(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0038348

C07K 16/28; A61K 8/64; GOIN 33/68;  (13) B

(51)202001
A61Q 19/00; A23L 33/10; A61P 17/00

(21) 1-2020-05309 (22) 14/08/2019
(86) PCT/KR2019/010395 14/08/2019 (87) W02020/040481 27/02/2020
(30) 10-2018-0098309 23/08/2018 KR; 10-2019-0066179 04/06/2019 KR

(45) 25/01/2024 430 (43) 25/05/2021 398

(73) HAUUL BIO (KR)
22, Geodudanji 1-gil, Dongnae-myeon, Chuncheon-si Gangwon-do 24398, Republic

of Korea

(72) NA, Hee-Jun (KR); LEE, Yun-Suk (KR); YOO, Je-Ok (KR); LEE, Kwang-Soon
(KR); LEE, Kang Seung (KR); MIN, Seung Je (KR).

(74) Cong ty TNHH T&T INVENMARK S¢ hiru tri tué¢ Quoc té (T&T INVENMARK
CO.,LTD.)

(54) KHANG THE KHANG VAMP2 DUNG DE UC CHE SU TAO THANH PHUC
HGOP SNARE VA CHE PHAM CHUA KHANG THE NAY

(57) Sang ché dé cap dén khang thé khang VAMP2 ma &c ché sy tao thanh phuc hop

SNARE va viéc st dung chiung, va cu thé hon, sang ché dé cap dén khéng thé khéng

VAMP?2 hoic cac manh lién két khang nguyén cta chiing bao gdm cac CDR chudi ning va

cdc CDR chudi nhe ¢6 trinh tu cu thé. Khang thé khang VAMP2 dugc mong doi 1a s€ hitu

ich trong vi¢c cai thién hodc diéu tri nép nhan trén da béng cach trc ché sy tao thanh phuc

hop SNARE.
SnapZE: (1 ug) + - -+ + + 4+ + + +
Syntaxin 1A (1 ug) -+ -+ + ++ + 4+ o+
Vamp2 (1 ua) = =4 4+ + 4+ + + +
Vamp2 khang TAT (ug) 0 o051 2 5 10 20

|



38348

Linh vye ky thuit dwoc dé cip
Sang ché dé cip dén céc khang thé khdng VAMP2 ma e ché cac phirc hop
SNARE va viéc str dung chting.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Hién tugng dung hop mang trong cac t& bao do cdc protein goi la SNARE
(SNARE: soluble N-etylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor - thu thé
protein gin két yéu td nhay N-etylmaleimit tan) gdy ra. Protein SNARE chi mét nhom
protein cu thé ma duge bao toan rit tbt gitra cc loai, va phic hop SNARE chi phtrc hop
cla cdc protein nay. Protein SNARE c¢6 thé dugc chia ra lam (t-) SNARE dich va (v-)
SNARE tui, va t-SNARE chi protein SNARE c¢6 mit trong mang trudc synap va v-
SNARE chi protein SNARE c¢6 mat trong céc tiii synap. t-SNARE bao gom protein mang
tich hop duoc goi la syntaxinla va protein mang ngoai bién, SNAP-25 (soluble NSF
attachment protein — protein gin két NSF tan ¢6 trong lwong 25 kDa), va céc don vi chire
ndng cua no dugc coi la phic hop cta nd (phirc hop t-SNARE). v-SNARE chi a protein
mang goi 14 VAMP2 ((VAMP2: vesicle-associated membrane protein 2 - protein mang
gan tii 2 hodc synaptobrevin). Cac SNARE nay c6 ving protein khoing 60 dén 70 aa
dwoc goi 1a 161 SNARE”, va cac viing nay tip hop véi nhau dé tao ra bui xodn bon dugc
goi la phiec hgp SNARE.

Mic du céc nghién ciru lién quan dén phire hop SNARE van dang duoc tién hinh
tich cuc, tuy nhién, cac nghién ciru vé khang thé e ché phire hop SNARE van chua diy

du.

Bin chit ky thuit cia sdng ché
Van dé ky thudt

Muc dich cta sang ché 1a dé& xuét khang thé khang VAMP2 hodc manh lién két
khéng nguyén ctia né ma wre ché phirc hgp SNARE.

Muc dich khéc ciia sang ché la dé xuat khang thé dung hop khang VAMP2 hodc

manh lién két khdng nguyén ciia né trong do peptit TAT dugce lién két bd sung véi khang
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thé khang VAMP2 hoic ménh lién két khéng nguyén cia no.

Muc dich khéc ctia sang ché 1a d& xudt phan tir axit nucleic ma hoa khéang thé
hodc manh lién két khdng nguyén cia no, vecto biéu hién tai td hop chira phéan tir axit
nucleic ndy, va cac té bao duogc bién nap bang vecto biéu hién tai td hop nay.

Muc dich khéc ctia sang ché 1a dé xuit ché phim ding dé phat hién khang nguyén
VAMP?2 chtra khang thé hoic méanh lién két khang nguyén cia n6 1am thanh phén c6 hoat
tinh.

Muc dich khéc ctia sang ché 1a dé xuit m§ phdm dung dé ngan ngua hodc cai
thién nép nhan trén da, thuc phdm chirc ning cai thién stc khoe, va duge phdm ding dé
ngin nglra hodc diéu tri nép nhan trén da chira khang thé hoic manh lién két khang
nguyén ctia né 1am thanh phéan c6 hoat tinh.

Gidi phdp ky thudt

Pé dat dugc cic muc dich néu trén, sang ché dé xuét khang thé khang VAMP2
hodc méanh lién két khang nguyén ciia né bao gdbm: ving bién dbi chudi nhe bao gbém
CDRI chudi nhe bao gdm trinh tir axit amin duoc thé hién bang SEQ ID NO: 1, CDR2
chudi nhe bao gdm trinh ty axit amin duoc thé hién bang SEQ ID NO: 2 va CDR3 chudi
nhe bao gém trinh tu axit amin duoc thé hién bang SEQ ID NO: 3; va vung bién ddi
chudi ning bao gdm CDRI1 chudi ning bao gdm trinh ty axit amin dugc thé hién bang
SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi ning bao gdm trinh ty axit amin dugc thé hién bing SEQ ID
NO: 5, va CDR3 chudi ning bao gdm trinh ty axit amin duoc thé hién bing SEQ ID NO:
6.

