BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0036700

C07K 19/00; A61K 8/63; A61Q 19/00;  (13) B
(51)8 CO7K 7/08; C07J 73/00; CO7K 7/06;
A61K 31/56; A61Q 7/00

(21) 1-2018-04587 (22) 20/05/2016

(86) PCT/KR2016/005405 20/05/2016 (87) WO 2017/159922 21/09/2017

(30) 10-2016-0032988 18/03/2016 KR

(45) 25/08/2023 425 (43) 25/12/2018 369A

(73) CAREGEN CO., LTD. (KR)
46-38, LS-ro 91beon-gil, Dongan-gu, Anyang-si, Gyeonggi-do 14119, Republic of
Korea

(72) CHUNG, Yong Ji (KR); KIM, Eun Mi (KR).

(74) Coéng ty Luat TNHH Pham va Lién danh (PHAM & ASSOCIATES)

(54) THE TIEP HOP CUA FINASTERIDE VA PEPTIT, DUQGC PHAM VA MY PHAM
CHUA THE TIEP HOP NAY

(57) Sang ché dé cap dén thé tiép hop cua finasteride va peptit duoc lién két thong qua lién
két cong hoa tri va dugc pham hoic my pham phong ngura chirng rung 1ong toc hodc thuc
day sy phat trién cua 16ng toc chira thé tlep hop nay. Thé tlep hop theo sang ché c6 cau trac
trong d6 finasteride va peptit dugc lién két thong qua lién két cong hoa tri c6 hoat tinh sinh
Iy tot nhu cai thién ching rung 16ng toc, thuc day su phat trién cia long toc, thic diy su
phat trién cia té bao, v.v., c6 do 6n dinh trong nudc va kha ning thAm qua da, do d6 co thé
duoc st dung hiéu qua duéi dang ché pham phong ngira chimg rung 16ng toc va thac day
su phat trién cua 16ng toc.

F-acid F ; F-MNakkin F-Keramin2 F-WINT



36700

Linh vie ky thudt dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén thé tiép hop cta finasteride va peptit bang lién két cong héa
tri, va dugc phdm va my phim chira thé tiép hop ndy d€ ngan ngira chimg rung 16ng t6c

hoic thiic ddy su phat trién ctia 16ng téc.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Nang Iong 1a co quan déc biét trén da cia dong vat co vu. Nang long la phén 1om
sau xubng ctia bidu bi nguyén thiy, kéo dai vao trong cac 16p sau hon cia da. O chan coa
nang 16ng cé khdi t€ bao dwoc goi 13 nhii nang hodc nhi bi. Nhii nay 13 can thiét trong
chu k¥ binh thudng ciia nang 16ng va trong qué trinh phat trién cta than 16ng. Than 16ng
12 cAu tric c6 dang soi dugc tao ra tir cac té bao biéu mo két dinh mdt cach chit ch& duoc

lap day bang cac soi keratin va cac protein gan két soi.

Long t6c cua ngudi lap lai mot cach dinh ky chu ky bao gém cac pha phat trién,
ngimg phat trién va thodi trién, va di qua qua trinh rung va ti sinh 16ng téc. Chu ky phat
trién cua long téc duge didu hoa bing hormon hoic nhidu yéu t6 sinh trudong. Su cing
thing qua muc hodc sy dinh dudng kém co thé lam ting cic pha nglmg phat trién va

thoai trien, dan dén ching rung 16ng t6c ndng.

Qua4 trinh rung 16ng téc cua da dau duoc goi Ia ching rung 16ng téc. Ching rung
16ng téc c6 thé xay ra do nhiéu yéu t6 khac nhau bao gém cac yéu té mdi truong nhur tiép
xtc v6i thoi tiét, 4nh séang hodc nhiét, v.v., va cac yéu t5 bén trong nhu bénh, sy sinh dé,
su bai tiét va thay doi hormon, su dung thudc, cac didu kién dinh dudng, v.v.. 5-alpha
reductaza 13 hormon chu yéu can thiép vao co ché rung 16ng téc (cong bb don yéu ciu
chp patent Han Qudc sb 10-2008-0077762). 5-alpha reductaza 1a enzym lam ting sy tiét
bd nhon bing cach chuyén hda testosteron, 13 mdt loai androgen, thanh
dihydrotestosteron (DHT). Trong s& cac san phidm khac nhau phong ngira chimg rung
16ng téc va thic day sy phat trién ca 16ng téc c6 ban trén thi trudng san pham diéu tri
ching rung 16ng t6c, c6 nhidu san phim nhim tc ché tic dung ctia 5-alpha reductaza.

Chung rung 16ng tc ciing c6 thé xay ra do dinh dudng kém, da dau khd, cing thang, v.v.,
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ngoai cac phan ung enzym (Eunju Ryu, et al., The Journal of Korean Society of Design
Culture, 18(2), trang 89-100, 2012). Trong truong hop rung 16ng téc do cic nguyén nhan
nay, chimg rung 16ng toc c¢6 thé dugc ngan ngira va sy phat trién cua 16ng téc c6 thé duge
thic ddy bing cach cung cip dinh dudng dy du, thuc hién viéc xir Iy da dau va nap hoic

diing céc chit chdng oxy hoa.

Khong phu thudc vao nguyén nhan cta nd, cudi cling, chiing rung I6ng téc cé thé
din dén anh huéng 16n vé tinh than, x4 hoi va gi6i tinh, cing v6i su mat niém kiéu hinh
va 10ng tu t6n. Dé didu tri ching rung 1éng téc, cho dén nay, cac chit khac nhau d3 duge
stt dung 1am dugc chit, nhung trén thuc té chung ¢6 nhuge diém Ja qué dit hoic ching
thé hién su khac biét c4 thé 16n. Ngoai ra, lién quan dén cic san phdm my pham, chiét
xuét tir thuc vat ré hon nhung c6 tac dung kém hon di dugc str dung, nhung tic dung I3

khéong dang ké.

Céc bién phap diéu tri va giai phap cho ching rung long téc di dugc thay ddi dang
ké trong mdt khoang thoi gian dai. D3 ¢ thé che gidu tinh trang hoéi diu bing bo téc gia,
téc gia mot phin va ndi téc, nhung diéu nay khong thé tao ra tc méi. Ngoai ra, hai dugc
chat hién c6 (minoxidil va finasteride) di biét cho dén nay c6 thé lam cham su rung long
téc thém nita, nhung thuc sy khéng thé duoc st dung nhiam muc dich dem lai su tai sinh
nang 10ng. Ngoai ra, dudi dang cdc san phdm m§ pham dung cho téc, nhidu sin phim
ngin nglra ching rung 16ng téc bang cach st dung chiét xudt tir thuc vét, v.v. di duoc
phat trién, nhung rat khé im ra c4c san phdm ma c6 tac dung '[;c_lo ra su phat trién cta long
téc méi.

Cac yéu t6 khac nhau c6 lién quan véi nhau trong tién trinh phat trién va thoi héa
cua long téc. Vi du, da cé nhiéu béo cdo vé viée sir dung mdt loat yéu td sinh trudng dé
thic day yéu td sinh trudng té bao simg, thic diy hoat tinh ciia yéu t6 sinh trudng ndi md
mach mau, va thiic diy su phat trién ciia 16ng téc bang cach e ché hoat tinh clia protein
loai BMP. Tuy nhién, mic di cac yéu td sinh trudng nay thé hién tic dung xuit sic, cn
-6 qua trinh tai gip cudn bd sung va cin thém thoi gian dé thu duoc céc yéu t6 sinh
trudng tu nhién, va cin c¢6 quy trinh tinh ché phirc tap dé loai bo ngudn 6 nhiém c6 ngudn
gbc tir truc khuén rudt két trong qua trinh tinh ché. Ngoai ra, do d6 6n dinh va khdi luong

phan tr cao ctia no, khong thé dé dang vugt qua l6p 1ong téc bao vé, va do do, diéu nay
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cing v6i chi phi dét ctia né 1am giam viéc st dung no.

Ngoai ra, c6 phuong phip ma ngin ngua sy lam méng 16ng téc va lam cho 1ong
toc mong tré nén day trd lai nho tinh d6i khang cua finasteride d6i véi So-reductaza dua
trén tac dong cda finasteride véi ahdrogen. Pé 1am vi du dai dién, c6 Propecia (Merck
U.S.A.) ma da duoc phé chudn vé tic dung va do 6n dinh ciia né bdi Cuc quan Iy Dugc
phim va Thuc phdm (FDA) Hoa K7 vao thdng mudi hai ndm 1997 lam san phim diéu tri
ching rung 16ng téc dau tién co thé an dugc va duoc dua ra thi truong dudi dang san
phim diéu tri ching rung 1dng téc vio nim sau d6. Finasteride 1a duoc chét ma tc ché
enzym 5o-reductaza 1a enzym chuyén hoa testosteron, mdt loai androgen, thanh DHT gay
ra ching rung 16ng téc. Do su san sinh DHT dugc tic ché bing cach ding duoc chit, nd
dong vai tro 1am cho 16ng toc héi mong tré nén day va dai tré lai. Tuy nhién, mét hang
thang dé finasteride giy ra tic dung ngin ngira chiing rung 16ng téc. Ngoai ra, dbi voi
phu nft, c6 kha ning cao xay ra bién dang bdm sinh & bao thai khi ding dugc chét ndy, va
dbi voi nam gidi, co su so hai vé céc tac dung phu nhu mAt sinh luc, rdi loan cuong, roi
loan xut tinh, v.v., va 4p luc ma tic dung ngin ngira chiing rung 16ng téc chi c6 thé duoc
duy tri khi dung dugc chét trong ca cudc doi. Do do, ¢ nhiéu han ché déi vai viée st

dung thirc té 1am sang (céng bd don yéu ciu cAp patent Han Qudc s6 10-2012-0120912).

