
Trung binh D6 18ch chuan
89 4,211 0,413
90 4.811 0,302
91 4,362 0,182
92 4,211 0,287
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93 4,525 0,250
94 3.836 0,099
95 4,620 0,401
96 5,211 0,371

Nhu duoc thé hién trén Céac bang 13 dén 24, khi cac peptit theo sang ché dugc
Xt ly, cac mic mARN téng thé ctia gen Dspp 1a gen dénh d4u qua trinh biét hoa cla
nguyén bao tao nga rang la cao hon 1,3 14n so v4i mirc mARN ctia gen Dspp do duoc
& cac té bao MDPC-23 (dbi ching) khong duoc didu tri bing céc peptit theo sang ché.

Cu thé, it ca cac peptit thudc nhom 11 thé hién cac mtc mARN Dssp cao hon
glp 3 lan va tat ca cac peptit thuéc nhom 12 thé hién cac miac mARN Dssp cao hon
gip 3,8 lan, so v6i nhom d6i chung.

Ngoai ra, F1IG.1B la dd thi thé hién cac két qua so sanh cdc muc biéu hién cla
gen DSPP déanh ddu qué trinh biét hoa nguyén bao tao nga rang & cic 1€ bao MDPC-
23 duoc xir ly bing cac peptit theo sdng ché. Nhu duogc thé hién trén FIG.1B, khi cac
peptit theo sang ché duoc xu 1y, cic mac mARN cta gen DSPP danh ddu qua trinh
biét hoa nguyén bao tao nga ring duoc tang 1én, va twong tu véi cdc muc trén FIG.1A,
cac mic mARN cao hon 1,3 14n so voi miic mARN Dspp do duge ¢ nhom d6i ching.

Vi du 2-3: Tac dung cua cac peptit thac diy su tai tao clia nga rang hodc cac

md ty ring va diéu tri cdc bénh vé nga ring hodc thy rang 1én cac mirc bicu hién cua

cic gen danh diu qué trinh biét hoa ctiia nguyén bao tao nga rang, Dspp, Dmpl va

Nestin

Céc két qua cua Vi du 2-2 thé hién rang cac peptit theo sang ché ¢6 thé lam
tang mc mARN cua Dspp, va cu thé, cac peptit thuoc nhom 11 va Nhom 12 ¢ thé
lam tang muc mARN cua Dspp it nhét ba lan hoic cao hon.

Theo d6, da nghién ctru liéu cac peptit thudc nhém 11 va Nhom 12 ¢6 thé lam
tang cac mirc mARN cua cac gen danh ddu qua trinh bi¢t hoa ctia nguyén bao tao nga
ring khac, Dmp1 va Nestin, hay khong.

Vin tat 13, cdc thir nghiém da duoc thuc hién theo cach gidng nhu trong Vi du

2-2, ngoai trr vi¢c cac moi sau duge st dung va cac peptit thugoc nhom 11 va Nhom
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12 duoc st dung lam céc peptit. Tac dung ctia cac peptit theo sang ché 1én cdc muc
bidu hién cta cdc gen Dmpl va Nestin duoc do, va cic gid tri trung binh tinh dugc
duogc so sanh gitta cac nhom (FIG.1C). V& mit nay, cac té bao MDPC-23 ma khong
duoc xir Iy bang céc peptit theo sang ché duogc st dung lam nhém déi chimg, va mitc
mARN cua gen Dspp duge stt dung lam nhém so sanh.

Dmpl F: 5’-CATTCTCCTTGTGTTCCTTTGGG-3’(SEQ ID NO: 101)

Dmp! R:5-TGTGGTCACTATTTGCCTGTG-3’(SEQ ID NO: 102)

Nestin F: 5°-CCCTGAAGTCGAGGAGCTG-3’(SEQ ID NO: 103)

Nestin R: 5°-CTGCTGCACCTCTAAGCGA-3’(SEQ ID NO: 104)

FIG.1C 1a dd thi thé hién céc két qua so sénh cac mirc biéu hién cua cac gen
danh ddu qua trinh biét hoa cua nguyén bao tao nga rang, Dspp, Dmpl va Nestin & cac
té bao MDPC-23 dugc xir Iy bing cic peptit thudc nhém 11 va Nhom 12 theo sang
ché. Nhu duoc thé hién trén FIG.1C, khi cac peptit theo sang ché duoc xtr ly, (At ca
cac mic mARN cua cac gen danh ddu qué trinh biét hoa cua nguyén bao tao nga rang,
Dspp, Dmpl va Nestin dugc tang 1én, va ¢6 su chénh léch ¢ cac murc tang gifta cac
gen. Cac muc biéu hién duoc lam ting boi cdc peptit thude nhém 12 la cao hon céc
murc biéu hién duoc lam ting bdi cac peptit thue nhoém 11.

Cac gen danh ddu qué trinh biét héa trén duoc biét 1a cac gen tham gia vao qua
trinh biét héa nguyén bao tao men va qua trinh khodng hoéa nga rang diéu nay suy ra
rang cc peptit theo sang ché ¢6 thé c6 tac dung thuc day sy tai tao nga rang.

Vi du 2-4: Kiém tra ddc tinh té bao cua cac peptit thic dév su tai tao cua nga

ring hodc cac mo tuy riang va diéu tri cac bénh vE nga rdang hodc tuy rang & cac té bao

tuy rang

Dau tién, cac té bao tay ring ngudi duoc tach tir rang khon cua 10 nguoi lon
(18-22 tudi) & Truong Nha khoa, Dai hoc qudc gia Seoul. Chi tiét, tit ca cac thu
nghiém da duoc thuc hién sau khi co su chép thudn cta Ho1 déng thAm dinh co sé
(Institutional Review Board) va su dong thuan dugc thong béo tir nguoi bénh. Rang
khon dugc lam gdy theo phuong phép cua Jung HS et al. (J Mol Histol.(201 1)) dé 16
ra ty ring, va cac mo tiy rang dugc tach bang kep. Mdi trong s6 cac mo thy ring
duge cit thanh cdc manh nho bang dao cao, dit trong dia 60-mm, phu bang kinh day,
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va sau d6 dugce nudi cdy trong moi truong DMEM dé thu duoc té bao tiy ring nudi
chy.