Tuwong tu, sang ché d& xuit khang thé dung hop khang VAMP2 hodc méanh lién
két khang nguyén ctia n6 trong d6 peptit TAT duoc biéu hién bang SEQ ID NO: 7 dugc
lién két b sung v6i khang thé khang VAMP2 hodc manh lién két khang nguyén ctia nd.

Ngoai ra, sang ché d& xut phan tir axit nucleic ma héa khang thé hodc manh lién
két khang nguyén ciia no.

Ngoai ra, sang ché dé xuit vecto biéu hién tai t6 hop chira phan tir axit nucleic

nay.
Ngoai ra, sang ché d€ xuat cac té bao dugc bicn nap bang vecto bicu hién téi to
hop nay.

Hon thé nita, sang ché dé xudt ché phdm dung dé phat hién khang nguyén

VAMP2 chtra khang thé hoic méanh lién két khang nguyén ciia né 1am thanh phan ¢ hoat

-3



38348

tinh.

Ngoai ra, sang ché dé xudt m§ phim ding dé ngan ngira hodc cai thién nép nhin
trén da chtra khang thé néu trén hodc ménh lién két khéng nguyén ctia n6 1am thanh phin
¢6 hoat tinh.

Ngoai ra, sang ché dé xuit thuc phim chirc ning cai thién stre khoe dung dé ngin
nglta hogc cai thién nép nhan trén da chira khang thé néu trén hodc manh lién két khang
nguyén ctia né 1am thanh phan c6 hoat tinh.

Ngoai ra, sang ché d& xuit dugc phim ding dé ngan ngira hoic didu tri nép nhin
trén da chira khang thé néu trén hodc manh lién két khang nguyén cla né lam thanh phén
¢0 hoat tinh.

Hiéu qua

Séng ché dé cap dén khang thé khang VAMP2 tc ché phirc hop SNARE va viée
str dung chiing, va cu thé 13, sing ché d& cip dén khang thé khang VAMP2 hodc céac
manh lién két khing nguyén ctia chiing bao gdm cdc CDR chudi ning va cac CDR chudi
nhe ¢6 trinh tu cu thé. Khéang thé khang VAMP2 duoc mong doi 1 hitu ich dé cai thién
hoic diéu tri nép nhan trén da bing cach trc ché sy tao thanh phtrc hgp SNARE.

MB® ta vin tit cac hinh vé

FIG. 1 thé hién két qua chon loc sinh hoc ding dé sang loc khang thé VAMP2
scFv.

FIG. 2 thé hién cac két qua ciia phéan tich ELISA dung dé sang loc khang thé
VAMP2 scFv.

FIG. 3 thé hién céc két qua didu ché VAMP2 scFv c6 kha niang thim té bao thong
qua viéc tach dong.

FIG. 4 thé hién cac két qua vé kich thudc va do tinh khiét cta protein qua SDS-
PAGE sau khi tinh ché protein VAMP2 scFv ¢6 kha ning thim té bao.

FIG. 5 thé hién c4c két qua ciia phan tich PAGE tu nhién vé kha ning trc ché sy
tao thanh phirc hop SNARE ciia protein VAMP2 scFv ¢6 kha nang thim té bao.

FIG. 6 thé hién céc két qua ctia wc ché hoat tinh MMP-1 colagenaza ctia protein
VAMP2 scFv ¢6 kha ning tham té bao.

FIG. 7 thé hién cac két qua do dong té bao dé xac dinh kha ning tAm té bao cta

protein VAMP2 scFv c6 kha nang thim té bao.
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MG ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xuét khang thé khang VAMP2 hodc manh lién két khéng nguyén cia
n6 bao gdm: ving bién ddi chudi nhe bao gdm CDRI chudi nhe bao gbm trinh ty axit
amin dugc thé hién bing SEQ ID NO: 1, CDR2 chudi nhe bao gbm trinh ty axit amin
duge thé hién béng SEQ ID NO: 2 va CDR3 chudi nhe bao gém trinh tu axit amin dugc
thé hién bang SEQ ID NO: 3; va ving bién dbi chudi ning bao gbm CDR1 chudi ning
bao gdm trinh tyr axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi nang bao
gdm trinh ty axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi ning bao gdbm
trinh tyu axit amin dugc thé hién béng SEQ ID NO: 6.

Twong tu, séng ché d& xuét khang thé dung hop khang VAMP2 hodc manh lién
két khang nguyén cta né trong d6 peptit TAT duoc bidu hién bang SEQ ID NO: 7 dugc
lién két b6 sung v6i khang thé khang VAMP2 hodic manh lién két khéng nguyén ctia no.

Mit khac, cdc CDR bao gém céc axit amin dugc thé hién bang SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 6 duoc liét ké trong bang 1.

Ngoai ra, trinh tu axit amin cta peptit TAT duoc st dung trong sing ché 1a
"YGRKKRRQRRR" (SEQ ID NO: 7), va trinh ty axit nucleic cia peptit TAT 1a "TAT
GGC CGC AAA AAA CGC CGC CAG CGC CGC CGC" (SEQID NO: 8).

Trong sang ché, thuat ngir “khang thé” chi phan tir protein ma déng vai trd lam
thu thé nhan biét dic hiéu khic nguyén, bao gdm phan tir globulin mién dich ma phan
ung mién dich khang thé dic hiéu, vi dy, khéang thé don dong, khang thé da dong, khéng

2
] A%

thé c6 chidu dai ddy du va cac manh khang thé. Thuat ngit “khang thé” tuong tu c6 thé
bao gém cac phén t hoa tri hai hodc dac hi¢u kép (vi du, khang thé dic hiéu kép), khang
thé thé hai (diabody), khang thé thé ba (triabody) hoic khang thé thé bon (tetraabody).
Trong sang ché, thudt ngit “khang thé don dong” chi phan tir khang thé c6 thanh
phin phan tir duy nhit thu duoc tir mot quan thé bao gdm chu yéu 1a khang thé gidng
nhau, ma thé hién kha ning lién két va 4i lyc duy nhét véi epitop dic hiéu, khong gidng
nhu khang thé da dong ma c6 thé lién két voi nhiéu epitop. Trong sang ché, thuat ngit
"khang thé c6 chiéu dai diy du" c6 hai chudi nhe c6 chiéu dai ddy da va hai chudi ning
c¢6 chidu dai ddy da, mdi chudi nhe nay lién két véi chudi ning thong qua lién két
disulfua. Vung c¢b dinh cua chudi ning c6 cac loai gamma (y), mu (), alpha (@), delta (3),
va epsilon (¢), va phéan 16p ciia n6 c6 gamma 1 (yl), gamma 2 (y2), va gamma 3 (y3) ),

gamma 4 (y4), alpha 1 (al) va alpha 2 (a2). Ving c¢b dinh cta chudi nhe c6 céc loai
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kappa () va lambda (). IgG 1& mét tiéu loai, va bao gdm IgG1, IgG2, IgG3 va IgG4.