V& van d& nay, cac tac gia sang ché di phat trién peptit Nokkin (cong bd don yéu
ciu cép patent Han Quéc sb 10-2010-0085407) c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO.3, peptit Keramin2 (cong bd don yéu ciu cip patent Han Quéc s6 10-2009- 0108323)
¢6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO.2, va peptit WINT (cong bb don yéu cau cip
patent Han Quéc s6 10-2011-0023991) c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO.1 Ia
céc peptit ma ¢6 do 6n dinh cao hon rat nhidu so voi cac yéu t6 sinh trudong tw nhién va
c6 thé cai thién cac van d& gay ra do khdi lugng phan tir 16n clia cac yéu 4 sinh trudng tu
nhién ddng thoi ¢ chitc ning hoic tic dung twong duwong nhu hodc twong tu nhu céc yéu
tb sinh trudng tu nhién. Tuy nhién, finasteride dugc st dung thong thudng hodc cic peptit
cé cac trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO.1 dén 3 van cn phai dugc cai thién vé
cac mat cai thién tac dung ngin nglra chiing rung 16ng téc va thic day su phat trién cia

16ng toc, lam gidm cac tac dung phu va lam ting d6 hoa tan trong nude.
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Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Sang ché nhim giai quyét cac vAn d& cta ché phdm ting cudng phat trién 16ng téc
thong thuong. Muyc dich ctia sang ché 13 d& cap dén ché pham ngin ngira chimg rung 16ng
téc va/hoac thic déy su phat trién ctia 16ng téc ma c6 chirc ning twong tu hodc cao hon
rAt nhidu so v6i cac ché phdm phat trién 16ng téc thong thuong nhu céc yéu td sinh
trudng tu nhién hodc cc peptit c6 cac trinh tu-axit amin nhu néu trong cac SEQ ID
NO.1-SEQ ID NO.3 hoac finesteride, va c6 cac dic tinh sinh 1y hoc rat cao nhu kha nang

thdm qua da va d¢ on dinh trong nuéc.

Pé dat dugc muc dich néu trén, sng ché dé cap dén thé tiép hop clia finasteride va

peptit bang lién két cong hoa tri.

Theo mot phuong an, peptit co thé c6 tir 2 dén 30 axit amin, t6t hon néu 5 dén 20
axit amin, t&t hon nita néu 8 dén 15 axit amin, va tot hon nita néu 10 dén 12 axit amin,

nhung khong chi gidi han & cac khoang tri sO nay.

Theo mét phuong an, tot hon néu, peptit nay 1 peptit hoa tan trong nudc, nhung
khong chi giGi han peptit nay. Theo mdt phuong 4n uu tién, peptit hoa tan trong nudc cd
it nhét 50%, tdt hon néu it nhit 60%, tét hon nita néu it nhit 70%, tot hon nita néu it nhat
80%, tot hon nita néu it nhit 90%, va tdt nhit néu 100% axit amin c¢6 mach bén than
nudce, va do dé, tét hon néu cao. Theo mét phuong an, axit amin cé mach bén thin nudc
c6 thé 13 axit amin mang dién, vi du, arginin (Arg), histidin (His), lysin (Lys), axit
aspartic (Asp) hodc axit glutamic (Glu), nhung khong chi gi(’ﬁ han & céc axit amin nay.
Theo mot phuong an, peptit hoa tan trong nuéc cd thé bao gdm it nhét 3 axit amin mang
dién, t8t hon néu it nhit 5 axit amin mang dién, va tdt hon nita néu it nhat 7 axit amin

mang dién, nhung khong chi gi¢i han & céc tri s6 nay.

Theo mdt phuong 4n uu tién, peptit hoa tan trong nudc c6 ndm axit amin c6 mach
bén ky nuéc hodc it hon, tot hon néu bon hodc it hon, tot hon nita néu ba hodc it hon, tot
hon nita néu hai ho#c it hon, tot hon nita néu mdt hodc it hon, va tot nhat néu khéng co

axit amin c6 mach bén ky nudéce.

Theo mot phuong 4n, peptit cé thé 13 peptit Nokkin c6 trinh ty axit amin néu trong
SEQ ID NO.1, peptit Keramin2 c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO.2, hodc peptit
WINT c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO.3, nhung khong chi giéi han & cac

-5
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peptit nay.

Ngoai ra, sang ché dé cap dén duoc phim phong nglra chiing rung 1dng téc hodc
thic ddy sy phat trién ctia 16ng toc chira thé tiép hop bét ky trong s6 cac thé tiép hop néu

trén.

Ngoai ra, sang ché dé cap dén my phim phong ngira chimg rung 16ng toc hodc
thic ddy su phat trién ciia 16ng t6c chira thé tiép hop bét ky trong s6 céac thé tiép hop néu

trén.

Theo mdt phuong an, m§y phim c6 thé c6 dang bao ché nhu thubc xtrc 1am mém,
thude xtrc dang sita, kem dudng, kem xoa bop, nudc hoa, kem dung cho mét, kem lam
sach, bot 1am sach, nuéc lam sach, miéng dép, ché phém phun xit, bot, thube bd l16ng toc,
kem dung cho 16ng toc, thudc xtrc dung cho 16ng téc, dau goi ding cho 1dng tdc, thudc
rtra 16ng toc, ddu dudng 1ong toc, thude xit 16ng téc, thudc sol khi dung cho 1dng toc, sap
thom, sol gel, nhil twong, dau, sap va sol khi, nhung khong chi gii han ¢ cac dang bao

ché nay.

Thé tiép hop theo sang ché c6 chu tric lién hop gitra finasteride va peptit bang lién
két cong hoéa tri khong chi ¢ hoat tinh sinh ly rAt cao nhu ngin ngira ching rung 1ong
t6c, thuc dy su phat trién ctia 16ng toc, thiic day su phét trién cua té bao, v.v., ma con co
d6 4n dinh trong nudc va kha ning thdm da rit cao, va do d6, c6 thé duogc str dung hitu
ich lam ché phim @ ngin nglra chimg rung 16ng téc va thic dAy su phat trién cua 16ng
toc.

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 1a hinh anh thé hién mirc d6 hoa tan cua thé tiép hop theo sang ché va
finasteride trong nudc.

Fig.2a va Fig.2b 1a cac dd thi thé hién tac dung cua thé tiép hop theo séng ché va
finasteride dén hoat tinh 5a reductaza. Fig.2a va Fig.2b 1an luot thé hién néng do DHT va
testosteron twong dbi sau khi xtt 1y béng thé tiép hop theo séng ché va finasteride.

Fig.3a 13 hinh 4nh nhuém mién dich thé hién hinh dang va sb luong té bao simg
sau khi xir Iy bing thé tiép hop theo séng ché va finasteride, va Fig.3b 12 d thi thé hién

s6 luong twong dbi cia té bao simg theo ndng d6 hop chit ding dé xu ly.
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Fig.4a 13 hinh anh nhudm mién dich thé hién hinh dang va s6 lugng cia cac té bao
nht bi 16ng téc ctia ngudi (human hair dermal papilla cell - HHDPC) sau khi xtr 1y bing
thé tiép hop theo sang ché va finasteride, va Fig.4b 14 d6 thi thé hién sb lugng tuong ddi

cta té bao simng theo ndng dd hop chit dung dé xir 1y

Fig.5a 13 hinh anh thAdm tach Western thé hién mic dd van chuyén beta-catenin
vio trong nhén trong cac t& bao HHDPC sau khi xi 1y bang thé tiép hop theo sang ché va
finasteride, va Fig.5b 13 dd thi chuyén dbi mtc do chuyén vi nay thanh céc tri s tuong
ddi so voi ddi ching am.

Fig.6a 13 hinh anh thdm tich Western thé hién mirc do biéu hién phospho-
Smad1/5/8 trong cac t& bio HHDPC sau khi xir 1y bing thé tiép hop theo sang ché va
finasteride, va Fig.6b 12 dd thi chuyén d6i mirc do biéu hién nay thanh céc tri sb tuong
dbi so v6i BMP2.

Fig.7a I hinh anh dién di thé hién mirc d6 biéu hién ARN théng tin DKK-1 trong
cac t& bao HHDPC sau khi xtt I bang thé tiép hop theo sang ché va finasteride, va Fig.7b
13 @b thi chuyén dbi mirc do biéu hién nay thanh cic tri s6 twong dbi so véi dbi chimg am.

Fig.8a va Fig.8b 13 hinh anh x4c nhan tic dung ctia thé tiép hop theo sang ché dén
su phét trién ciia 16ng t6c thong qua thir nghiém trén dong vat. Fig.8a so sanh mirc do
phat trién cta 16ng téc chudt nhit duge ding finasteride va thé tiép hop theo sang ché, va
Fig.8b x4c nhén sb lwong nang 16ng bang cach nhudm H&E 16ng téc cua da lung cia
chudt nhit digc ding finasteride va thé tiép hop theo sang ché bing H&E.

Fig.9a va Fig.9b 12 c4c dd thi thé hién két qua cua thir nghiém danh gia kha ning
thdm qua da cua thé tiép hop theo sang ché.

Mo ta chi tiét sdng ché

Dé dat duoc muc dich, sing ché dé cap dén thé tiép hop ciia finasteride va peptit

bang lién két cong hoa tri.

Finasteride 1a N-(1,1-dimetyletyl)-3-oxo-(50,17p)-4-azaandrost-1-en-17-

carboxamit c6 cong thuc 1.

Cong thuc 1
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Theo sang ché, thuat ngit “peptit” c6 nghia la phan tr mach thing dugc tao ra
thdng qua lién két peptit ctia cac gbc axit amin. Peptit ndy c6 thé dugc didu ché bang cac
phuong phép tong hop sinh hoc hoic héa hoc néi chung da biét trong linh vuc nay, dic
biét 1a bing k§ thudt tbng hop pha rin (Merrifield, J. Amer. Chem. Soc. 85:2149-
54(1963); Stewart, et al., Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd. ed., Pierce Chem. Co.:
Rockford, 111(1984)).