Tiép theo, té bao tuy riang thu dugce duge cdy 1én dia 96 giéng & mat do 1a 3 x
10° t& bao trén mdi giéng, va nudi cdy trong 24 gid. Sau do, cac té bao duoc xtr ly
bang peptit thudc nhom 11 hodc 12 ¢ noéng do 10 pg/ml hogc 50 pg/ml, va nudi ciy
thém trong 1 ngay, 3 ngdy, hodc 5 ngdy. Sau khi hoan thanh nudi cy, céac té bao nuodi
cdy duogc rira bang PBS, 20 ul dung dich MTT dugc bd sung vao do, va dugc cho
phan tmg & 37°C trong 4 gio. Sau khi hoan thanh phéan Gng, dung dich MTT duogc loai
b6, va 100 pl DMSO duoc bd sung vao do, va do hap thu ¢ 540 nm duge do (FIG.1D).
V& mit nay, cac t& bao tiy ring ma duoc nudi chy khong co xur 1y peptit dugc st dung
lam nhom dbi ching.

FIG.1D 14 dd thi thé hién cac két qua danh gid doc tinh t€ bao cua céc peptit
theo sang ché lén céc té bao tiy rang. Nhu duoc thé hién trén FIG.1D, mic du céc
peptit theo sang ché duoc xu 1y, cac té bao tuy ring thé hién cung muc kha nang sdng
nhu nhom déi chime.

Vi du 3: Téc dung cua cac peptit thac diy su tai tao cua nga ring hodc cdc md

tuy rdng va diéu tri cac bénh vé nea ring hoic tiy ring 1én su hinh thanh mo 0idng

nea rang/tuy rang in vivo

Vi du 3-1: Phan tich hinh thai hoc cua cac mo chy ¢o neudn  odc tir déng vt

duoc nuoi trong 6 tuan

100 mg chat thay thé nga rang dugc bd sung vao 2 x 10° té bao tiy ring, va
tron véi 0,5% fibrin gel dé tao ra mo cdy. V& mit nay, bot gb6m hydroxy apatit/tricanxi
phosphat (HA/TCP) (Zimmer, My) dugc st dung lam chét thay thé nga ring, va fibrin
gel dugce diéu ché bang cach cho vao 10 pg peptit thudc nhom 11 (SEQ ID NO: 87),
peptit thuoc nhém 12 (SEQ ID NO: 96), hodc 2 pg BMP-2. Mo ghép duoc didu ché
duge cdy vao mo dudi da cua chudt khong duge gdy mién dich (NIH-bg-nu-xid;
Harlan Laboratories, Indianapolis, An D9), va cac con chudt dugc nudi trong 6 tun.
Sau d6, mo giéng nga rang/tuy rang tao thanh tir mo ghép nay duoc 14y ra. Mo dugc
liy ra nay duoc ¢ dinh trén paraformaldehyt 4%, lam méat canxi trong EDTA 10%

(pH 7,4), nhing vao parafin, va nhuom béng hematoxylin-eosin (H-E) (Vector Labs)
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dé danh gia cadc mirc md gibng nga rang/tuy rang (FIG.2). Vé mit nay, mo ghép khong
chtra cac peptit theo sang ché dugc sir dung 1am nhom d6i chung.

FIG.2 thé hién anh kinh hién vi ctia md gidng nga ring/tuy rang ma dugc hinh
thanh in vivo trong 6 tuan sau khi chy mo ghép bao gdom céc té bao tly rdng va cac
thanh phan khéc, trong d6 A dén C 12 anh kinh hién vi lic 6 tudn sau khi cdy mo ghép
d6i chimg chi bao o0m cac té bao tuy rang va HA/TCP (khung ty 1&: A 200 um, B 100
um, C 50 um); D dén T 12 anh kinh hién vi ltc 6 tudn sau khi cdy md ghép bao gdm
cac té bao tay rang, HA/TCP, va peptit thuc nhom 11 (khung ty 1¢: D 200 pm, E 100
um, F 50 pm); G dén 1 14 anh kinh hién vi lac 6 tun sau khi ciy mo ghép bao gdm céc
té bao tiy ring, HA/TCP, va peptit thudc nhom 12 (khung ty 1&: G 200 wm, H 100 pm,
[50 um); val dén 1 12 anh kinh hién vi ltc 6 tudn sau khi cdy md ghép so sanh bao
20m cac té bao tay rang, HA/TCP, va thBMP-2 (khung ty 1&: J 200 pm, K 100 pm, L
50 pm).

Nhu duge thé hién trén FIG.2, khi md ghép bao g6m peptit theo sang ché hoic
khong duge ciy (A dén D), su hinh thanh mo idng nga rang/tuy rdng dugc quan sat ¢
ngoai bién ctia cac hat HA/TCP. Tuy nhién, khi mo ghép so sanh bao 26m rhBMP-2
duoc cdy (J dén L), su hinh thanh md tao khoang gidng xwong va md gidng tiiy xuong
duoc quan sat & ngoai bién cta cac hat HA/TCP.

Ngoai ra, mo gidng nga ring/tiy ring ma tuong tu nhét v6i md nga rang-thy
rang in vivo dugc tao ra ¢ muc tuong dbi cao khi cdy cac md ghép bao g0m céc peptit
theo sang ché (D dén 1), so v6i khi cdy cac md ghép khong bao gdm cac peptit theo
sang ché (A dén C).

V1 du 3-2: phan tich nhudm colagen cdc md cdy c¢6 nguodn goc tir dong vt duoc

nudi trong 6 tuan

Biét rang colagen la co chét hitu co nhiéu nhit ¢ nga ring va xuong, va cho
phép su ling dong khoéng dong vai tro quan trong trong qua trinh tai tao nga rang.

Theo do6, dé kiém tra mic do san xuét colagen & mdi mo duge liy ra trong Vi
du 3-1, cdc mo6 nay dugc dua vao qua trinh nhudm colagen (Nhuom Trichrome cua

Masson) bing cach st dung kit nhu¢m Trichrom cta Masson (Cat. 25088-100) cua
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Polysciences (I'1G.3). V& miat nay, mo duoc cdy bang mo ghép khong bao g0m cac
peptit theo sang ché duoc st dung lam nhom d6i ching.