Trong séng ché, thuét ngit “chudi ngng” chi ca chudi ning c6 chidu dai ddy du 1an
céc manh ctia né bao gdm VH ving bién dbi bao gdm trinh tu axit amin ¢6 dt céc trinh
tu ving bién dbi dé tao ra tinh dic hiéu véi khang nguyén va ba viing ¢6 dinh CH1, CH2
va CH3. Ngoai ra, trong sang ché, thuat ngit “chudi nhe” ¢6 thé bao gdm ca chudi nhe c6
chiu dai ddy da 14n cdc méanh ciia n6 bao gdm VL viing bién d6i bao gdm trinh tu axit
amin d0 cac trinh ty ving bién ddi tao ra tinh dic hiéu véi khéng nguyén va CL ving cb
dinh.

Trong sang ché, cac thuat ngit “méanh”, “manh khang th&” va “manh lién két
khéng nguyén” duge sit dung thay thé cho nhau d& chi manh bt ky cua khang thé theo
séng ché co6 chirc ning lién két khang nguyén ciia khang thé. Vi du v& cac méanh lién két
khéng nguyén bao gom Fab, Fab', F(ab')2 va Fv, nhung ching khong giéi han & cac manh
nay.

Céc khang thé hodc cac manh lién két khang nguyén cua ching theo sang ché co
thé bao gdbm khong chi céc trinh tr ciia cdc khang thé dwoc mé ta & ddy, ma con bao gdm
céc twong duong sinh hoc ciia chiing, & mirc 9 ma chiing c6 thé biéu hién kha nang lién
két dac hidu voi VAMP2. Vi du, cic thay dbi bd sung c6 thé dugc tao ra ddi véi trinh tu
axit amin ctia khang thé dé cai thién thém ai luc lién két va/hodc cac dic tinh sinh hoc
khac cua khang thé, cac cai bién nay bao gém, vi dy, loai bd, cai xen va/hodc thay thé cac
géc trong trinh tu axit amin ciia khang thé. Cac ci bién d6i v6i axit amin dugc tao ra dua
trén tinh twong tu twong ddi ciia cac thay thé trén mach bén axit amin, nhy tinh ky nudc,
wra nudc, dién tich, kich thudc va cac yéu tb tuong tu. NoO cé thé thu duge béng cach phan
tich kich thuée, hinh dang, va kiéu thay thé trén mach bén axit amin ma arginin, lysin va
histidin déu 13 cac gbc mang dién dwong; alanin, glyxin va serin ¢6 kich thuéc twong tur
nhau; va phenylalanin, tryptophan va tyrosin cé hinh dang tuong ty nhau. Do d6, dua trén
nhitng didu trén, arginin, lysin va histidin; alanin, glyxin va serin; va phenylalanin,
tryptophan va tyrosin c¢6 céc chitc ndng sinh hoc twong duong.

Ngoai ra, sang ché d& xuét phén tir axit nucleic ma hoa khang thé hodc méanh lién
két khang nguyén cua no.

Nhu duge st dung & ddy, thudt ngit “phan tr axit nucleic” c6 nghia tdng quét bao
gdm céc phéan tir ADN (gADN va cADN) va ARN, va céc nucleotit ma 13 cac don vi céu

tric bazo trong cac phéan tlr axit nucleic bao gom khong chi cac nucleotit xuat hién trong
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tu nhi€n, ma con bao gém cac phan tir tuong tu cé duong hodc cac vi tri bazo duge cai
bién. Trinh tr cta cac phéan tir axit nucleic ma héa ving bién d6i chudi ning va ving bién
ddi chudi nhe ciia sang ché c6 thé duoc cai bién, va cac cai bién bao gbm bd sung, loai bo,
hoic thay thé khong bao toan hodc cac thay thé bao toan dbi véi nucleotit.

Ngoai ra, sang ché @& xuét vecto bidu hién tai td hop chira phén tir axit nucleic
nay.

Trong séng ché, "vecto" chi phan tir ADN tu sao chép duoc sir dung dé mang gen
tach dong (hodc manh khac cia ADN tach dong).

Trong sang ché, “vecto biéu hién” chi phan tt ADN tai td hop bao gbm trinh tu
mi héa mong mudn va trinh tu axit nucleic cn cho viéc bidu hién trinh ty ma hoéa lién
két dong trong sinh vat chil cu thé. Vecto biéu hién c6 thé wu tién chira mot hoic nhiéu
doan gen danh dAu c6 thé chon loc. Cac doan gen d4nh diu nay 1a trinh tu axit nucleic c6
dic tinh ma c6 thé duoc chon bing phuong phap hoéa hoc, va tit ca cac gen c6 kha nang
phan biét cac té bao di bién nap véi cac té bao chwa biét nap duoc bao gbm. Cac vi du
bao gdm céc gen khang khang sinh nhu ampixillin, kanamyxin, genetixin (G418),
bleomyxin, hygromyxin, chloramphenicol, v.v..., nhung ching khong giéi han & cac
ménh ndy, va c6 thé dugc chon thich hop bdi nguoi c¢6 k¥ nang trong linh vuc nay.

Dé biéu hién trinh ty ADN cia sang ché, rt nhiéu trinh tu kiém soat biéu hién c6
thé duge st dung trong vecto nay. Cac vi du v& céc trinh tir kim soét su bidu hién c6 thé
bao gém, vi dy, c6 thé 1a clu trac da biét dé kiém soat sy biéu hién cua céac gen va nhiéu
trinh tw khac va tb6 hop cua chung, doan khéi diu sém va mudn cia SV40 hoic
adenovirut, cic doan khéi du, va cac doan ting cudong cua CMV, LTR retrovirut, hé
théng lac, hé théng trp, hé théng TAC hoic TRC, céc doan khéi ddu T3 va T7, doan chi
huy chinh va ving khéi dau cua thue khuin lambda, ving didu hoa cua protein ma fd,
doan khéi diu cho 3-phosphoglyxerat kinaza hoic glycolaza khéc, cac doan khéi ddu cia
phosphataza, vi du Pho$5, céc doan khai d4u cua hé lai nAm men alpha va céc té bao nhan
so hoic té bao nhan chuén hodc céc virut.