Peptit c6 tic dung lam tang d6 hoa tan trong nudc cua finasteride. Theo khia canh
nay, tbt hon néu, peptit 13 peptit hoa tan trong nuéc, nhung khong chi gidi han & peptit
nay. Theo mdt phuong an, peptit cé thé ¢6 tir 2 dén 30 axit amin, t6t hon néu 5 dén 20
axit amin, tt hon nita néu 8 dén 15 axit amin, va t6t hon nira néu 10 dn 12 axit amin.
Theo moét phuong an uu tién, peptit co it nhat 50%, t6t hon néu it nhit 60%, t6t hon nita
néu it nhit 70%, tdt hon nita néu it nht 80%, t5t hon nita néu it nhit 90%, va tét nhat néu
100% axit amin ¢6 mach bén than nuéc, va do do, tdt hon néu cao. Mit khéc, peptit co
50% hodc it hon, t6t hon néu 40% hodc it hon, 8t hon nita néu 30% hogc it hon, t6t hon
nita néu 20% hodc it hon, t6t hon nita néu 10% hodc it hon, va t6t nhat néu 0% axit amin
¢6 mach bén ky nuée, va do dé, tot hon néu thip. Theo sang ché, “axit amin c6 mach bén
than nu6c” dugc dung dé chi arginin (Arg), histidin (His), lysin (Lys), axit aspartic (Asp),
axit glutamic (Glu), serin (Ser), threonin (Thr), asparagin (Asn), glutamin (Gln), xystein
(Cys), selenoxystein (Sec), glyxin (Gly) va prolin (Pro), va “axit amin c6 mach bén ky
nuée” duge dung dé chi alanin (Ala), valin (Val), isoleuxin (Ile), leuxin (Leu), metionin
(Met), phenylalanin (Phe), tyrosin (Tyr) va tryptophan (Trp), nhung khdng chi giéi han &
cac axit amin nay. Ngoai cic axit amin cd mdt trong thé gi6i tu nhién, céc bién thé cua
ching c6 thé duoc st dung ma khéng c6 gi6i han. Theo mdt phuong an, t6t hon néu axit
amin c6 mach bén than nudc 13 axit amin mang dién, nhu arginin (Arg), histidin (His),

lysin (Lys), axit aspartic (Asp) hodc axit glutamic (Glu), nhung khong chi gi6i han ¢ céc
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axit amin nay. Theo mdt phwong 4n, peptit hoa tan trong nuéc céd thé bao gbm it nhét 3
axit amin mang di€n, t6t hon néu ft nhat 5 axit amin mang dién, va t5t hon nita néu it nhat

7 axit amin mang dién, nhung khong chi giéi han & céc tri sO nay.

Theo mot phuong an uu tién, peptit c6 ndm hodc it hon, t5t hon néu bén hoic it
hcm, tdt hon nita néu ba hoic it hon, t5t hon nita néu hai hoic it hon, tdt hon nita néu mét
hodc it hon, va t5t nhat néu khong c6 axit amin c6 mach bén ky nuéc. Theo mot phuong
an, peptit co thé 13 peptit Nokkin cé trinh ttr axit amin néu trong SEQ ID NO.1, peptit
Keramin2 cé trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO.2, hodc peptit WINT c6 trinh tu
axit amin néu trong SEQ ID NO.3, nhung khong chi giéi han & cac peptit nay.

Theo mot phuwong 4n, thé tiép hop theo sang ché ¢6 chirc ning thiic diy su phat
trién cua té bao sing va cac té bio HHDPC. Theo mot phuong 4n, thé tiép hop theo sang
ché c6 chirc nang hoat héa qua trinh truyén tin hiéu WNT. Theo mot phuong én, thé tiép

hop theo sang ché chuyén vi beta-catenin vao trong nhan.

Ban than thé tiép hop theo sang ché ¢6 dd 6n dinh rit cao, nhung do 4n dinh cua
n6 c6 thé duge cai thién hon nita bing cach cai bién axit amin bt ky cu thanh peptit
duoc tiép hop véi hop chét nay. Theo mot phuong 4n, dau tan cung N ciia peptit ndy c6
thé dugc tiép hop v6i nhém bao vé& duge chon tir nhém bao gdm nhém axetyl, nhém
florenyl metoxy cacbonyl, nhém formyl, nhém palmitoyl, nhém myristyl, nhom stearyl
va polyetylen glycol (PEG), dé cai thién hon nita do 4n dinh. Theo mot phurong 4n, peptit
nay c6 thé dugc tiép hop véi nhém béo vé duge chon tir nhém bao gdm nhém axetyl,
nhém florenyl metoxy cacbonyl, nhém formyl, nhém palmitoyl, nhém myristyl, nhém
stearyl va polyetylen glycol (PEG), dé cai thién hon nira d6 6n dinh.

Viéc cai bién axit amin nhu néu trén cai thién t6t do dn dinh cua thé tiép hop theo
sang ché. Theo sang ché, thuat ngir “dd on dinh” dugc st dung dé bao ham khoéng chi do
&n dinh “in vivo”, ma con d6 én dinh “in vitro” nhu @ dn dinh khi bao quan (vi dy, d6 6n
dinh khi bao quan & nhiét dd trong phong). Ngoai ra, nhém bao vé€ dugc dé cap trén day
bao vé thé tiép hop theo sang ché khoi su tAn cong in vivo va in vitro ciia enzym phan giai

protein.

Ngoai ra, sang ché dé cap dén ché pham dé dicu tri hodc céi thién ching rung 16ng

-té¢ chira thé tiép hop nay 1am hoat chét. Theo mét phuong 4n, sang ché dé cap dén ché
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pham dé cai thién tinh trang da chira peptit nay lam hoat chit. Theo sang ché, ché phim
nay co thé & dang dugc phém hodc thuc phém lanh manh, nhung khéng chi gi6éi han &

cac dang bao che nay.

Do ché phiam theo sang ché chtra thé tiép hop theo sang ché 1am hoat chit, phan
md ta chung giﬁa ching duge luge bé dé tranh trung lip qua mic dan dén sy phirc tap
ctia ban mo ta.

Theo mét phuong 4n, viée diéu tri hodc cai thién chimg rung 16ng téc bang thé tiép
hop theo sang ché 1 thiic day su phat trién ctia 16ng téc hodc 1am moc 16ng téc. Theo mot
phuong 4n vu tién, thé tiép hop theo sang ché c6 kha ning thic dAy su phat trién cua té
bao simg va cac té bao HHDPC, va thuc ddy qua trinh truyén tin hiéu beta-catenin, 13 qua
trinh truyén tin hiéu dai dién ctia protein WNT. Thong qua cac thir nghiém trén dong vat
dugce thuc hién dua trén céc két qué ndy, c6 thé thiy rang thé tiép hop theo sang ché thiic
dAy su phat trién cia 16ng téc mot cach dang ké. Do do, ché phim theo sang ché 13 rit c6

hiéu qua trong viéc cai thién sy phat trién cua 16ng toc va tinh trang da.

Ngoai ra, theo mot phuong an, viéc cai thién tinh trang da bang thé tiép hop theo
sang ché bao gdm viéc cai thién nép nhin, cai thién kha ning dan hoi cia da, ngin ngira

130 hoa da, cai thién viéc 1am am da, loai bo seo hodc tai sinh da.

Do ché phdm theo sang ché chira thé tiép hop theo sang ché 1am hoat chat, phin
md ta chung giita ching dugc luoc bo dé tranh tring 13p qua mic din dén su phirc tap
ctia ban mo ta.

Theo médt phuong 4n wu tién, ché phdm theo séng ché 13 duogc phim chua (a) thé

tiép hop theo sang ché véi lugng cé hidu qua dugc hoc; va (b) chit mang duoc dyng.

Trong ban mé ta ndy, thut ngit “lugng ¢ hiéu qua dugc hoc” ¢6 nghia 1a lugng

du dé dat duge hiéu luc hodc hoat tinh cua thé tiép hop theo sang ché.

Chit mang dugc dung cia dugc phdm theo sang ché ma néi chung dugc st dung
dé bao ché c6 thé bao gém lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, tinh bdt, gdm cay
keo, canxi phosphat, alginat, gelatin, canxi silicat, xenluloza vi tinh thé, polyvinyl
pyrolidon, xenluloza, nuédc, xird, metyl xenluloza, metylhydroxybenzoat,

propylhydroxybenzoat, talc, magie stearat va dau khoang, nhung khoéng chi giéi han &
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céc chét nay. Ngoai cac thanh phin trén day, dugc phdm theo sang ché c6 thé con chira
chit lam tron chay, chét thdm u6t, chat lam ngot, chét tao huong vi, chit nhii hoa, chit
gay thdm &n dinh, chit bao quan, v.v.. Cac chat mang dugc dung thich hop va cac ché

phim dugc mo ta chi tiét trong Remington's Pharmaceutical Sciences (19th ed., 1995).

Duoc phim theo sang ché c6 thé duoc bao ché thanh dang lidu don vi hoic dang
nhidu lidu bing cach sit dung chit mang va/hodc ta duge duge dung theo phuong phép
ma ngudi c6 hiu biét thong thudng trong linh vuc ndy cé thé d& dang '[hl_IC hién dugc.
Trong trudng hop niy, dang bao ché c6 thé 13 dang dung dich trong madi truong dau hodc
nuée, hdn dich hodc nhii tvong, hodc c6 thé & dang chiét xudt, bot, hat, vién nén, vién

nang hoic gel (vi du, gel nu6c), va c6 thé con chira chit phan tan hodc chét 6n dinh.