FIG.3 thé hién anh kinh hién vi clia cac méc san xuét colagen & mod gidng nga
ring/tiy rang ma duogc hinh thanh in vivo trong 6 tudn sau khi cdy md ghép bao gbm
céc té bao tay rang va cac thanh phan khéc, trong d6 A dén C thé hién céc két qua lic
6 tudn sau khi cdy mo ghép d6i chimg chi bao o0m céc té bao tiy ring va HA/TCP
(khung ty 1&: A 500 wm, B 200 pm, C 50 um); D dén T thé hién cac két qua luc 6 tun
sau khi cdy mo ghép bao gdm cac té bao tiy rang, HA/TCP, va peptit thuéc nhom 11
(khung ty 1&: D 500 pm, E 200 um, I 50 pm); G dén 1 thé hién cac két qua lic 6 tuan
sau khi cdy mo ghép bao 2dm cac 1é bao tiy rang, HA/TCP, va peptit thuoc nhom 12
(khung ty 1&: G 500 um, H 200 pwm, I 50 um); va J dén L thé hién céac két qua lac 6
tudn sau khi cidy md ghép so sénh bao gdm cac té bao tiy ring, HA/TCP, va rhBMP-2
(khung ty 1&: J 500 wm, K 200 pm, L 50 pm).

Nhu duge thé hién trén FIG.3, viée cdy cdc md ghép bao gdm cac peptit theo
sang ché thé hién cdc murc san xuét colagen ting, so voi viée chy mo ghép dbi chimg.

Vi du 3-3: Phan tich nhudm mién dich cdc méd dugc cdy co6 nguodn goc tur dong

vat duoc nudi trong 6 tuan

Dé danh gia cac muc biéu hién ctia DSP 1a gen danh ddu qua trinh biét hoa dic
hiéu nguyén bao tao nga rang va BSP la gen danh ddu qua trinh biét hoa dic hiéu
nguyén bao tao xuong ¢ mdi trong sb cac md dugc liy ra trong Vi du 3-1, phén tich
nhudm mién dich dugc thuc hién.

Vin tit 13, cac mo ldy ra duoc ¢b dinh trén paraformaldehyt 4%, lam mat canxi
trong EDTA 10% (pH 7,4), nhing vao paraflin, va sau d6 nhudm mién dich béng
khang thé khang DSP va khang BSP ¢ do pha loang 1:150 lam cac khang thé so cap,
va cho phan tng voi [gG cua dé khang tho duge danh d4u bang biotin (Vector Labs)
lam khang thé thir cdp dé xac dinh cac mac DSP va BSP (FIG.4). V& mat nay, cdc md
duoc cap ghép bing md ghép khong bao o0m céc peptit theo sang ché duge st dung
lam nhom dbi chimg.

FIG.4 thé hién cic hinh anh nhudm mién dich thé hién cdc két qua danh gia cac

mure biéu hién ctia DSP 1a gen danh ddu qué trinh biét hoa dac hiéu nguyén bao tao
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nga rang va BSP la gen danh ddu qué trinh biét hoa dic hiéu nguyén bao tao xuong &
mo giéng nga ring/tiy rdng ma dugc hinh thanh in vivo trong 6 tudn sau khi cdy mo
ghép bao gbdm cac té bao tiy rdng va cdc thanh phan khac, trong d6 A va E thé hién
cac két qua luc 6 tuan sau khi céy mo ghép doi ching chi bao obm céc té bao thy ring
va HA/TCP; B va F thé hién cic két qua luc 6 tuan sau khi cay mo ghép bao 2dm céc
té bao tay rang, HA/TCP, va peptit thudc nhom 11; C va G thé hién cac két qua lic 6
tudn sau khi cdy mo ghép bao gdm cac té bao tuy rang, HA/TCP, va peptit thudc
nhém 12; va D va H thé hién cac két qua lac 6 tuan sau khi cidy mo ghép so sanh bao
gém cac té bao tiy ring, HA/TCP, va thBMP-2, miii tén cua A, B, C va D chi cac
ving biéu hién DSP & cac mo gidng nga rang moi hinh thanh, va céc ddu mi tén E, T,
G va H chi cac ving biéu hién BSP & cdc md gidng xwong mai hinh thanh. Khung ty
1¢ 1a 50 pm.

Nhu duoc thé hién trén FIG.4, viée céy mo ghép dbi chiing thé hién muc biéu
hién DSP thdp ¢ mo giéng nga rang/tdy rang mén hinh thanh (A), trong khi do vice
cay ghép md ghép bao gbm peptit thudc nhém 11 hogdce 12 thé hién muc biéu hién DSP
trong dbi cao & md khoang héa méi hinh thanh (B va C). Tuy nhién, viéc cdy ghép
mo ghép bao gdm rhBMP2 thé hién sy biéu hién DSP nhé (D).

Hon nita, viée cdy mo ghép déi chimg (E), mo ghép (F) bao o6m peptit thudc
nhém 11, hoie mo ghép (G) bao gdm peptit thude nhom 12 thé hién mie bicu hién
BSP thép & md khodng hoa hinh thanh, trong khi do viée cdy ghép mo ghép (H) bao
¢dm thBMP2 thé hién mtc bidu hién BSP tuong ddi rat cao & md khoang héa hinh
thanh va cac té bao gidng nguyén bao tao xuong bi bay trong md khoang hoa nay.

Vi du 3-4: Phan tich hinh thai hoc cdc md duoc chy ¢o neudn gdc tir dong vat

duoc nudi trong 12 tudn

Céc muc cla md gidng nga rang/tiy ring duge danh gia theo cach gidng nhu
trong Vi du 3-1, ngoai trir viéc cac con chudt duge cdy mo ghép dugc nudi trong 12
tuan (FIG.5).

FIG.5 thé hién anh kinh hién vi cia mo gidng nga rang/tiy rang ma duoc hinh
thanh in vivo trong 12 tuan sau khi cdy md ghép bao odm cac té bao tuy ring va cac
thanh phan khac, trong do A dén C 12 4nh kinh hién vi & 12 tudn sau khi cdy mo ghép
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ddi chimg chi bao gdm cac té bao tiy rang va HA/TCP (khung ty 1&: A 500 um, B 200
um, C 50 um); D dén F 12 anh kinh hién vi & 12 tudn sau khi cdy mo ghép bao gom
céc té bao thy ring, HA/TCP, va peptit thudc nhom 11 (khung ty 1&: D 500 pm, E 200
um, F 50 um); G dén T 12 anh kinh hién vi & 12 tudn sau khi cdy md ghép bao gb6m céc
té bao tay rang, HA/TCP, va peptit thuc nhom 12 (khung ty 1¢: G 500 pm, H 200 pm,
I 50 um); va J dén L 1a anh kinh hién vi ¢ 12 tudn sau khi cdy mo ghép so sanh bao
odm céc té bao tiy rang, HA/TCP, va thBMP-2 (khung ty 1&: J 500 um, K 200 pm, L
50 pum).