Vecto biéu hién khang thé theo sang ché c6 thé 1a hé théng vecto trong d6 céc
chudi nhe va cac chudi ning dugc biéu hién ddng thoi trong vecto d6, hodc 1 hé thong
trong d6 céc chudi nhe va chudi ning duoc biéu hién twong Gng trong cac vecto riéng
biét. Trong trudng hop sau, ca hai vecto nay déu duge dua vio té bao chi thong qua viée

ddng bién nap va bién nap theo dich. Viéc ddng bién nap 1a phuong phap sang loc cic té
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bao biéu hién ca cac chudi nhe va cac chudi ndng sau khi cung luc dua tiing vecto ADN
ma héa cc chudi nhe va cac chudi ning vao trong té bao chi. Viéc bién nap theo dich 1a
phuong phap lua chon céac té bao duoc bién nap béng vecto chira chudi nhe (hodc chudi
nang) va mot 14n nita, bién nap cac té bao da chon biéu hién chudi nhe br?mg vecto chira
chudi ning (hoic chudi nhe) dé biéu hién cé cac chudi nhe 13n céac chubi nang, va theo do,
cudi ciing chon dugc cac té bao.

Ngoai ra, sang ché dé xuit cac t& bao duoc bién nap bang vecto bidu hién tai td
hop.

Céc té bao c6 kha ning tach dong lién tuc va bidu hién vecto cua sang ché mot
cach on dinh c6 thé 1a té bao chu bat ky da biét trong linh vuc k§ thuét ndy, c6 thé bao
gém cac té bao chu nhan so, Escherichia coli, cac chung Bacillus nhu Bacillus subtilis va
Bacillus thuringiensis, Streptomyces, Pseudomonas (vi du, Pseudomonas putida),
Proteus mirabilis hodc Staphylococcus (vi du, Staphylococcus carnosus), nhung khoéng
gi6i han & c4c té bao chu néu trén.

Trong phuong phéap diéu ché khang thé hodc manh lién két khéng nguyén cta no,
viée nudi ciy céc té bao da bién nap c6 thé dugc thue hién trong moi trudng thich hgp va
theo cac diéu kién nudi ciy da biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Quy trinh nudi cdy nay c6
thé dugc thuc hién biang cach diéu chinh d& dang theo ching da chon bdi ngudi co k¥
ning trong linh vire ndy. Viéc nudi cdy té bao duoc chia thanh nudi cdy trong hdn dich va
nudi cy kiéu bam dinh theo con dudng sinh truéng té bao va né dugc phén loai thanh
phuong phap theo mé, ban lién tuc va phuong phép lién tuc, phu thudc vao phuong phap
nudi cdy. Mdi truong duge sir dung dé nudi cdy phai théoa man day du cac yéu cau dbi voi
chiing cu thé.

Ngoai ra, sang ché @& xuét ché phdm dung dé phat hién khang nguyén VAMP2
chira khang thé néu trén hoic manh lién két khang nguyén ctia n6 1am thanh phan c6 hoat
tinh.

Ngoai ra, sang ché dé xuét my phidm ding dé ngin ngira hodc cai thién nép nhin
trén da chtra khang thé néu trén hodc manh lién két khang nguyén cta né 1am thanh phin
¢6 hoat tinh. Cu thé, m¥ phém nay co thé tc ché viéc tao thanh phtc hop SNARE.

My phdm c6 thé bao gém chét 1am dn dinh, chit lam tan, cac chét phu trg thong
thuong, nhu cac vitamin, cac chit mau va cac huong liéu, va chét mang, ngoai thanh

phan ¢6 hoat tinh.
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M§ pham c6 thé dugc san xuit & dang ché phdm bat ky thuong dugce san xubt
trong linh vuc k¥ thuit va co thé 1a dang ché phém dugc chon tir nhom bao gém kem boi
ngoai da, kem bdi, nudc thom 1am mém, nuée thom dudng 4m, bo san phém cham soc,
nudée hoa, diu dudng téc, diu goi ddu, ddu xa, diu xa dudng toc, ché pham xu Iy toc, gel,
nudc thom dudng da, ché phim 1am mém da, ché phim lam san da, ché pham 13m se da,
nudc thom, nude stta dudng, nude lam 4m, nudc dudng, kem mat xa, kem dudng, kem
bodi cho mit, kem gift 4m, kem boi tay, phin nén, tinh chit dudng, ché phim chdng ning,
xa phong, ché phém rira mit dang bot, nugc rira mat, nudc dudng thé va ché phém lam
sach toan than, nhung khong giéi han & cic ché phdm néu trén. Thanh phin cia mdi
trong s6 cac ché phdm nay co thé chira cac chit nén khac nhau va cac chét phu gia ma
can thiét va thich hop dé tao nén ché phim nay, va loai va lugng cac thanh phan nay cé
thé d& dang dugc chon bdi ngudi ¢6 k§ ning trong linh vuc nay.

Khi ché phém & dang bt nhdo, kem hodc gel, n6 co6 thé st dung dau dong vat,
déu thuc vat, sap, parafin, tinh bot, tragacanth, dan xuét cua xenluloza, polyetylen glycol,
silic, bentonit, silic oxit, talc hodic k&m oxit va cac chét tuong tu, lam thanh phi‘m chét
mang.

Khi ché phém ¢ dang bot hodac dang phun xit, nd co thé st dung lactoza, talc, silic
oxit, nhom hydroxit, canxi silic oxit hodc bdt polyamit, lam thanh phén chét mang, va cu
thé, dang phun xit nay c6 thé chira thém cac chit ddy nhu cloflohydrocarbon,
propan/butan hodc dimetyl ete.

Khi ché phém la dang dung dich hodc nhii twong, dung méi, chit 1am tan, hodic
chit nhii hoa dugc st dung lam thanh phén chét mang, cac vi du l1a nudc, etanol,
isopropanol, etyl cacbonat, etyl axetat, rugu benzylic, benzyl benzoat, propylen glycol,
dau 1,3-butylglycol, este béo cta glyxerol, polyetylenglycol hodc céc este ciia axit béo
véi sorbitan.