Dugc phim theo sang ché c¢é thé duge ding qua dudng miéng hoic ngoai dudng
tiéu hoa trong qua trinh dung 1am séng va c6 thé duoc sit dung & cac dang duogc phim
phd bién. Tuc 13, dugc phdm theo sang ché c6 thé dugc ding & cic dang bao ché qua
dudng miéng va ngoai dudng tiéu hoa khac nhau trong qua trinh ding thuc té 1am sang.
Khi dugc bao ché, co thé sir dung chét pha lofing hodc ta dwgc nhu chit 1am ddy, chét 1am
dac, chét két dinh, chat thAm uét, chét gdy ra, chét hoat dong bé mit, v.v. thuong duoc s
dung. C4c ché phdm rin @ ding qua duong miéng bao gdm vién nén, vién tron, bot, hat,
vién nang, v.v., va cac ché phém rin nay dugc bao ché bﬁng cach tron it nhat mot ta dugc
nhu tinh bdt, canxi cacbonat, sucroza hodc lactoza, gelatin, v.v. v&i chiét xuit thao duoc
hoaflc san phém thao dugc dugce 1én men. Ngoai ra, ngoai cac tad dugc don gian, chit lam
tron chay nhu magie stearat hodc talc ¢ thé duoc sit dung. Cac ché pham 1ong dé ding
qua dudng miéng bao gém hdn dich, dung dich, nhii twong, xird, v.v., va c6 thé chtra cac
t4 duge khac nhau nhu chét thdm wét, chit tao huong vi, chét thom, chit bao quén, V.v.,
ngoai nude va parafin 16ng, ma 13 cac chit pha loing don gian thudng dugc sir dung. Cac
ché phdm dé ding ngoai dudng tidu héa bao gdm dung dich nuéc, dung dich khéng phai
nudce, hdn dich, nhii twong, ché phém duogc siy thing hoa, va ché phém dang dat da duoc
tiét tring. P& 1am cic dung méi khong phai nuéc hoic hdn dich, propylen glycol,
polyetylen glycol, diu fhuc vat nhu ddu oliu, este dé tiém nhu etyl oleat, v.v. ¢6 thé dugc
sir dung. D& 1am cbt ciia ché phdm dang dit, witepsol, Macrogol, Tween 61, bo cacao,

chét béo laurin, glyxerol, gelatin, v.v. c6 thé dugc st dung.
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Dugc phém dang lidu don vi ¢6 thé chua, vi du, 1, 2, 3 hoic 4 liéu riéng hodc 1/2,
1/3 hodc 1/4 lidu riéng. Liéu riéng cha lwong duge chit ma dugc ding trong mot 1an

dung va liéu ndy thudng twong tng vai toan bo, 1/2, 1/3 hodc 1/4 lidu hing ngay.

Duoc phdm theo sang ché c6 thé dugc bao ché thanh dang lidu don vi hodc dang
nhidu lidu bang cach sir dung chit mang va/hosic ta duge duge dung theo phuong phép
ma ngudi ¢6 hiéu biét thong thudng trong linh vuc ndy c6 thé d& dang thyc hién dugc.
Trong truong hop nay, dang bao ché c6 thé 13 dang dung dich trong méi trudng diu hOETlCl
nude, hon dich hodc nhil twong, hoic c6 thé & dang chiét xuit, bot, hat, vién nén, vién

nang hoic gel (vi du, gel nuéc), va c6 thé con chira chét phén tan hodc chét én dinh.

Theo mdt phuong 4n wu tién, ché phdm theo sang ché 13 m§ phdm chua (a) thé tiép
hop theo sang ché véi luong c6 hidu qua vé mit thim m¥; va (b) chit mang dugc chip
nhan dung trong m§ phim. |

&9

Trong ban mé ta nay, thuat ngt “lugng c6 hiéu qua vé mit thim my” c6 nghia 1a

luong du dé dat dugc hidu qua cai thién da cla ché phém theo sang ché.

M5 phdm theo sang ché c6 thé duge bao ché thanh dang bao ché bit ky thuong
dugc bao ché trong linh vuc nay. Vi du, né c¢é thé dugc bao ché thanh dung dich, hdn
dich, nhii twong, bdt nhao, gel, kem, thudc xtic, bot, xa phong, ché pham 1am sach chua
chét hoat dong bé mit, diu, nén dang bot, nén dang nhii tuong, nén dang sap va ché phém
phun xit, v.v., nhung khdng chi giéi han & cac dang nay. Cu thé hon, no6 ¢é thé duge bao
ché thanh cic dang khéc nhau nhu thudc xtc ding cho da, thudc xtrc dang sita, kem
dudng, kem xoa bop, nudc hoa, kem dung cho mét, kem 1am sach, bot 1am sach, nudc
lam sach, miéng dép, ché phim phun xit, bot, thudc bd léng téc, kem ding cho 16ng téc,
thubc xtrc dung cho 16ng téc, diu gbi ding cho 16ng téc, thudc rira 16ng toc, dau dudng
16ng téc, thube xit 1ong téc, thude sol khi dung cho 16ng téc, sap thom, dung dich nhu
gel, v.v., sol gel, nhii twong, dau, sap, sol khi, v.v., nhung khong chi gi6i han & cac dang
nay.

Khi dang bao ché theo sang ché 12 bot nhio, kem hoic gel, thi dau dong vat, dau
thuc vét, sap, pafaﬁn, tinh bot, tragacan, din xuét xenluloza, polyetylen glycol, silic,
bentonit, silic dioxit, talc hodc kém oxit, v.v. ¢ thé dugc sir dung 1am thanh phﬁn chét

mang.
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Khi dang bao ché theo sang ché 13 bot hodc xit, thi lactoza, talc, silic dioxit, nhom
hydroxit, canxi silicat, hodc bdt polyamit c6 thé duoc st dung 1am thanh phin chit mang,
va dic biét 1a, ché phém dang xit cé thé con chita chat déy nhu clo flo hydrocacbon,

propan/butan hodc dimetyl ete, nhung khong chi giéi han & cac chét nay.

Khi dang bio ché theo sang ché 1a dung dich hodc nhii twong, thi dung méi, chét

-lam tang do hoa tan hodc chit nhii hoa c6 thé dugc st dung 1am thanh phﬁn chét mang.
Vi du, nudc, etanol, isopropanol, etyl cacbonat, etyl axetat, rugu benzylic, benzyl

‘benzoat, propylen glycol, dau 1,3-butylglycol, glyxerol este béo, polyetylen glycol hodc

sorbitan este ca axit béo co thé dugc sir dung, nhung khong chi giéi han & cac chat nay.

Khi dang bio ché theo sang ché 13 hdn dich, thi chét pha losng dang long nhur
nude, etanol hodc propylen glycol, hdn dich nhu rugu isostearyl dugc etoxyl hoa,
polyoxyetylen sorbitol este va polyoxyetylen sorbitan este, xenluloza vi tinh thé, nhém
metahydroxit, bentonit, thach hodc tragacan, v.v. cé thé duoc st dung 1am thanh phén

chit mang, nhung khong chi gi6i han & cac chét nay.

Khi dang bao ché theo sang ché 1a ché phim 13m sach chtra chit hoat dong bé mat,
thi rugu béo sulfat, rugu béo ete sulfat, monoeste cla axit sulfosucxinic, isethionat, dan
xuét imidazolini, metyl taurat, sarcosinat, amit ete sulfat ciia axit béo, alkyl amido betain,
rugu béo, glyxerit cta axit béo, dietanolamit cia axit béo, dAu thuc vat, dan xuit lanolin,
hodc glyxerol este cta axit béo duge etoxyl hoa, v.v. co thé du(}c str dung 1am thanh phan

chit mang, nhung khong chi gi6i han & céac chét nay.

Khi dang bao ché theo sang ché 14 dau goi ding cho 16ng téc, thi cdc thanh phan
nén dé tao nén dau g0i nhu cht 1am dic, chit hoat dong bé mit, chit kiém soat d6 nhdt,
chét gilt Am, chat kiém soat do pH, chit bao quén, tinh dau, v.v. duge tron v6i thé tiép
hop theo sang ché. D& 1am chét lam déé, CDE c¢6 thé dugc st dung. DPé 1am chét hoat
dong bé mit, chét hoat dong bé mit anion nhu LES va chét hoat dong bé mat ludng tinh
nhu coco betain c6 thé duge st dung. D& 1am chét kiém soat d6 nhét, polyquater co thé
duoc sit dung. D& 1am chét giit 4m, glyxerin c6 thé dugc sit dung. Dé 1am chét kiém soat
do pH, axit xitric va natri hydroxit c6 thé duoc st dung. Pé 1am chét bao quan, chiét xuét
cdy budi chum c6 thd duoc st dung. Ngoai cic thanh phim niy, tinh ddu nhu g tuyét

tung, cdy bac ha, cdy huong thao, v.v., va axit amin to tém,(pentaol, vitamin E, v.v. ¢6 thé

-13-



36700

duoc bd sung vao. Theo mét phuong 4n, twong tmg v6i 100 phan khéi lugng cia thé tiép
hop theo sang ché, 5 dn 10 phén khéi lugng CDE, 30 dén 40 phﬁn khoi luong LES, 10
dén 20 phﬁn khdi lugng coco betain, 0,1 dén 0,2 phén khéi lugng polyquater, 5 dén 10
phan khéi luong glyxerin, 0,1 dén 1,01 phén khéi Iuong chiét xudt cay buédi chum, 0,5
dén 1 phén khéi lugng axit amin to tam, 0,5 dén 1 phén khéi lugng pintail, 0,5 dén 2
phﬁn khéi lugng vitamin E, va 0,01 dén 0,1 phén khéi lugng cua chét bét ky trong s6 tinh
diu cia gd tuyét tung, cdy bac ha, ciy huong thao, cé thé dugce tron véi nhau, nhung

khong chi gidi han & cac luong nay.