Nhu duoge thé hién trén FIG.S, khi cdc con chudt dugce nudi trong 12 tudn sau
khi cdy mo ghép bao 2bm peptit theo sang ché hogc khong (A dén 1), sy hinh thanh
mo gibng nga rang/tly ring va su tién trién ctia nguyén bao tao nga rang dugc quan
sat & ngoai bién cua cac hat HA/TCP, gidng & cac con chudt duge nudi trong 6 tuan
sau khi cdy ghép. Tuy nhién, khi m6 ghép so sanh bao g6m rhBMP-2 dugc cay (J dén
L), su hinh thanh mé gidng xwong va mo gidng tiy xuong véi cac té bao bi by bén
trong co chit nén duge quan sat & ngoai bién cta cac hat HA/TCP.

Ngoai ra, cdc nguyén bao tao nga rang va cic phirc nga rdng/tuy rang ma tuong
tu cao vGi céac loai nay in vivo dugc tao ra khi cdy cac mod ghép bao 20m cac peptit
theo sang ché (D dén 1), so véi vice cdy cac mo ghép khong bao 2dm cac peptit theo
sang ché (A dén Q).

Vi du 3-5: Phén tich nhudm colagen cdc mo6 duoc cdy ¢6 nguon goc tu dong vat

duoc nuoi trong 12 tudn

D& kiém tra mic san xuét colagen & mdi mo dugc liy ra trong Vi du 3-4, cic
mo nay duge dua vao qua trinh nhud¢m colagen (Nhudm Trichrome cua Masson) bing
cach st dung kit nhuém Trichrom ctia Masson (Cat. 25088-100) cua Polysciences
(FIG.3). V& mit nay, mo dugc chy bang mo ghép khong bao g0m céc peptit theo sang
ché duoc st dung lam nhom doi chiing.

FIG.6 thé hién anh kinh hién vi clia cdc mirc san xudt colagen & md giéng nga
ring/thy rang ma dugc hinh thanh in vivo trong 12 tudn sau khi cdy md ghép bao gom
cdc té bao tay rang va céac thanh phan khac, trong d6 A dén C thé hién céac két qua &
12 tudn sau khi cdy mo ghép d6i chung chi bao 2bm cac té bao tiy rang va HA/TCP
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(khung t¥ 1&: A 500 wm, B 200 pm, C 50 pm); D dén F thé hién céc két qua & 12 tuan
sau khi cAy md ghép bao gom cic té bao tay riang, HA/TCP, va peptit thudc nhoém 11
(khung ty 1&: D 500 pum, E 200 um, I 50 pm); G dén 1 thé hién céac két qua & 12 tuan
sau khi cdy md ghép bao g0m céc té bao tay rang, HA/TCP, va peptit thudc nhom 12
(khung t 1&: G 500 pm, H 200 pm, I 50 wm); va J dén L thé hién cac két qua ¢ 12
tudn sau khi cdy mo ghép so sanh bao gdm cac té bao tiy rang, HA/TCP, va thBMP-2
(khung ty 1&: J 500 pm, K 200 pm, L 50 pm).

Nhu duoc thé hién trén FIG.6, cic muc san xuét colagen ting dugc quan sat &
12 tuan sau khi ciy mo ghép bao g0m cac peptit theo sdng ché, gidng lic 6 tudn sau
khi cdy ghép cua chiing, so voi viée ciy md ghép ddi ching.

V1 du 3-6: Phan tich nhudm mién dich cdc md duoc cay c¢d ngudn goc tir dong

vat duoc nudi trong 12 tuin

Phén tich nhudm mién dich duoc thuc hién theo cach gidng nhu trong Vi du 3-
3, ngoai trur viéc cdc mo duoc léy ra trong Vi du 3-4 dugc st dung thay vi cac mo
duogc ldy ra trong Vi du 3-1 (FIG.7). V& mit nay, mé duoc cy bang mo ghép khong
bao gdm céc peptit theo séng ché duoc st dung lam nhom dbi chung.

FIG.7 thé hién hinh anh nhuom mién dich thé hién Cac két qua dénh gia cac
murc bifu hién cia DSP 1a gen danh ddu qua trinh biét héa ddc hiéu nguyén bao tao
nga rang va BSP 1a gen danh ddu qua trinh biét hoa dic hiéu nguyén bao tao xuwong &
md gidng nga ring/thy ring ma dugc hinh thanh in vivo trong 12 tudn sau khi cdy mo
ghép bao goém cac té bao tuy rang va cic thanh phan khac, trong d6 A va E thé hién
cac két qua ¢ 12 tudn sau khi chy mo ghép dbi chimg chi bao gbm cac té bao tiy rang
va HA/TCP; B va F thé hién cac két qua & 12 tudn sau khi cdy mo ghép bao gbm céc
té bao tay rang, HA/TCP, va peptit thuéc nhom 11; C va G thé hién cac két qua & 12
tudn sau khi cdy mo ghép bao gdm céc té bao tiy rang, HA/TCP, va peptit thudc
nhém 12; va D va H thé hién cac két qua ¢ 12 tudn sau khi cdy mo ghép so sanh bao
odm céc 1 bao tiy rang, HA/TCP, va rhBMP-2, arrows of A, B, C va D chi bdo céc
ving biéu hién DSP ¢ cdc md 0idng nga ring méi hinh thanh, va cac dau mii tén B, F,
G va H chi cac ving bicu hién BSP ¢ cdc md 0idng xuong moi hinh thanh. Khung ty
1€ 1a 50 pm.
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Nhu duogc thé hién trén FIG.7, cac muc biéu hién DSP thép dugc quan sat ¢ mo
gidng nga ring/tly ring md&i hinh thanh & 12 tuin sau khi cdy mo ghép dbi ching (A)
hodic md ghép bao gdm rhBMP2 (D), trong khi d6 céc mirc biéu hign DSP tuong d6i
rit cao duoc quan sat & cac mo khoang héa moi hinh thanh ¢ 12 tuan sau khi cdy mo
ghép (B va C) bao gbm peptit thudc nhom 11 hodc 12, twong tu véi luc 6 tuan sau khi
chy ghép.

Hon nita, viéc cdy md ghép doi chimg (E), md ghép (F) bao gdm peptit thude
nhém 11, hogc md ghép (G) bao gdm peptit thudc nhom 12 thé hién muc biéu hién
BSP thip ¢ md khodng hoa hinh thanh, trong khi d6 viéc ciy ghép mo ghép (H) bao
odm thBMP2 thé hién mirc biéu hi¢n BSP tuong ddi rat cao ¢ md khoang héa hinh
thanh va cac té bao gidng nguyén bao tao xuong bi bay trong mo khodng hoa nay.