Khi ché phdm & dang huyén phiy, né c6 thé st dung cac chit pha lodng dang long
nhu nude, etanol hodc propylen glycol, cdc chét tao huyén phu nhu rugu isostearylic
dugc etoxy hoda, cac este polyoxyetylen sorbitol, va céc este polyoxyetylene sorbitan,
xenluloza vi tinh thé, nhém metahydroxit, bentonit, thach hodc tragacanth, lam thanh
phin chét mang.

Ngoai ra, sang ché dé xuit thuc phdm chirc ning cai thién sirc khée ding dé ngin

ngira hodc cai thién nép nhén trén da chira khang thé néu trén hodc manh lién két khang
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nguyén cta n6 lam thanh phﬁn c¢6 hoat tinh. Cu thé, thuc phém nay co thé e ché su tao
thanh phtc hgp SNARE.

Thuc phdm chirc ning ting cudng stc khoe c6 thé duoc cung cip & dang bot,
cdm, vién nén, vién nang, Xxiro, dd uéng hodc vién tron, va thuc phém t6t cho strc khoe
nay dugc sir dung két hop vai thue phdm hodc céc chét phu gia khac ngoai thanh phén ¢6
hoat tinh 14 thanh phan theo sang ché, va né ¢6 thé duogc st dung thich hop theo phuong
phap thong thuong. Lugng duge tron ciia thanh phan c6 hoat tinh ¢6 thé duoc x4c dinh
thich hop theo muc dich sir dung chiing, vi du, dé ngan ngira, ting cudng strc khoe hoic
tri bénh.

Liéu hitu hiéu ciia khang thé néu trén hodc cac manh lién két khéng nguyén cia
chiing duge chira trong thuc pham chic ning ting cuong strc khoé c6 thé duoc sir dung
theo lidu hitu hiéu ctia duge phdm nhung n6 c6 thé 1a khoang néu trén hodc it hon trong
truong hop dung lau dai cho muc dich ting cudng stc khoe va vé sinh hodc dé kiém soat
strc khoe va rd rang 1a thanh phén c¢6 hoat tinh c6 thé duge str dung voi luong it nhit 13 &
khoang néu trén do khong c6 van dé bt ky phat sinh lién quan dén tinh an toan.

Khong c6 gioi han cu thé vé loai thuc phdm chirc ning ting cudng sirc khoe, va
cac vi du vé ching bao g6m thit, xic xich, banh my, s6 c6 la, keo cung, bim bim, banh
keo, banh pizza, my tom, cac loai my khéac, gom, san phém stta bao gém kem d4, cac loai
sup khéc nhau, céc dd uéng, tra, nudc uéng, cac dd uéng ¢6 cdn va cac phuc chét vitamin,
V.V...

Ngoai ra, sang ché dé xuit duoc phdm ding dé ngan ngira hodc diéu tri nép nhan
trén da chira khang thé hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 1am thanh phéan c6 hoat
tinh. Cu thé, dugc phém nay c6 thé wre ché su tao thanh phuc hop SNARE.

Ngoai ra dugc phim theo sang ché c6 thé bao gdm chit mang dugc dung, va chét
mang duoc dung nady thuong dugc st dung trong bao ché va c6 thé bao gém lactoza,
dextroza, sucroza, sorbitol, mannitol, tinh bdt, cao su acacia, canxi phosphat, alginat,
gelatin, canxi silicat, xenluloza vi tinh thé, polyvinylpyrolidon, xenluloza, nuédc, xiro,
metylxenluloza, metylhydroxybenzoat, propylhydroxybenzoat, talc, axit stearic, magie va
dau khoang, va cic chit twong tu, nhung khong gidi han & céc chat nay. Ngoai ra, dugc
phim theo sang ché c6 thé bao gém chét lam tron, chét 1am 4m, chét 1am ngot, chit tao
hwong vi, chit nhii héa, chét tao huyén phii, chit bao quan, v.v... ngoai céc thanh phan

néu trén.
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Dugc pham theo sang ché c6 thé dugc dung qua dudng miéng hodc ngoai duong
tiéu hoa, va d& ding ngoai dudng tiéu hoa, n6 c6 thé dugc ding bang cach tiém trong tinh
mach, tiém trong co, tiém trong mang bung, ding trong mang trong, dung khu trfi, dung
trong miii, ding trong phdi, ding qua truc trang, v.v..Khi dung qua dudng miéng,
protein hodc peptit dugc tiéu héa, vi viy dugc phim ding qua dudong miéng nay c6 thé
dugc bao ché dé hoat chét dugc bao hodic duoc bdo v¢ tranh bi phén hiy trong da day, va
duoc phdm theo sang ché c6 thé dugce dung bang thiét bj bét ky c6 kha ning van chuyén
hoat chét t6i té bao dich.

Céc liéu thich hop cua dugc phim theo sang ché thay ddi theo cac yéu t6 nhu
phuong phap bao ché, cach dung, d6 tudi cia bénh nhan, can ndng, gidi tinh, tinh trang
bénh, thuc phdm tidu ding, thoi diém ding, duong ding, tbc do bai tiét, va tinh nhay dap
ing, va thong thudng, bac si c¢6 kinh nghiém c6 thé d& dang xac dinh va dua ra lidu hiru
hiéu cho muc dich diéu tri hodc ngin ngira mong mudn.

Dugc pham theo sang ché dugc bao ché & dang lidu don vi bing cach bao ché sir
dung chit mang dugc dung va/hoic ta dugc bing cach dua nd vao trong vat chira da lidu,
theo phuong phap ma cé thé d& dang thuc hién dugc bdi ngudi c6 k¥ ning trong linh vue
k¥ thuét ctia sang ché. O thoi diém nay, ché phém co thé & dang dung dich, hdn dich hoic
nhii twong trong mdi trudng chira dau hodc mdi truong chira nude, hoic c¢6 thé & dang
chét chiét, bot, vién dan, bot, cdm, vién nén hodc vién nang, va ngoai ra co thé bao gém
chit phén tan hodc chét 1am n dinh.

Duogc phém theo sang ché c6 thé dugc dung dudi dang chét tri liéu don 1& hodc
két hop v6i chét trj lidu khac va c6 thé duoc ding 14n luot hodc dong thoi vé6i cac chét tri
liéu thong thudng.

Sau day, cic vi du clia sang ché s& dugc mé ta chi tiét dé hiéu sang ché. Tuy nhién,
sang ché c6 thé duge thé hién bing cac phwong 4n ¢ nhiéu dang khéac nhau va khong nén
coi cac phwong 4n nay 1a giéi han, va cac phuong 4n nay dugc cung cip & day chi dé

minh hoa rd sang ché€ cho ngudi ¢6 k§ nang trong linh vuc sang ché de cép.