Céc thanh phin duoc bao gdm trong m§ phim theo sang ché bao gdm céc thanh
phan thuong duoc st dung trong m§ phdm, ngoai hoat chat 13 thé tiép hop theo sang ché
va céc thanh phan chit mang. Vi du, my phdm cé thé con chira chat b tro thong thuong
nhu chét on dinh, chit lam tang do hoa tan, vitamin, chit mau va chét thom, nhung khong
chi gi6i han & cac chét nay.

Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& dugc mé ta chi tiét hon thong qua cac vi du sau. Tuy nhién, cic vi du
nay chi nhim muc dich minh hoa chiia khong chi gi¢i han pham vi ctia sdng ché.

Vi du 1. Téng hop thé tiép hop theo sang ché

1-1 Téng hop peptit

1-1-1 Téng hop peptit ¢ trinh tw néu trong SEQ ID NO.3

700 mg nhya clotrityl clorua (CTL resin; Nova biochem 0064 Cat No. 01-64-
0021) duoc dua vao trong thiét bi phan tng va dugc khudy trong 3 phut sau khi bd sung
10 ml metylen clorua (MC). Sau khi loai bé dung dich, 10 ml dimetylformamit (DMF)
duoc bd sung vao. Sau do, sau khi khudy trong 3 phut, dung méi dugc loai bo 1an nita.
Sau khi bd sung 10 ml diclometan (DCM) vao thiét bi phin tng, 200 mmol Fmoc-
Cys(trt)-OH (Bachem, Thuy S1) va 400 mmol diisopropyletylamin (DIEA) dugc bd sung
vao va duge hoa tan k¥ bing cach khudy. Sau khi phan tng trong 1 gior két hop khudy,
hén hop nay dugce rira va duge hoa tan bang metanol va DIEA (2:1) trong DCM. Sau khi
phan tmg trong 10 phut, hdn hop nay dugc rira bing DCM/DMF (1:1) du. Sau khi loai bé
dung dich, tiép theo bd sung 10 ml DMF va khudy trong 3 phut, dung méi dugc loai bd
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1an nita. Sau khi bd sung 10 ml dung dich loai bao vé (piperidin/DMF 20%) véo thiét bi
phan tng, hdn hop nay dugc khudy trong 10 phit & nhiét d6 trong phong va sau d6, dung
dich dugc loai bd. Sau khi bd sung 14n nira mdt luong dung dich loai bao vé gidng nhu
vy va tién hanh phan tng trong 10 phut, dung dich dugc loai bé va nhua Cys(trt)-CTL
duoc diéu ché bang cach 1an luot rira hai 14n bang DMF, mét 1an bang MC, va mot 1an -

bang DMEF, trong 3 phit.

Sau khi bd sung 10 ml DMF vao mét thiét bi phan tng khac, 200 mmol Fmoc-
His(trt)-OH (Bachem, Thuy ST) va 200 mmol Bop duge bd sung vao va dugc hoa tan k¥
bang cach khudy. Sau khi bd sung 400 mmol DIEA vao thiét bi phan ung theo hai phan,
hén hop nay dugc khudy trong it nhit 5 phut cho dén khi tit ca chit rin dugc hoa tan.
Dung dich hdn hop axit amin thu duge duge bd sung vao thiét bi phan tmg chira nhya di
dugc loai bao v€ va dugc cho phan ting trong 1 gio & nhiét do trong phong két hop khudy.
Sau khi loai bé dung dich phan tng, tiép theo khudy véi dung dich DMF 1an lugt 3 1n, 5
phtt, dung dich nay duoc loai bd. Mot lugng nhé nhua da dugc phan Umg duoc 14y ra va
dwa vao thtr nghiém Kaiser (Nihydrine Test) dé xdc dinh mtc d6 phan Gng. Nhya
His(trt)-Cys(trt)-CTL duogc didu ché theo cach giéng nhu di dugc mo ta trén day bang
c4ch loai bao vé 2 1an bing dung dich loai béo vé. Sau khi rira di bang DMF va MC va
thuc hién thir nghiém Kaiser mot lan nira, vi€c gén axit amin dugc thuc hi€n nhu sau theo

cach giéng nhu di dugc mo ta trén day.

Theo trinh tu axit amin dugc chon, phan Ung éhuSi duoc thuc- hién theo thir tu
Fmoc-Cys(trt), Fmoc-Arg, Fmoc-Gln(trt), Fmoc-Val, Fmoc-Arg, Fmoc-Thr, Fmoc-
Gln(trt) va Fmoc-Arg(pbf). Sau khi cho nhém bao vé Fmoc phan ng v6i dung dich loai
bao vé 1an luot hai 14n trong 10 phut, dung dich dugc loai bd bfmg cach rtra k¥. Sau khi
tién hanh axetyl héa trong mét gid bang cach bd sung anhydrit axetic, DIEA va HoBt,
nhya peptidyl d3 dugc bao ché dugc rira 3 14n, mdi bang DMF, MC va metanol, dugc 1am
kho béng cach phun tr tir khi nito, 1am kho hoan toan véi suw c6 mit cia P205 dudi ap
sut thap, dugc cho phan tmg v&i 30 ml dung dich duogc phép (chira axit trifloaxetic 95%,
nuéc cht 2,5% va thioanisol 2,5%) trong 2 gidr & nhiét do trong phong dong thoi khudy
gian doan. Nhya nay duoc lgoc va rua bﬁng mot lvgng nhé dung dich TFA, sau do, phﬁn
dich loc dugc két hop v6i nude cai. Sau khi chung ct dudi 4p sudt thip dé 1am giam tong

thé tich xudng khoang mét nira, tao két tia bang cach bd sung 50 ml ete lanh va két tia
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dugc tao ra dugce gom lai béng cach ly tam, tiép theo rira hai 1an bfmg ete lanh. Sau khi
loai bé nudc cai, san phém thu duge duoc lam khé mot cach déy da dudi méi truong khi
nito d& thu dugc 0,65 g peptit NH2-Arg-Gln-Thr-Arg-Val-Gln-Arg-Cys-His-Cys-OH
chua duge tinh ché (SEQ ID NO.3) (hiéu suat: 92,6%). Khdi lugng phén t do dugc 1a
1287,1 (tri s6 1y thuyét: 1286,5) bing cach str dung thiét bi phan tich khéi luong phan tu.

1-1-2Téng hop peptit cé trinh tu néu trong SEQ ID NO.1 va SEQ ID NO.2

Peptit c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.1 (Glu- Leu-Ile-Glu-His-Gly-Gly-Gly-
Arg-Pro-Ala-Asp: ELIEHGGGRPAD) va peptit c6 trinh tir néu trong SEQ ID NO.2 (Ac-
. Tyr-Lys-Ser-Lys-Lys-Gly-Gly-Trp-Thr-His: Ac-YKSKKGGWTH) dugc tbng hop bing
cach st dung phuong phép gidng nhur trong vi du 1-1-1.

Béang 1
Tri s6 do dwoc (thiét bi phén tich khoi
SEQ ID NO. Trinh tw axit amin lwrong phén ti)
Tri s6 do dwoc Tri s6 Iy thuyét
1 ELIEHGGGRPAD 1250,9 1250,35
Ac-YKSKKGGWTH 12338 12334
3 RQTRVERCHC 1287,1 1286,5

1-2 Téng hop thé tiép hop theo sing ché

1 mmol nhya peptidyl va 10 ml 1-metyl-2-pyrolidon (NMP) duoc dua vao thiét bi
phan tng peptit va dugc cho phan tng trong 30 phut sau khi bd sung 270 mg (2,0 dwong
lugng) 1-hydroxybenzotriazol (HOBt) va 759 mg (2,0 duong Iuwgng) N,N,N’,N'-
tetrametyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl) uroni hexaflophosphat, ~O-(benzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N'-tetrametyl uroni hexaflophosphat. Sau khi bd sung 388 mg (3 duong lugng)
N,N-diisopropyletylamin (DIEA) va 624 mg (2,0 duong luong) chét tuong tu finasteride,
hdn hop nay dugc cho phén ting trong 24 dén 72 gid & nhiét do trong phong dé thu duogc
nhuya peptidyl da dugc phan Ung bang cach loc. Sau khi phéan tmg nhya thu dugc trorig 2
gi0 & nhiét do trong phong bang cach st dung dung dich phén tach, nhya va nhém béao vé
duoc loai bo. Sau khi tai két tinh bing cach sit dung 10 ml (10 mmol) dietyl ete, peptit
ghép thu duoc. So d6 phan Gng cta thé tiép hop cua finasteride va peptit bang lién két

cdng hoéa tri dugec md ta chi tiét dudi day.

So @b phan tng 1 So dd phan tng cla peptit ghép CG-peptit-finasteride
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¥

- Peplit

& bihs poptidelNth

So d6 phan ing 2 So db phan ting ciia peptit ghép CG-Nokkin-finasteride

Ty HOBE 12,0 dueme Tz
HEBILE 2.0 duong luong)

So d6 phan tmg 3 So d6 phan tng cia peptit ghép CG-Keramin2-finasteride

1y HOB {26 duong hore)
HBIL {20 derog brgng}
DIEA L3 duromg hegng)

2y Dung dich phin tach B
T, 2 gide

So d6 phan ing 4 So db phan tmg cla peptit ghép CG-WINT-

finasteride

1) HOBt (2,0 duongz humy)
HBIU (2.0 &

Vi du thr nghiém 1. Thir nghiéin hoa tan cia thé tiép hop theo sang ché

Thé tiép hop finasteride-CG-Nokkin (thé tiép hop 1), thé tiép hop finasteride-CG-
Keramin2 (thé tiép hop 2), thé tiép hop finasteride-CG-WINT (thé tiép hop 3) duoc bio

ché trong vi du 1-2, va finasteride mdi chat 1an luot dugc hoa tan trong nude cat véi ndong
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d6 10 mg/ml.