Theo do, ¢6 thé thdy ring céc peptit theo sang ché c6 tac dung thic day su téi
tao phirc nga rang/tuy rang.

Vi du 3-7: Phan tich qud trinh biét hoa cua md dugc cAy ehép thanh cic nguyén

bao tao nga rang

Kinh hién vi dién tir quét dugc st dung dé kiém tra liéu cac té bao iy ring
chtra trong md ghép c6 duge biét hoa thanh cic nguyén bao tao nga rang o cac mo
duge ldy ra trong Vi du 3-4 (FIG.8). V& mit nay, mo duoc chy ghép bang md ghép
khong bao gdm cic peptit theo sang ché duogc sir dung lam nhom dbi chung.

Vin tit 13, mdi mo dugc ngm va ¢ dinh trong glutaraldehyt 2,5% /dung dich
dém cacodylat 0,1M trong 30 phut, va mdi mo6 duge ¢ dinh nay duge ngdm va phan
tng trong dung dich dém cacodylat chira 1% osimi tetroxit trong 1 gi0. Sau khi khtr
nude cho mod trong etanol va lam kho, mé duge lam kho dugc phu bing vang va quan
sét bang kinh hién vi dién t quét (S-4700, HITACHI, Tokyo, Nhat).

FIG.8 thé hién anh kinh hién vi quét cia cdu truc bén trong cua md gidng nga
rang/tly rang ma duoc hinh thanh in vivo ¢ 12 tuan sau khi cdy mo ghép bao gbm céc
té bao tuy ring va cac thanh phan khéc, trong do A va B la cac két qua o 12 tuan sau
khi cdy md ghép dbi chimg chi bao odm céc té bao tuy rang va HA/TCP (khung ty 1¢:
A 50 um, B 20 pm); C va D la céc két qua & 12 tun sau khi cdy md ghép bao gdm cac
t& bao tay rang, IIA/TCP, va peptit thudc nhom 12 (SEQ ID NO: 96) (khung ty 1&: C
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50 pm, D 20 um); va E va I 1a céac két qua o 12 tudn sau khi cdy md ghép so sanh bao
26m céc té bao tiy rang, HA/TCP, va thBMP-2 (khung ty 1¢: E 50 pm, I 20 pum).

Nhu duoc thé hién trén FIG.8, khi md ghép dbi chimg (A va B) dugc chy ghép,
cac t& bao gidng nguyén bao tao nga ring c6 cdc mom ciia nguyén bao tao nga rang
duoc quan sat tung phan ¢ ngoai bién ctia md cing dugc hinh thanh, va khi cic md
ghép (C va D) bao g0m cac peptit theo sang ché dugc cay ghép, nhidu té bao gibéng
nguyén bao tao nga rang dugc quan sat & ngoai bién ctia mo cimg dugc hinh thanh, va
cdc mOm nguyén bao tao nga rdng con mo rong vé phia mo ctmg duogc hinh thanh.
Tuy nhién, khi cic mo ghép so sanh (E va I) bao 06m thBMP-2 dugc cdy ghép, cic té
bao hinh khéi duoc gén vao bé mat cia md cing dugc hinh thanh dugc quan sat, chi
ra céc dic tinh tiéu biéu ciia cdc nguyén bao tao nga rang.

Do d6, ¢6 thé thay rang céc peptit theo sang ché gitip hinh thanh mot cach hiéu
qua hon cac nguyén bao tao nga rang.

Vi du 4: Tac dung cia cic peptit thiic day su tai tao cua nga rang hodc cdc md

tuy rang va diéu tri qud cdm nga rang ¢ rang nguoi

Theo bdo cédo, thanh nga rang va khoang tuy rong cua rang tu nhién la moi
truong khu tra dac hi¢u dé tai tao mo giéng nga rang/tdy rang boi cac té bao tiy ring
(Huang GT, et al. (2010) Tissuc engineering. Part A 16(2):605-615). Do do, su hinh
thanh cdc md gidng nga ring/thy ring trong cac khoang trbng Ong chan ring dugc
danh gié.

Chi tiét, trong s& céc md ghép duge chuén bi trong Vi du 3-1, md ghép so sanh
hodc md ghép bao gém peptit thuoc nhom 12 (SEQ ID NO: 96) & nong do 10 pg/ml
duogc cdy vio cac khoang trng Ong chan ring cua rang ngudi trong 6 tudn, va mo
gidng nga rang/tiy rang hinh thanh trong cac mo6 ghép tuong ung dugc dua vao
nhudém hematoxylin-eosin (H-E) theo phuong phap ¢ Vi du 3-1, va chup anh bang
kinh hién vi dién t& quét theo phuong phap ¢ Vi du 3-7 (FIG.9).

FIG.9 thé hién hinh anh hién vi va anh chup hién vi quét thé hién cdc két qua
phan tich céc nguyén bao tao mo gidng nga rang/tiy ring ma dugc hinh thanh sau khi
cdy mo ghép bao g0m cic peptit theo sdng ché vao cac khoang tréng 6ng chan ring
cua rang nguoi, trong d6 A va B thé hién cac két qua nhuom cac mod duoc ciy ghép
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bang mo ghép d6i chimg chi bao 20m céc té bao tiy rang va HA/TCP (khung ty 1&: A
500 wm, B 50 pm); C, D va D’ thé hién cac két qua nhudm cidc md dugc ciy ghép
bing md ghép bao gém cic té bao ty rang, HA/TCP, va peptit thudc nhom 12 (SEQ
ID NO: 96) (khung ty 1&: A 500 pm, B 50 um); D Ia hinh anh khuéch dai ctia hop 1 &
C, D’ la hinh anh khuéch dai cua hop 2 ¢ C (khung ty 1¢&: C 500 pm, D 50 pm, D’ 50
um); E va F thé hién anh kinh hién vi quét ctia mo duge chy ghép bang md ghép doi
chimg chi bao gdm cac té bao tuy rang, HA/TCP (khung ty 1&: E 50 um, F 10 um); G
va H thé hién anh kinh hién vi quét ctia md dugc ciy ghép bing md ghép bao gbm cac
té bao tay rang, HA/TCP, va peptit thudc nhom 12 (SEQ ID NO: 96) (khung ty 1¢: G
50 pm, H 10 wm); P chi ra tdy ring dugc tai tao, De chi ra thanh nga réng da co, DT
chi ra cac 6ng nga ring da c6, Od chi ra cac nguyén bao tao nga rang, OP chi ra cac
mém ctia nguyén bao tao nga rang, va cac miii tén ¢ D chi ra céac 1& bao gidng nguyén
bao tao nga rang dugc tai tao v4i cac mom cua nguyén bao tao nga rang.