Vi du thyec hién siang ché
<Vi du 1> Sang loc khang thé VAMP2 scFv
1. Choc loc sinh hoc

Viée choc loc sinh hoc dugc tién hanh st dung thu vién OPAL c6 do da dang
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7,6x10°. 4 pg khang nguyén VAMP2 dugc cb dinh trén hat tir epoxy va thuc khudn dau
vao dugc cho phan tmg. Hiéu gia d4u ra duoc do bang céch rira giai thue khudn duoc cho
phén tmg v6i khang nguyén. Cit mdi thoi diém, do hiéu gid diu vao va hiéu gia dau ra dé
thu dugc thong tin chon loc sinh hoc va dé khing dinh ring né dang chay binh thuong.
Pbi véi mdi thoi diém, thue khuén du vao 1a 4x10'? cfu/ml > thue khudn duoc st dung.
Cac két qué cuia viéc chon loc lién tiép theo thi tu 1, 2, 3 dugc thé hién trén FIG. 1. Cac
dau ra 1x10® cfu/ml va 2,7x10® cfu/ml VAMP2 lan luot thu duge (FIG. 1). Do d6, da
khing dinh duoc rfmg viéc choc loc sinh hgc nay da dugc thuc hién binh thudong.
2. Phan tich ELISA

Phan tich ELISA dugc thuc hién dé sang loc cac khang thé c6 do nhay cao va tinh
dic hiéu cao. Thuc khuén thu duge dugc gay nhiém béng E. coli va céy vach trén dia LB
ma d4 bd sung cic chét khang sinh. Sau khi 0 trong méy 1 & 30°C trong 16 gid, cac dong
thu dugc dugc thu gom ngiu nhién. Sau khi mdi dong duge nudi cdy trong méi truong
LB medium, IPTG dugc xir Iy dé biéu hién scFv, va E. coli dugc lam tan dé thuc hién
ELISA dbi v6i phan tan. Dau tién, 1 pg/ml protein tai t& hop VAMP2 dugc c¢b dinh trong
dia ELISA 96 156 va dugc phong bé bang PBS chira 1% BSA. Sau 1 gio, dich tan té bao
thu dugc & trén dugc xir ly va cho phan ing & 4°C trong 16 gi¢. Sau khi rira dia nay ba
1an bang PBS chira 0,1% Tween20, khang thé khang HA lién hgp HRP dugc pha lodng &
ty 18 1:1000 trong dung dich phong bé va dwgc cho phan tmg & nhiét d§ trong phong
trong 1 gid. Pia ndy duoc rira 5 14n bang PBS chura 0,1% Tween20, va sau d6 tao mau
bing co chit TMB dé do luong scFv khang thé lién két v6i khang nguyén bang doan dan
ELISA. FIG. 2 thé hién cac két qua ctia ELISA st dung VAMP2. 192 khang thé duoc
phan tich, va mot dong duong tinh thu dugc bang cach tily y xdc dinh OD 0,5 1am chi d4n
duong tinh va OD 0,1 lam chi din 4m tinh. Ngoai ra, phan tich ndy ciing duoc thuc hién
lap lai nhiéu 1an st dung 192 cum khuén khac, va téng s61a9 dong dugc chon (FIG. 2).
<Vi du 2> Phan tich trinh tu khang thé VAMP2 scFv

Cac dong don 1€ dugc chon thong qua viée doc trinh tw d6i voi 9 dong duong tinh
VAMP?2 d3 chon bang phan tich ELISA. Viéc doc trinh ti 13 cin thiét do ¢ kha ning cac
dong giéng nhau ton tai gitta cac dong duong tinh da duge chon trude do. Két qua cua
viéc phén tich trinh ty 14 khing dinh dwoc ring tht ca 9 VAMP2 déu thudc cling mot
dong (Bang 1).

[Bang 1]
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CDR1 CDR2 CDR3 CDR1 CDR2 CDR3

VAMP1T | L | TGSSSMNIGSMNVT | SDSH GSWOYSLSA | H | NYSMS | AIYSDGSSI | KYRSSKHTPLPSYSNAMDY

<Vi du 3> Piéu ché scFv khang VAMP2 c6 kha ning thim té bao
1. Diéu ché céu tric TAT-VAMP2 scFv

San phidm PCR trong d6 vi tri enzym giéi han va TAT duge cai xen duogc tao ra
bang cach sir dung mot trong s6 cac scFv da chon trude d6 1am doan mdi. 30 ul mdi san
phdm PCR duoc xtt Iy bang 4 pl dém 3,1, 1 pl Sall, 1 pul Xhol va 4 ul nuée cit, dugce cho
phan tng & 37°C trong 1 gid, va sau d6, AND duoc tach riéng dé thu dugc doan cai xen
duoc cai xen vao trong vecto. Vecto pET28a(+) dugc bién nap vao trong té bao kha bién
DH5a, va sau d6 cdy vach trén cac dia LB da b sung kanamyxin, 0 & 37°C trong 16 gio,
va ngdy tiép theo, cac cum khuan duoc liy dé chung vao moi truong LB d3 bd sung
kanamyxin, va nudi cdy & 37°C trong 16 gid. Ngay tiép theo, vecto dugc tach riéng st
dung bo kit mini-prep, va 30 pl vecto duge xir Iy bang 4 pl dém 3.1, 1 pl Sall, 1 pl Xhol,
1 ul CIP va 3 pl nuée cit dé phan tng trong 1 gi & 37°C sau d6 tinh ché. Ndng d6 cua
vecto sau khi tinh ché va doan cai xen dugc do béng thiét bi Nanodrop, va viéc nbi dugc
thuc hién ¢ nhiét do trong phong trong 16 gio str dung T4 ligaza theo ty 1€ vecto/doan cai
xen. Sau khi két thiic viéc ndi, n6 duogc bién nap thanh DH5a, céy vach trén dia LB da bd
sung kanamyxin, U & 37°C trong 16 gid, va ngay tiép theo, cic cum khuan dugc 1iy dé
ching vao mdi truong LB dd bd sung kanamyxin va u & 37 °C trong 16 gio. Ngay tiép
theo, dé khéng dinh c6 viéc cai xen cua doan cai xen, plasmit dugc tach riéng ra va cit
bang Sall va Xhol, va dai nay dugc khing dinh bing cach dién di trén gel 1% agaroza
(FIG. 3).
2. Tinh ché TAT-Khéang thé VAMP2 scFv