Két qua thir nghiém cho thdy ring ban than finasteride hiu nhu khéng duogc hoa
tan trong nudc, con cac thé tiép hop 1 dén 3 theo sang ché déu dugc hoa tan hoan toin

trong nudc (Fig.1)

Vi du thir nghiém 2. Phén tich v& tac dung ctia thé tiép hop theo sang ché dén hoat

tinh 5a reductaza

pé xéé nhan tac dung cda thé tiép hop theo sang ché dén hoat tinh 50 reductaza,
trude tién, chiét xuét té bao gan di dugc biét 13 c6 mot luong 16n S0 reductaza duge gom
lai bing phwong phép chiét protein. Sau khi cho testosteron phan tmg véi finasteride hodc
céc thé tiép hop 1 dén 3 theo sang ché, chiét xut t€ bao gan dugc dua vao dung dich
twong ung va dugc cho phan ung trong 1 gio ¢ nhiét do 37°C. Chét phan tng ciia qua
trinh dua chiét xuét té bao gan vao trong testosteron va cho né phan ung trong 1 gio &
nhiét d6 37°C 1a dbi chimg. Sau khi phan tmg dugc hoan thanh, lugng testosteron va
DHT dugc xac nhin béng HPLC. Phan tich HPLC duogc thuc hién trong céc diéu kién

sau.
-cot C18
- UV 240 nm
- Téc d dong: 1 ml/phut
- Pha dong: A: 0,1% axit formic trong nuéc
B: 0,1% axit formic trong axetonitril
- Gradien: 0 phat B 5% ~ 30 phut B 80%

Két qua 13, khi so v6i ddi chirng, ndng db testosteron duoc ting 1én kh1 dugc xu ly
béng finasteride va cac thé tiép hop theo séng ché, va nong d6 DHT dugc giam theo ty 18
do6. Ngoai ra, khi so véi truong hop dugc xitr Iy bing finasteride, dd xac nhan dugc ring
murc do tang néng do testosteron va mirc d§ giam néng do DHT 1a r0 rét hon khi dugc xtr

1y bang thé tiép hop theo sang ché (xem Fig.2a va Fig.2b).

Vi du thir nghiém 3. T4c dung cua thé tiép hop theo sang ché dén sy phét trién cua

t€ bao siing
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Dé phan tich tac dung twong tu va tic dung Gc ché cua cac yéu td sinh trudng so
v6i thé tiép hop duoc tdng hop trong vi du 1-2, thir nghiém do nhiét lugng sulfohodomin
B (SRB) dugc thuc hién bang cach sit dung t& bao sirng HaCaT (Korean Cell Line Bank)
theo phuong phép cua Rizzino va cac ddng tac gia (Rizzino, et al. Cancer Res.
48:4266(19838)).

Céc té bao simg HaCaT dugc nudi cdy dudi khi CO, 5% trong 24 gi& & nhiét do
37°C trong méi trudng cia Eagle dugc cai bién béi Dulbecco (DMEM, Gibeo, U.S.A.)
chita 10% huyét thanh thai bo (FBS; Sigma) sau khi gay nhim mdi 15 cta dia 96 15 bang
3.000 t& bao. Dong & bao di duoc nudi cdy duoc xir I¥ bang dung dich trypsin 1% dé
tach dong t& bao di duoc nudi cdy ra khéi day ciia binh nudi cly va duge ly tim dé thu
céc hat té bao. Ching dugc gy thidm 6n dinh lai trong méi trudong nudi cdy DMEM
khong chira FBS va duoc nudi cdy dudi khi CO, 5% trong 24 gid' & nhiét do 37°C. Sau
24 gid sau d6, moi trudng dugc thay doi bing méi trudng nudi ciy giéng nhu vay khong
chira huyét thanh, va c4c té bao dugc nudi cy trong 72 gid' dudi cac diéu kién gidng nhu
d3 dugc mé ta trén day véi mau tring dugc hoa tan trong 10% DMSO trong diéu kién da
duoc tiét tring 1am déi chiéu, cac thé tiép hop 1 dén 3 theo sang ché (50uM), finasteride
(50pM), va EGF (100 nM) dugc st dung 1am d6i chiéu duong tinh. Sau khi loai bé dich
ndi va cb dinh cac t& bao bing cach sir dung etanol, cac té bao dugc rira ba 14n bang dung
dich mudi dém phosphat (phosphate buffer saline - PBS). Sau khi loai b6 dung dich rira,
va xtt Iy bing dung dich SRB do nhiét luong, tiép theo rtra diy dt bang dung dich axit
axetic 1%, c4c té bao duoc quan sat dudi kinh hién vi dé danh gia kha ning sbng cla té
bao. Ngoai ra, d6 hip thu duge do & céc tia cuc tim 560 nm dé phan tich sy tang sinh té

bao.

Sau khi xt 1y té bao sing bang thé tiép hop theo sang ché va quan st su thay dbi
hinh thai hoc trong cac t& bao 72 gid sau d6, da xac nhan dugc rang thé tiép hop theo
sang ché 1am thay doi sy phét trién va hinh dang hinh thi cua té bao sung (Fig.3a).
Ngoai ra, da xac nhén duogc réng muc d phat trién cuia t& bao sung duoc taing manh khi
duoc xit 1y bang thé tiép hop theo sang ché so véi trudng hop duge xit 1y bing finasteride
(Fig.3b).

Vi du thir nghiém 4. Tac dung cua thé tiép hop theo sang ché dén sy phat trién ctia
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té bao HHDPC

T4c dung cua cac thé tiép hop theo sang ché dén su phat trién cta cac té bao
HHDPC (ATCC/U.S.A.) dugc xac nhan theo cach gidng nhu trong vi du thr nghiém 3.
Trong truong hop nay, MNX (10 uM) va IGF-1 (1uM) duoc st dung lam d6i chimg

duong.

Két qua thir nghiém cho thay ring thé‘tiép hop theo sang ché 1am thay ddi su phat
trién va hinh dang hinh théi ctia t& baio HHDPC (Fig.4a). Ngoai ra, di x4c nhan dugc ring
muc do phat trién cia t& bao HHDPC dugc ting manh khi duge xir 1y bang thé tiép hop
theo sang ché so v6i truomg hop duge xir Iy bang finasteride (Fig.4b).

Vi du thtr nghiém 5. Phén tich v& tic dung ciia thé tiép hop theo séng ché dén qua

trinh van chuyén cla beta-catenin vao trong nhan

Sau 5 gitr xir 1y cac té bao HHDPC di dugc nudi ciy trong 48 giv bang cac thé
tiép hop theo sang ché tong hop dugc trong vi du 1-2, tac dung cia thé tiép hop theo sang
ché dén qua trinh vin chuyén ctia beta-catenin, ma 13 chit truyén tin hiéu thiét yéu dé
thiic ddy su phat trién cia 16ng téc, vao trong nhan bing qua trinh truyén tin hiéu dai dién
ctia protein WNT dugc do. Sy biéu hién cua beta-catenin dugc quan sat thong qua thur
nghiém thdm tach Western bang cach sir dung khang thé dbi v6i beta-catenin (SantaCruz,
U.S.A.), va x4c nhin xem beta-catenin c6 chuyén vi vao trong nhan hay khong bing thir
nghiém héa mé mién dich c6 sir dung cing khang thé. Cu thé, cac t& bao HHDPC dugc
nudi cdy trong ta i CO, trong 24 gid & nhiét do 37°C sau khi gay nhiém mdi 16 cia dia 6
15 bang 100.000 t& bao. Méi trudng nay duge thay dbi thanh mdi trusng DMEM khéng
chira huyét thanh, va sau do6, sau khi xir Iy c4c té bao lan lugt bang finasteride, thé tiép
hop finasteride-WINT, WINT c6 cac ndng d6 5 va 50pM, cac té bao duoc nudi ciy trong
24 gidy. Sau khi chiét protein nhan va té bao chit bang cach st dung kit chiét protein, thir

nghiém thim tach Western dugc thuc hién trong céc didu kién sau.
- chuan bi SDS-PAGE 12%
- nap 15pg protein vao SDS-PAGE
- chuyén sang mang PVDF

- phong bé bang dung dich sita giy da dugc 1am kho 5% trong 1 gio & nhiét do
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trong phong

- cho phan tng v6i khang thé thir nht (khdng thé khéng beta-catenin, khéng
HDAC, khang thé khang alpha tubulin) & nhiét do trong phong trong 2 gio' véi ndng do
1/3000

- rira ba 14n bang PBST trong 10 phrit

- cho phan ng vdi khang thé thr hai ¢ nhiét d6 trong phong trong 1 gid véi nbng
do 1/5000

- rira ba 14n bang PBST trong 15 phut

- phat hién

Két qua thir nghiém cho thiy rang khi duge xt Iy bang thé tiép hop theo séng ché,
mirc do biéu hién cua beta-catenin ting. Ngoai ra, d3 xac nhén dugc rﬁng beta-catenin
duoc chuyén vi tir t& bdo cht vio nhan béi thé tiép hop theo sang ché ngay ca khi do
xem beta-catenin cé chuyén vi vao trong nhan hay khong bang héa md mién dich trong
céc té bao HHDPC, va x4c nhan dugc rang thé tiép hop theo sang ché vin tdn tai trong té

bao chét va c6 hoat tinh (Fig.5a va Fig.5b).