Nhu duoc thé hién trén FIG.9, cac md giéng tiy c6 mach dugc hinh thanh bén
trong tt ca céc 6ng chan rang ma dugc céy ghép bing md ghép d6i ching va mo ghép
bao gdm peptit thudc nhom 12.

Tuy nhién, khi mo ghép bao 26m peptit thuoc nhom 12 theo sang ché dugc cdy,
céc té bao gidng nguyén bio tao nga ring thé hién su bd tri dang hang rao trén thanh
nga rang da c6, va cac mém bao tuong cla ching, voi nhén kéo dai, mo rong vé phia
cac Ong nga rang da co, va nga ring moi hinh thanh dugc quan st ¢ thanh nga réng da
co6 (C,DvaD’).

Cu thé, nhu duge thé hién trén cac anh hién vi dién ti quét (I dén H), viée cdy
cac mo6 ghép (G va H) bao gbm peptit thudc nhom 12 thé hién ring cac té bao gibng
nguyén bao tao nga rang thé hién su bd tri dang hang rao trén thanh nga rang da c6, va
cdc moém bao tuong cua ching, véi nhan kéo dai, m¢ rong vé phia céc dng nga rang
da ¢6, so voi viée cdy mo ghép d6i chung (E va I).

Vi du 5: Tac dung cla céc peptit méi 1én su hinh thanh nga rang sinh 1y (nga

rang cép ba) & mo hinh ring nanh chd bit kin tiy rdng gian tiép
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Pé kiém tra tic dung clia cdc peptit méi [én sy hinh thanh nga rang sinh 1y (nga
ring cp ba) & cdc md hinh bit tiy rang gian tiép, kha ning tai tao nga rang clia chung
dugc danh gia.

Chi tiét, dé thiét 1ap m6 hinh ring nanh ché bi hong nga rang bang céch bit tiy
ring gian tiép, mot phan cta 16p men & phan ¢6 ring dugc liy ra khoi ring tién ham
cua cac con cho trudng thanh 12 thing tudi bang cach st dung thiét bi khoan rang.
Nga riang duoc loai bo & muc ndng theo murc 10 ciia nga rang dé tao khoang ndng, nho
d6 thiét 1ap mo hinh khoang nong. Nga rang duoc loai bo sdu sao cho ¢ thé nhin thay
tiy ring xuyén qua do, nhung tuy rang khong bi 10 ra ngoai, nho do thiét 1ap md hinh
khoang sdu. Cac mo hinh dugc xtr ly bing nhom doi chimg, peptit thudc nhom 11,
hodc peptit thuéc nhém 12. 3 tudn sau, cac con ché truong thanh dugc oiét chét nhan
dao, va rang duoc iy ra khéi chung.

Rang duogc ldy ra duoc c¢d dinh trén paraformaldehyt 4% trong 24 gio, rira bang
PBS (pH 7.4) vai lan, va sau d6 lam mAt canxi bang axit formic 10%. Rang dugce lam
mét canxi duoc nhing vao parafin dé tao ra cac phin mo. Cac phan mb nay dugc
nhudm bing hematoxylin/eosin (H&E), va kha ning tai tao nga rang dugc danh gia
bang cach phan tich mo hoc.

FIG.10 thé hién anh kinh hién vi ctia phan tich mo hoc ve tac dung clia cic
peptit méi 1én sy hinh thanh nga rdng sinh 1y (nga rang cép ba) & mo hinh khoang
nong trong cac mo hinh cho bit tiy gidn tiép, trong do A dén C 1a anh kinh hién vi thé
hién két qua cia nhoém dbi chimg, trong d6 khong c6 vét lidu nao dugce dua vao dau
vao cua 6ng nga rang & nga rang 10 ra (khung ty 1&: A 500 pm, B 100 um, C 50 pm);
D dén F 1a anh kinh hién vi thé hién két qua ctia viéc dung peptit thudc nhom 11 (1,5
ug) cho dau vao ctia 6ng nga ring ¢ nga rang 10 ra (khung ty 1¢: D 500 pm, E 100 pm,
F 50 um); va G dén I 12 anh kinh hién vi thé hién két qua cua viée dung peptit thudc
nhém 12 (1,5 pg) cho diu vao cta 6ng nga rang & nga rang 10 ra (khung ty 1&: G 500
um, H 100 um, I 50 pm). P chi tdy rang, D chi nga rang, va TD chi nga réng sinh ly
(cép ba) mdi hinh thanh.

O nhom ddi chung, khong co thay dbi duoc quan sat & nga rang bi hong
(FIG.10A-C). Tuy nhién, ¢ cdc nhom duge xu ly bang cac peptit thudoc nhom 11
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(FIG.10D-F) hodc Nhém 12 (FIG.10G-I), su tai hinh thanh nga réng sinh ly cip ba
(TD) ma lién tuc vé1 su tién trién cta nguyén bao tao nga rang cla cAu tric nga ring
ban dau duoc quan sat bén dudi nga rang con lai ¢ nga rang bi hong.

FIG.11 thé hién anh kinh hién vi cta phan tich mé hoc tac dung ctia cac peptit
mai 1én su hinh thanh nga rang sinh ly (nga rang cip ba) & md hinh khoang séu trong
s& cac mo hinh bit tay rang gian tiép, trong d6 A dén C 12 anh kinh hién vi thé hién két
qua ctia nhom d6i chimg, trong do ddu vao cua dng nga ring ¢ nga rang 10 ra khong
duoc xt 1y bang cac vat liéu va dugc lam diy bang vat liéu phuc hoi rang, xi ming GI
(Glass Ionomer Cement, Fuji II LC, GC America Inc., Alsip, IL, USA) (khung ty I¢:
A 500 pm, B 100 pm, C 50 um); D dén F 14 anh kinh hién vi thé hién két qua lam day
diu vao cta Ong nga rang ¢ nga ring 10 ra bang xi mang GI sau khi duge xu ly bang
peptit thuée nhom 11 (1,5 pg) (khung ty 1&: D 500 pm, E 100 pm, FF 50 um); va G dén
I 14 anh kinh hién vi thé hién két qua 1am diy dau vao cua 6ng nga ring ¢ nga ring 10
ra bang xi ming GI sau khi dugc xt Iy bang peptit thude nhom 12 (1,5 pg) (khung ty
1&: G 500 pm, H 100 pm, I 50 wm). P chi pulp, D chi nga rang, va TD chi nga rang
sinh 1y (th@ ba) md&i hinh thanh.