Dong TAT-Khang th8 VAMP2 scFv da tach dong duoc bién nap vio trong vt
chii E. coli BL21(DE3), va thé bién nap nay dugc gdy cam tng bang 1 mM IPTG. Khéang
thé scFv dugc tao huyén phu trong dém lam tan (Tris-HCI 50 mM, d6 pH=7,5, NaCl 150
mM), nghién st dung mdy siéu 4m va duoc ly tdm dé thu dugc dich ndi. Viéc tinh ché
protein dugc thuc hién sit dung nhua c6 ai luc d6i v6i Ni-NTA. Protein sau khi tinh ché
duoc khing dinh 13 c6 kich thuée protein vao khoang 30 kDa thong qua phan tich SDS-
PAGE (FIG. 4).
<Vi du 4> Thtr nghiém khé ning gy doc té bao ctia khang thé scFv khéng VAMP2 co
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kha ning thim té bao

Dé xé4c dinh kha ning gy doc té bao cia TAT-khang thé VAMP?2 scFv, cic té
bao PC12, c4c té bao than kinh & dong vét c6 vi, duge nudi cdy & 37°C trong may G CO,.
Sau khi nudi cdy, mdi trong s§ cac khang thé TAT-VAMP?2 scFv dugc xit Iy bing nong
d6 (0,1, 1, 10, 50, 100, 200, 400 ppm) va ngoai ra duge nudi cdy trong cing didu kién
nudi cdy. Sau khi nubi cdy, dung dich MTT{3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoli bromua} dugc bd sung vao va duogc 1, va sau do dung dich nudi cdy
dugc loai bd, DMSO (dimetyl sulfoxit) dugc bd sung vao dé lac thich hop, va do hép thu
duoc do bing hé théng dia doc ELISA & 570 nm, va cac gid tri dugc thé hién trong Bang
2. Nhu néu trong Bang 2, khi TAT-VAMP2 scFv dugc xtr Iy & cac néng d5 0,1, 1, 10, 50,
100, 200, 400 ppm, d4 khing dinh dugc rang hiu nhu khong co su thay d6i v& hinh dang
té bao va kha ning séng clia cia cac té bao than kinh & dong vat cé vu & néng do 1én toi
400 ppm. Do do, di phat hién thdy ring TAT-VAMP2 scFv 1a mét hop chét khong gay

doc té bao & ndng do 1én t6i 400 ppm.

[Bang 2]
Nong d6 (ppm) TAT-VAMP2 scFv

0 100%

0,1 92,9+6,5%
1 106,6+£9,0%

10 120,2+2,0%

50 133,4+5,9%

100 116,8+3,1%

200 137,5+6,3%

400 143,0+5,3%

<Vi du 5> Thtr kha ning wc ché sy tao thanh phirc hgp SNARE scFv khang VAMP2 ¢6
kha ning thdm té bao

Pé x4c dinh xem liéu TAT-khang thé VAMP2 scFv c6 tic ché su tao thanh phirc
hop SNARE, phan tich PAGE tu nhién dugc tién hanh. Khi cac protein SNARE:
SNAP25, Syntaxin 1A va protein VAMP2 (LSbio Co.) dugc trdn & ndng d 1:1:1 (1 pg),
da khéng dinh duoc ring viée tao thanh phirc hop bi trc ché bang cach bb sung TAT-
Khéng thé VAMP2 scFv. 1 pl mdi protein dugc thém vao, va mdi trong sé cac khang thé

TAT-VAMP2 scFv dugc xir ly dén ndng d6 (0,5, 1, 2, 5, 10, 20 pg), tron nhanh st dung
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may trdn xody, va dugc cho phan tmg & 4°C trong 1 gid. Khi phan tng dugc hoan thanh,
dung dich &&m miu dugc thém vao dé lam ding phan tng, va khing dinh viéc phure hop
SNARE dugc tao thanh trén PAGE tu nhién 10% (FIG. 5). Nhu duoc thé hién trén FIG. 5,
TAT-VAMP2 scFv trc ché hiéu qua phirc hgp SNARE theo cach phu thude ndng do (5,
10, 20 pg), va TAT-VAMP2 scFv trc ché sy tao thanh phirc hgp SNARE 50% & ndng do
5pug.
<Vi du 6> Danh gi4 sy e ché biéu hién MMP-1 ctia scFv khang-VAMP2 ¢6 kha ning
thim té bao

Dé nghién ctru tac dong dén su san xuét colagen cia TAT-VAMP2 scFv, hiéu
- qua tc ché hoat tinh MMP-1 bang TAT-VAMP2 scFv dugc thir nghiém st dung phuong
phap PCR theo thoi gian thuc. Céc té bao thin kinh & dong vat c6 vu, cac té bao PC12,
dugc nudi cdy & 37°C trong may & CO,. Sau khi 4, UVA dugc chiéu xa sir dung hé théng
chiéu xa UV. Sau d6, 10 ppm TAT-khéang thé scFv VAMP2 va 100 ppm adenosin duéi
dang d6i ching duong dwoc xir Iy va ngoai ra, nudi cdy trong cing diéu kién nuéi cdy.
Sau khi nudi cdy, cac té bao nay dugc thu gom bang Trizol 300 ul, chuyén vao céac lo 1,5
ml, va 50 pl cloroform dugc bd sung vao va tron xody va dé & nhiét do phong trong 5
phit. Sau d6, dich ndi duge chuyén vao dng méi bang cach ly tdim & 4°C va 15.000
vong/phiit trong 15 phit, duoc tron véi ciing lugng 2-propanol, va cho phép dé nguyén &
nhiét 4§ phong trong 5 phut, sau do ly tdm & 4°C va 12,000 vong/phut trong 20 phut. Sau
khi ly tdm, 2-propanol dugc loai bo, va 300 ul etanol 75% dugc thém vao, sau d6 ly tdm
& 4°C va 10,000 vong/phut trong 10 phit, etanol 75% duoc loai bd, va vién ling ARN
duoc 1am kho nhiét d6 phong dé loai bo etanol con lai. 30 pl nude tinh khiét da duoc xir
Iy biang DEPC duoc thém vao vién ling néu trén dé hoa tan va dinh luong & 260 nm. 1 pg
ARN tdng s dugc st dung cho RT-PCR va hén hop khd TOPscript RT dugc sir dung
cho RT-PCR. MMP-1 va GAPDH dugc st dung trong phuong phap PCR theo thoi gian
thuc dugc téng hop va dugc st dung trong Macrogen, va cac trinh tu axit nucleic dugc
thé hién trong Bang 3 dudi day. PCR theo thoi gian thuc dugc thuc hién st dung
TOPreal™ Qper 2X PreMIX. Nhu duoc thé hién trén FIG. 6, TAT-VAMP2 scFv tic ché
MMP-1 colagenaza, ma giy ra viéc hinh thanh cac nép nhin thong qua céc tia cuc tim.
P khing dinh duoc ring tac dung cai thién cac nép nhin wu viét hon so véi dbi ching
khi dwoc xtr Iy bang 10 ppm.