Vi du thr nghiém 6. Phan tich tic dung trc ché chuyén vi tin hiéu BMP cua thé
tiép hop theo sang ché

Sau 5 gior xtt 1y cac té bao HHDPC di dugc nudi cly trong 48 gid bing céac thé
tiép hop theo sang ché tong hop dugc trong vi du 1-2, tac dung cua thé tiép hop theo sang
ché dén hoat tinh ciia phospho-Smad1/5/8, ma 14 chét truyén tin hiéu thiét yéu dé tc ché
chung rung 16ng toc, bang qua trinh truyén tin hiéu dai dién cta protein BMP dugc do.
Su biéu hién cua phospho-Smad1/5/8 dugc x4c nhan béng thir nghiém thAm tach Western
c6 str dung khang thé d6i vé6i phospho-Smad1/5/8. Cu thé, cac t& bao HHDPC.dugc nubi
ciy trong ti i CO, trong 24 gid & nhiét do 37°C sau khi gy nhiém mdi 16 cia dia 6 16
bang 100.000 té bao. Moi truong ndy dugc thay dbi thanh mdi trudng DMEM khéng
chira huyét thanh, va sau @6, sau khi xt Iy t& bao 14n luot bing finasteride va thé tiép hop
finasteride-Nokkin c6 cac néng do 0,5, 5 va 50uM, cac té bao duoc nudi cdy trong 24
gidr. Sau khi chiét protein nhan va té bao chit bang cach sit dung kit chiét protein, thir

nghiém thAm tach Western dugc thuc hién trong cac diéu kién sau.
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- chuan bi SDS-PAGE 12%
- nap 15pg protein vao SDS-PAGE
- chuyén sang mang PVDF

- phong bé bing dung dich sita gdy dd dugc lam kho 5% trong 1 gid & nhiét do
trong phong

- cho phan tng v6i khang thé thir nhit (khang thé khang phospho-Smad1/5/8,
khang HDAC, khang thé khang alpha tubulin) & nhiét do trong phong trong 2 gid véi
ndng do 1/3000

- rira ba Jan bang PBST trong 10 phut

- cho phan Gng v6i khang thé thir hai & nhiét d6 trong phong trong 1 gio véi ndng
do 1/5000

- rira ba l4n bing PBST trong 15 phit

- phat hién

Két qua thir nghiém cho thiy ring khi dugc xtr Iy bing thé tiép hop theo sang ché,
mtrc d6 biéu hién cta phospho-Smad1/5/8 trong nhan giam (Fig.6a va Fig.6b).

Vi du thir nghiém 7. Phén tich v& tac dung ctia thé tiép hop theo sng ché dén su
biéu hién cia DKK-1

Téc dung cua thé tiép hop theo sang ché dén su biéu hién ARN théng tin cia
DKXK-1, ma la protein ching rung 16ng téc dai dién duoc biéu hién bsi DHT dugc x4c
nhan. Cu thé, céc té bao HHDPC duogc nudi ciy trong ti u CO, trong 24 gi & nhiét do
37°C sau khi gdy nhiém mdi 16 ctia dia 6 16 bang 100.000 té bao. Sau khi cho testosteron
phan tng véi finasteride hodc thé tiép hop finasteride-Nokkin Ia c4c thé tiép hop 1 dén 3
theo sang ché, thé tiép hop finasteride-Keramin2 va thé tiép hop finasteride-WINT, chiét
xudt té bao gan duge dua vao dung dich twong tmg va duge cho phéan tng trong 1 gio &
nhiét d6 37°C. Chit phan ung cia qua trinh dua chiét xuit té bao gan vao trong
testosteron va cho nd phan tng trong 1 gi¢' & nhiét 4o 37°C dugc st dung lam d6i chimg
duong. Mi trudng nay dugc thay dbi thinh méi truong DMEM khong chita huyét thanh,

va sau d6, sau khi xtr 1y c4c t& bao 1an luot bang finasteride va thé tiép hop finasteride-
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Nokkin, thé tiép hop finasteride-Keramine2 va thé tiép hop finasteride-WINT c6 ndng do
50uM, céc té bao duoc nudi cdy trong 24 gid. Sau khi chiét ARN ctia t& bao bang cach st
dung kit chiét ARN, RT-PCR dugc thuc hién béng cach st dung cac doan mdi sau.

1. DKK-1

- Doan mdi xudi: (5) TGATGAGTACTGCGCTAGTC (3°) (SEQ ID NO.4)

- Poan mdi nguoc: (5" CTCCTATGCTTGGTACACAC (3') (SEQ ID NO.5) -
2. GAPDH

- Poan mdi xudi: (5" GGAGCCAAAAGGGTCATCAT (3') (SEQ ID NO.6)

- Dozn mdi nguoc: (5" GTGATGGCATGGACTGTGGT (3) (SEQ ID NO.7)

Két qua thir nghiém cho thdy ring thé tiép hop theo sang ché con trc ché su biéu
hién cia DKK-1 ting trong dbi chiing duong nhidu hon so véi truomg hop duoc xi 1y
bang finasteride, va dic biét 13, né co thé tc ché sy biu hién cia DKK-1 xubng mtc

tham chi thip hon dbi ching 4m, ma khong duge xir 1y bing chat ndo (Fig.7a va Fig.7b).
Vi du thtr nghiém 8. Thir nghiém danh gia su phét trién ctia 16ng toc

T4c dung cia thé tiép hop theo sang ché dén sy phat trién ctia 16ng toc duoc x4c
nhan thong qua thr nghiém trén dong vat. Cu thé, 16ng trén lung cta chudt nhit C57BL/6
duc 7 tuln tudi duoc loai bd bang cach st dung kem lam rung 16ng. Sau khi chuin bi
PBS, finasteride va thd tiép hop finasteride-WINT theo sang ché & cic nong do
100pg/ml, ching dugc dua mot cach ddng déu Ién trén da lung ctia chudt nhit mot ngay
mét 14n, va mau cua da lung cta chudt nhét dugc quan sat béng cach chup anh tur thoi

diém mau bat dau chuyén sang den.

Sau d6, chudt nhit dugce 1am chét, va 1ong trén da lung dugc quan sat thong qua
viéc nhudm H&E. Nhiam muc.dich nay, sau khi thu da lung cia chuot nhét va ¢d dinh no
trong paraformaldehyt (PFA) 4%, viéc gin bang parafin dugc thuc hién. Sau khi cit da
lung cia chudt nhit di dugc gin c¢b dinh véi do day 4pum, s6 luong nang 16ng duogc xac

nhan thong qua viéc nhudm H&E.

Két qua thir nghiém cho thiy ring chudt nhit dugc dung thé tiép hop finasteride-
WINT theo sang ché biéu hién & rang tbc d6 phat trién cta 16ng chudt nhit nhanh hon so
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v6i chudt nhit duge dung PBS hoic finasteride (Fig.8a), va xac nhan dugc rang sb luong

nang 16ng ting 1én dang ké so véi d6i chimg va nhém duge dung finasteride (Fig.8b).
Vi du thir nghiém 9. Thir nghiém dénh gia kha ning thAm qua da

Do finasteride 13 dugc chét kiém soat cac hormon loai steroit, nén khi n6 dugc
dung qua dudong miéng, co thé ¢6 céc tac dung phu nhu gy doc toan than bang cach phan
tan thong qua méau. Do d6, néu né xuyén qua da ngay ca khi dugc dung trén da, c6 kha
ning 12 n6 thAm vao trong toan bd co thé va gy doc, va néu né khéng thdm qua da, do
n6 con lai trong da diu va khong phan tan vao trong toan bd co thé, cac tac dung phu ctia
finasteride c6 thé dugc e ché. V& van dé nay, sau khi ding finasteride va thé tiép hop
finasteride-WINT theo sang ché 1én trén da nhan tao ba chidu, céc tac gia sang ché xac

nhin xem n6 c6 thAm vao trong da hay khong.

Nhim muc dich nay, finasteride va thé tiép hop finasteride-WINT theo sang ché
1an lugt duge trén trong hdn hop dung mdi gdm etanol 10%, propylen glycol 40% va
nuéc tinh khiét 50%. Thir nghiém & bao khuéch dai Franz dugc thuc hién bang cach st
dung da nhan tao ba chiéu. Dung dich finasteride va thé tiép hop finasteride-WINT 1an
luot duge ding 1én trén da nhén tao ba chidu véi fugng 1 ml, va dé trong 24 gio. Sau khi
14y mAu dung dich budng thu thé, finasteride va thé tiép hop finasteride-WINT thim qua
da duoc phat hién bang cach st dung HPLC. Piéu kién phat hién finasteride cua HPLC 1a
cot C18, UV 210 nm, téc d6 dong 1,6 ml/phat, axetonitril:nuée = 45:55, v R.T. phat
hién 1a 9 dén 10 phat. D& phat hién thé tiép hop finasteride-WINT theo séng ché, thi
nghiém gidm sat nhidu phan tmg (multiple reaction monitoring - MRM), 1a phuong phép
phat hién khéi lugng phan tit trong Ung duge thuc hién bing cach sir dung thiét bi LC-
MS/MS (3200 Qtrap). Két qua thir nghiém cho thdy rang thudc chi dugc xir 1y bang
finasteride c6 thdm qua da va do d6, dwgc phat hién, va thubc dugc xir Iy bang thé tiép
hop finasteride-WINT theo sang ché khong duoc phat hién bang chat thAm qua da va con
lai trong da (Fig.9a va Fig.9b). Cac két qua thir nghiém ctia cc vi du thir nghiém 1 dén 9,
c6 thé thiy ring thé tiép hop theo sang ché c6 cac chirc ning thiic day su phét trién cua

16ng téc va trc ché ching rung 16ng toc rat rat cao va c6 chirc ndng chong 1o hoa.
Vi du bao ché 1: Thudc xirc Iam mém