Céc md hinh khoang séu thé hién cac két qua twong tu v6i cac mo hinh khoang
noéng. O nhom dbi ching, trong d6 thuong ton hong nga rang dugc xt ly bang xi
mang GI 1a vat liéu phuc hi rang, khong quan sat the”ly co thay dbi (FIG.11A-C). Tuy
nhién, & cac nhom duge xu 1y bang cac peptit thuoc nhom 11 (FIG.11D-F) hodc
Nhom 12 (FIG.11G-I) cung v6i xi mang GI, sy tai hinh thanh nga ring sinh Iy cip ba
(TD) ma lién tuc véi sy tién trién cia nguyén bao tao nga ring cla cdu tric nga rang
ban dau duoc quan st bén dudi nga rang con lai ¢ nga rang bi hong.

Vi du 6: Tac dung cia céc peptit méi 1én su hinh thanh nga rang sinh 1y (nga

ring cAp ba) & md hinh ché bit tiy ring gidn tiép

Dé kiém tra tac dung ctia cAc peptit mai 1én sy hinh thanh nga rang sinh ly (nga
rang cap ba) & cdc mod hinh c6 bit tuy rang gidn tiép, kha niang tai tao nga ring duoc
déanh gia.

Chi tiét, dé thiét 1ap mo hinh cho bi hong nga rang bang cach bit tiy rang gian
tiép, men va nga ring & phin cb rang duoc lay ra khoi rang tién ham cta cac con cho
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trudng thanh 12 thang tudi bang cach str dung thiét bi khoan ring dé tiy ring 10 ra bén
ngoai. Cac md hinh duoc xur ly bing ddi chtmg, peptit thudc nhom 11, hodc peptit
thudc nhom 12. 3 tudn sau, cac con chd truéng thanh duge giét chét nhan dao, va ring
duoc 14y ra khoi ching.

Riang duoc 1y ra duoc ¢d dinh trén paraformaldehyt 4% trong 24 gio, ria bang
PBS (pH 7,4) vai JAn, va sau d6 lam mAt canxi bang axit formic 10%. Réng duoc lam
mét canxi dugc nhing vao parafin dé tao ra cac phan mo. Cac phan mo nay duoc
nhudm bing hematoxylin/eosin (H&E), va kha nang tai tao nga rang dugc danh gia
bang cach phan tich mé hoc.

FIG.12 thé hién anh kinh hién vi cta phéan tich mo hoc vé tac dung cla céc
peptit madi 1én sy hinh thanh nga rdng sinh 1y (nga rang cip ba) & cidc md hinh bit tiy
ring gian tiép, trong d6 A dén C 1a anh kinh hién vi thé hién cac két qua ctia nhom ddi
ching, trong do tuy rang 10 ra khong dugce xur ly bang cac vat lidu va sau do duge xur
ly bang xi ming GI (khung ty 1&: A 200 pm, B 100 pm, C 50 um); D dén I 14 anh kinh
hién vi thé hién cdc két qua cua doi chimg duong, trong do tiy ring 10 ra khong dugc
xu ly bftng cac vat liéu, duoc han béng vat liéu phuc hoi rang, MTA (chét két tu
khoéng trioxit, ProRoot MTA, Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, OK, USA), va sau do
phti bang xi mang GI (khung ty 1&: D 500 pm, E 200 um, F 50 pm); G dén 1 1a anh
kinh hién vi thé hién cac két qua ctia cdc nhom, trong do ty rang 1o ra duoc xt ly
bang peptit thuoc nhém 11 (1,5 pg), han bang MTA, va sau d6 phu bang xi mang GI
(khung  1&: G 200 pm, H 100 pm, I 50 um); J dén L 1a anh kinh hién vi thé hién céc
két qua ctia cdc nhom, trong do tiy rang 10 ra duoc xt ly bang peptit thudc nhom 12
(1,5 pg), han bang MTA, va sau dé phu bang xi mang GI (khung ty 1¢&: J 500 pm, K
100 pm, L 50 pum). D chi nga rang, OD chi men xuong rdng, va TD chi nga rang sinh
ly (thtr ba) méi hinh thanh.

O nhém ddi chung duge xir ly bang xi méng GI, khong co thay d6i duge quan
sat & thy rang ctia nga rang bi hong (FIG.12A-C). MTA 1a vat liéu phuc hdi rang duoc
str dung rong rdi trong viéc hinh thanh va tai tao nga rang. Tuy nhi€n, cac md cung tao
ra boi MTA duoc biét 1a lam cho céc té bao bi by trong cac mod khoang héa va ¢o
men xuong ring ma tuong tu voi xwong khong co 6ng nga ring v6n 1a thanh phan
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quan trong cta nga rang. Cac két qua nay con thé hién rang men xuong rang (OD) ¢6
cac té bao bi bay trong md khoang hoa doc nga ring gdc con lai trén va dudi tiy 10 ra
dugc quan sat ¢ cac nhom duoc xu ly bang MTA (FIG.12D-F). Tuy nhién, & cac
nhom duge xtr Iy bang MTA va cac peptit thude nhom 11 (FIG.12G-I) hodac Nhom 12
(FIG.12J-L), nga rang (TD) sinh ly m&i ma lién tuc v4i su tién trién cta nguyén bao
tao nga rang cua nga rang gbc duge hinh thanh doc theo nga rang gbc con lai trén va

dudi tay 10 ra.

Céc két qua ctia Cac vi du két hop lai, co thé thay ring cac peptit theo sang ché
lam tang cac muc biéu hién cua cac gen Dspp, Dmpl va Nestin ma la cdc gen danh
ddu qua trinh biét héa dic hiéu nguyén bao tao nga rang, va thuc day su hinh thanh
nguyén bao tao nga rang khi cdc peptit dugc cdy ghép, cling véi céc té bao ty ring,
vao co thé, va cu thé, cac 1é bao tiy rang nay thuc ddy su hinh thanh cta md gidng
nga rang/tuy rang khi cac peptit duoc cdy ghép vao cic khoang trbng & dng chan rang.
Ciing ¢6 thé thdy rang nga ring sinh Iy 0idng v6i duoc quan sat ¢ nga rang nguoi tu
nhién dugc hinh thanh nho cac peptit mdéi nay.