Thubc xtrc 1am mém chira thé tiép hop theo sang ché dugc bao ché trong vi du 1-2
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Béang 2
Thanh phan Ham lugng (% khdi luong)
Thé tiép hop theo sang ché 2,5 '
1,3-butylen glycol 6
Glyxerin 4
PEG 1500 1
Nnatri hyaluronat 1
Polysorbat 20 0,5
Etanol 8
Chét bao quan, chat mau luong vira du
Benzopenon-9 0,05
Chat thom luong rat nho
Nudre tinh khiét con lai
Tong sb 100

Vi du bao ché 2. Kem dudng

Kem dudng chira thé tiép hop theo sang ché duoc bio ché trong vi du 1-2 c6 thanh
phin nhu sau dugc bio ché theo phuong phap thong thudng thudng dé bao ché kem

dudng.
Béang 3
Thanh phin Ham lwong (% khdi lrgng
Thé tiép hop theo sdng ché 2,5
Déu meadowfoam 3
Ruou xetearylic 1,5
Axit stearic 1,5
Glyxeryl stearat 1,5
Parafin long 10
Sap ong 2
Polysorbat 60 0,6
Sorbitan sesquioleat 2,5
Squalan 3
1,3-butylen glycol 3
Glyxerin 5
Trietanolamin 0,5
Tocopheryl axetat 0,5
Chéat bao quan, chit mau luong vua du
Chét thom luong vira du
Nudc tinh khiét con lai
Tong sd 100

Vi du bao ché 3. Thudc xtic dang sira

Thudc xtic dang sita chira thé tiép hop theo sang ché dugc bao ché trong vi du 1-2
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c6 thanh phan nhu sau duge bio ché theo phuong phép thong thudng thudng dé bao ché

thuoc xuc.

Béang 4
Thanh phin Ham lwong (Y khéi lrgng)
Thé tiép hop theo sdng ché 2,5
1,3-butylen glycol 4
Glyxerin 4
Ruou xetearylic 0,8
Glyxeryl stearat 1
Trietanolamin 0,13
Tocopheryl axetat 0,3
Parafin long 5
Squalan 3
DAu hat méc ca 2
Polysorbat 60 1,5
Sorbitan sesquioleat 0,5
Carboxyvinylpolyme 1
Chat bao quan, chat mau luong vira da
Chét thom lugng vira du
Nudr tinh khiét con lai
Tong sd 100

Vi du bao ché 4. Nudc hoa

Nuéc hoa chira thé tiép hop theo sang ché dugc bao ché trong vi du 1-2 ¢ thanh

phan nhu sau duoc bao ché theo phuong phap théng thuong thudng dé bao ché nuéce hoa.

Bang 5
Thanh phan Ham lwong (% khéi lrong)
Thé tiép hop theo sang ché 2,5
Glyxerin 10
1,3-butylen glycol 5
PEG 1500 2
Allantoin 0,1
DL-pantenol 0,3
EDTA-2Na 0,02
Hydroxyetyl xenluloza 0,1
Natri hyaluronat 8
Carboxyvinylpolyme 0,2
Trietanolamin 0,18
Octyldodeceth-16 0,4
etanol 6
chat thom, chat bao quan, chat mau lwong vira da
Nudc tinh khiét con lai
Tong sb 100

Vi du bao ché 5. Huyét thanh dudng téc
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Huyét thanh dudng téc chira thé tiép hop theo sang ché duge bao ché trong vi du
1-2 ¢6 thanh phén nhu sau duoc bao ché theo phuong phép thong thudng thuong dé bao
ché huyét thanh dudng téc.

Bang 6
Thanh phén Ham lwong (% khoi lwong)
Thé tiép hop theo sing ché 1
Glyxerin 10
1,3-butylen glycol 5
PEG 1500 2
Allantoin 0,1
DL-pantenol 0,3
EDTA-2Na 0,02
Hydroxyetyl xenluloza 0,1
Natri hyaluronat 8
Carboxyvinylpolyme 0,2
Trietanolamin 0,18
Octyldodeceth-16 0,4
Etanol 6
Chét thom, chat bao quan, chit mau lwong vira da
Nude tinh khiét con lai
Tong sb 100

Vi du bao ché 6. Nuge dudng téc

Nuée dudng téc chira thé tiép hop theo sang ché dugc bao ché trong vi du 1-2 ¢6
thanh phin nhu sau dugc bao ché theo phuong phap théng thudng thudng dé bao ché

nudc dudng toc.

Bang 7
Thanh phén Ham hrong (% khdi lwgng)
Thé tiép hop theo sang ché 1
Glyxerin 2
1,3-butylen glycol 2
PEG 1500 2
Allantoin 0,1
DL-pantenol 0,3
EDTA-2Na 0,02
Natri hyaluronat 8
~ Carboxyvinylpolyme 0,2
Trietanolamin 0,18
Etanol 10
Chét thom, chat bao quan, chit mau luong vira da
Nuée tinh khiét ~ con lai
Tong sd 100
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YEU CAU BAO HO

1. Thé tiép hop ctia finasteride va peptit, trong d6 nhém carboxylic ngoai vong cla axit
finasteride duoc tiép hop truc tiép v6i nhém a-amin dau tan cung N cua peptit thong qua
lién két amit, va peptit nay cé tir 8 dén 15 axit amin, va peptit ndy 12 peptit hoa tan trong
nude, va peptit hoa tan trong nudc nay co it nhit 70% axit amin c6 mach bén than nuéc,
va axit amin c6 mach bén than nudc duge chon tir nhém bao gdm arginin (Arg), histidin
(His), lysin (Lys), axit aspartic (Asp), axit glutamic (Glu), serin (Ser), threonin (Thr),
asparagin (Asn), glutamin (Gln), xystein (Cys), selenoxystein (Sec), glyxin (Gly) va
prolin (Pro).

2. Thé tiép hop theo diém 1, trong d6 axit amin c6 mach bén than nudc 12 axit amin mang
dién dugc chon tir nhém bao gdm arginin (Arg), histidin (His), lysin (Lys), axit aspartic
(Asp) va axit glutamic (Glu).

3. Thé tiép hop theo diém 1, trong d6 peptit hoa tan trong nuéc ¢ it nhét ba axit amin
mang dién duoc chon tir nhém bao gdm arginin (Arg), histidin (His), lysin (Lys), axit
aspartic (Asp) va axit glutamic (Glu).

4. Thé tiép hop theo diém 1, trong d6 peptit hoa tan trong nuéc c6 ndm axit amin hogc it
hon c6 mach bén ky nudc.

5. Thé tiép hop theo diém 4, trong d6 peptit hoa tan trong nuéc cé ba axit amin hoic it
hon c6 mach bén ky nudéc.

6. Thé tiép hop theo diém 4, trong d6 axit amin c6 mach bén ky nuéc dugc chon tir nhém
bao gdém alanin (Ala), valin (Val), isoleuxin (Ile), leuxin (Leu), metionin (Met),
phenylalanin (Phe), tyrosin (Tyr) va tryptophan (Trp).

7. Thé tiép hop theo diém 1, trong d6 peptit dugc chon tir nhém bao gdm peptit Nokkin
¢ trinh tyr axit amin néu trong SEQ ID NO.1, peptit Keramin2 c¢6 trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO.2, va peptit WINT c6 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO.3.

8. Dugc phidm phong ngira chiing rung 16ng téc hodc thuc dAy su phét trién cta 10ng toc
chira thé tiép hop theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7.

9. M§ phim phong ngira chiig rung 16ng téc hodc thic diy su phét trién cua 16ng toc

chira thé tiép hop theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7.
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10. M§ phém theo diém 9, trong d6 my phdm nay cé dang bao ché duoc chon tir nhém
bao gdm thubc xirc dung cho da, thubc xirc dang sita, kem dudng, kem xoa bdp, nuéc
hoa, kem dung cho mit, kem 1am sach, bot 1am sach, nu6c 1lam sach, miéng dép, ché
pham phun xit, bot, thudc bd 16ng téc, kem ding cho 16ng toc, thudc xtrc ding cho 16ng
t6c, diu gbi dung cho 16ng téc, thude rira 16ng téc, diu dudng 16ng téc, thude xit 16ng téc,

thubc sol khi dung cho 16ng téc, sap thom, sol gel, nhii twong, dau, sap va sol khi.
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N
DANH MUC TRINH TU
110 CAREGEN CO., LTD.
120 THE TIEP HQOP CUA FINASTERIDE VA PEPTIT, DUQC PHAM VA MY PHAM CHUA THE TIEP HOP NAY
130 2016-OPA-8117/PCT -
150 KR 10-2016-0032988
151 2016-03-18
160 7
170 KopatentIn 2.0
210 1
211 12
212 PRT
213 Trinh ty nhan tao
220
223 Peptit Nokkin
400 1
Glu Leu Ile Glu His Gly Gly Gly Arg Pro Ala Asp
1 5 10
210 2
211 10
212 PRT
213 Trinh tu nhan tao
220
223 Peptit Keramin2
400 2
Tyr Lys Ser Lys Lys Gly Gly Trp Thr His
1 5 10
210 3
211 10
212 PRT
213 Trinh tu nhdn tao
220
223 Peptit WINT
400 3
Arg Gln Thr Arg Val Glu Arg Cys His Cys
1 5 10
210 4
211 20
212 ADN
213 Trinh tyu nhan tao
220
223 Poan mdi xudi dic hiéu DKK-1
400 4
tgatgagtac tgcgctagtc . 20
210 5
211 20
212 ADN
213 Trinh ty nhdn tao
220
223 Poan mdi nguoc dic hiéu DKK-1
400 5
ctcctatget tggtacacac 20
210 6
211 20
212 ADN
213 Trinh tu nhadn tao
220
223 Poan mdi xudi ddc hiéu GAPDH
400 6
ggagccaaaa gggtcatcat 20
210 7
211 20
212 ADN
213 Trinh ty nhén tao
220
223 Poan mdi nguoc dic hiéu GAPDH
400 7
gtgatggcat ggactgtggt 20
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