Theo dé, co thé thdy rang cac peptit theo sang ché ¢co thé duoc st dung trong

viéc diéu tri cac bénh v¢ nga rang hodc tuy rang.

Nghién ctru nay dugc ho tro bdi Vién danh gia Ky thudt cong nghiép Han Québc
(Korea Evaluation Institute of Industrial Technology - KEIT) cip kinh phi boi BO
Thuong mai, Cong nghiép va Nang luong vao ndm 2017.

Hiéu qua cia sang ché

Peptit thuc ddy su tai tao cdc nga rang hodc mo ty rang va diéu tri qua cam nga rang
clia sang ché c6 cac hiéu qua tuyét voi trong viée thiic ddy su tai tao cdc nga rang hodc
mo tuy rang, va do do, no co thé duoc ap dung rong rdi cho sy phat trién cac tac nhan

dé ngan nglra hodc di€u tri cac bénh ve nga rang hodc tuy rang.
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YEU CAU BAO HO
1. Peptit ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhom o0m ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO: 1 dén 86 va 88 dén 95.
2. Peptit theo diém 1, trong d6 peptit nay co bién déi duoc chon tir nhom gdm co
axetyl hoa, amit hoa hodc metyl hoa dau tan cung N hoidc C; dua vao axit D-amin;
bién dbi lien két peptit duoce chon tir nhém gém c¢é CH,—NH, CH,—S, CHy—S=0,
va CH,—CHy; bién dbi khung suon; va bién ddi mach bén.
3. Polynucleotit ma hoa peptit theo diém 1.
4. Vecto biéu hién chira polynucleotit theo diém 3.
5. Ché pham chira peptit theo diém 1.
6. Ché pham theo diém 5, trong d6 ché pham nay chira polypeptit duoc didu ché bing
cach lién két cac peptit 1ap lai.
7. Ché phim chaa phire chét clia peptit lién két v6i thube c6 tac dung diu tri doi voi
céc bénh vé nga rang hodc tuy rang, trong d6 peptit nay c6 trinh ty axit amin bat ky
trong s6 cac trinh tu néu trong SEQ ID NO: 1 dén 96.
8. Ché pham theo didm 5, trong do ché phidm nay la dugc pham va con chaa chét
mang, ta dugc, hoac chét pha lodng duoc dung.
9. Ché phim theo diém 7, trong d6 thube ¢6 tac dung dicu tri d6i v6i chimg quéd cam
nga rang, ching sung huyét tay ring, viém tuy rang, thoai hoa tiy rang hodc hoai
tuy rang, thy rang thé6i hoai.
10. Ché pham theo diém 7, trong d6 ché pham nay 12 nu6e sic miéng khr trung diung
qua duong miéng, san pham vé sinh ding qua dudng miéng, kem danh ring, chi nha
khoa, thudc m& dung qua dudong miéng.
11. San pham thuc pham chtra ché pham theo diém 5.
12. San phém thuc phém theo diém 11, trong do thuc phém nay la dd uéng, tra, gia vi,

gom hodc béanh keo.
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13. Hop chét peptit bao gbm cac 1an 1ap cta don vi peptit, don vi peptit nay c6 trinh tu
axit amin bat ky trong s cac trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1 dén 96.

14. Hop chat peptit theo diém 13, trong d6 peptit ndy co bién ddi dugc chon tir nhom
g6m ¢6 axetyl hoa, amit héa hodc metyl hoa dau tan cung N hodc C; dua vao axit D-
amin; bién ddi lien két peptit dugc chon tr nhom gém c6 CH,—NH, CH,—S, CH,—
S=0, va CH,—CIl,; bién dbi khung suon; va bién ddi mach bén.

15. Ché phdm chtra hop chét peptit theo diém 13.

16. Ché pham chira phtic chét cta hop chét peptit theo diém 13 dugc lién két voi
thude ¢6 tac dung diéu tri dbi v6i cdc bénh v& nga rang hodc tuy rang.

17. Ché pham theo diém 16, trong do thude 6 tac dung diéu tri déi vé6i chimg qua
cam nga rang, ching sung huyét tiy rang, viém tuy rang, thoai hoa tiy rang hodc hoai
(0 tuy rang, hodc tuy rang théi hoai.

18. Ché pham theo diém 16, trong do ché pham nay 1a nuéc stc miéng khir tring dung
qua duong miéng, san pham vé sinh dung qua dudng miéng, kem danh rang, chi nha
khoa, thuéc m& dung qua dudng miéng.

19. San phim thuc pham chia ché phim theo diém 15.

20. San pham thyc pham theo diém 19, trong do6 thuc pham nay la d6 udng, tra, gia vi,

gom hodc banh keo.
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Lys Tyr Lys Gln Lys Lys Lys Ser Tyr Lys
1 5 10

<210> 94

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220>

<223> Peptit mdi

<400> 94

Lys Tyr Lys Gln Lys Arg Lys Ser Tyr Lys
1 5 10

<210> 95

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tyw rhan tao

<220>

<223> Peptit moi

<400> 95

Lys Tyr Lys Gln Lys Lys Arg Ser Tyr Lys
1 5 10

<210> 96

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tw nhan tao

<220>

<223> Peptit mdi

<400> 96

Lys Tyr Lys Gln Lys Arg Arg Ser Tyr Lys
1 5 10

<210> 97

<21i1> 20

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> mdi

<400> 97

ctgttgctag tggtgctgtt

20

<210> 98

<211> 23

<212> DNA

<213> Trinh tyw nhén tao

-890-
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<220>
<223> moi

<400> 98
cattctcctt gtgttececttt ggg

23

<210> 99

<211> 21

<212> DNA

<213> Trinh ti nhén tao
<220>

<223> moi

<400> 99
aggtcggtgt gaacggattt g

21

<210> 100

<211> 23

<212> DNA

<213> Trinh tw nhan tao
<220> )

<223> mdi

<400> 100
tgtagaccat gtagttgagg tca

23

<210> 101

<211> 23

<L212> DNA

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>

<223> méi

<400> 101
cattctecett gtgttecttt ggg

23

<210> 102

<211> 21

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 102
tgtggtcact atttgecctgt g

21

<210> 103
<211> 19
<212> DNA

-90-
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<213> Trinh tw nhan tao
<220>

<223> mdi

<400> 103

ccectgaagte gaggagetyg

19

<21C> 104

<211> i9

<212> DNA

<213> Trinh tw nhan tao
<220>

<223> moi

<400> 104

ctgctgecacce tctaagcega

19

-01-