[Bang 3]
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DPoan moi Trinh tu
| Xubi 5’-ACGCAGATTTAGCCTCCGAA-3’
Nguoc 5’-TGACTTGGTAATGGGTTGCC-3’
Xubi 5’-GACATGCCGCCTGGAGAAAC-3’
GAPDH
Nguoc 5’-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3’

<Vi dy 7> Xéc dinh kha ning thim té bao cta scFv khang VAMP2 ¢6 kha ning thim té
bao

pé khéng dinh hoat tinh thdm t& bao cia TAT-VAMP2 scFv, hoat tinh thdm té
bao duoc khing dinh sir dung céc té bao PC12, ma 1a c4c té bao than kinh & dong vt cé
vii. C4c té bao PC-12 duogc nudi cdy trong 24 gid st dung moi truong RPMI-1640 chira
10% FBS va 1% penixilin/streptomyxin trong dia 6 16 (1x10° té bao/1). Céc t& bao da
nudi cdy duoc rira hai l14n bang PBS, va cic mau duoc xit Iy trong moi truong khong
chira huyét thanh khong c6 FBS trong 3 gio (ndng do xir Iy 50 ug). Sau thoi gian phéan
ung, mau con lai duge loai bd béng céch rira hai 1an béng PBS, va cac té bao duoc thu
gom trong dng diéu ché sir dung 0,05% trypsin-EDTA. Céc té bao sau khi thu hdi duoc
rira 3 14n bang PBS, ly tim & 1.500 vong/phut trong 3 phut, va sau d6, 3 ml EtOH lanh 70%
duoc thém vao va dé phan tng trong 1 gid. Sau khi rira 3 14n bing PBS, viéc phong bé
duge thue hién st dung BSA 3%, va viéc nhudm mau dugce thuc hién & nhiét 4 phong
trong 30 phut & trang thai rim mat sir dung His-dau do FITC-duge lién hop. Sau phan
ung, dung dich nhuém mau dugce loai bro va rira ba lan bang PBS. Sau khi loai bé dich
ndi, 300 ul PBS dugc thém vao mdi 6ng FACS, va sau d0, cac té bao nay duogc tao lai
huyén phi hoan toan dé xac dinh mirc d6 thim ctia TAT-VAMP2 scFv vao trong céc té
bao stt dung FACSCalibur va FL-1 (488 nm). Nhu dugc thé hién trén FIG. 7, di phat
hién ra réng ban than TAT-VAMP?2 scFv c6 hoat tinh thAm vao trong té bao tuyét voi.

Mic dir sang ché da dugc mo ta cu thé bang cach tham chiéu dén cac phuong an
cu thé ctia n6, nhung ré rang 1a phan mo ta cu thé nay chi 12 phuong 4n wu tién va pham
vi clia sang ché khong bi gi6i han & d6, nhu duoc hiéu boi ngudi c6 k¥ ning trong linh
vuc ndy. Nghia 1a, pham vi thuc té ctia sang ché dugc xac dinh biang cac diém yéu cau

bao hd di kem va cac tuong duong cla no.
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YEU CAU BAO HQ

1. Khang thé khang VAMP2 hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 bao gdm:

vung bién dbi chudi nhe bao g6m CDRI1 chudi nhe bao gém trinh ty axit amin
dugc thé hién br?mg SEQ ID NO: 1, CDR2 chudi nhe bao gbém trinh tu axit amin dugc thé
hién bang SEQ ID NO: 2 va CDR3 chudi nhe bao gdm trinh tu axit amin dugc thé hién
bing SEQ ID NO: 3; va

ving bién d6i chudi niang bao gdm CDR1 chudi ning bao gdm trinh ty axit amin
duoc thé hién bang SEQ ID NO: 4, CDR2 chudi ning bao gbm trinh tir axit amin duoc
thé hién bing SEQ ID NO: 5, va CDR3 chudi ning bao gdm trinh ty axit amin dugc thé
hién bing SEQ ID NO: 6.
2. Khéng thé dung hop khang VAMP2 hodc manh lién két khang nguyén ctia n6 trong doé
peptit TAT duogc biéu hién bing SEQ ID NO: 7 dugc lién két bd sung voi khang thé
khéng VAMP2 hodc manh lién két khang nguyén cua né theo #diém 1.
3. Phan tir axit nucleic md hoa khang thé khang VAMPZ/hoaC manh lién két khang
nguyén ctia né theo diém 1 hodc khang thé dung hop khang VAMP2 hoidc manh lién két
khang nguyén ciia n6 theo diém 2.
4. Vecto bidu hién tai t5 hop chira phén tir axit nucleic theo diém 3.
5. Té bao dugc bién nap bang vecto biéu hién tai t6 hop theo diém 4.
6. Ché phim ding dé phat hién khang nguyén VAMP2 chira khang thé khang VAMP2
hodc manh lién két khang nguyén clia n6 theo diém 1 hoic khang thé dung hop khang
VAMP2 hozic méanh lién két khang nguyén cia né theo diém 2, 1am thanh phén c6 hoat
tinh.
7. My phdm ding dé ngin ngira hodc cai thién nép nhan trén da chira khang thé khang
VAMP2 hozic manh lién két khang nguyén ciia né theo diém 1 hodc khang thé dung hop
khéng VAMP2 hozc manh lién két khang nguyén cta n6 theo diém 2, 1am thanh phan c6
hoat tinh.
8. My pham ding dé ngan ngira hodc cai thién nép nhin trén da theo diém 7, trong d6 my
phim nay @c ché su tao thanh phirc hgp SNARE.
9. Thyc phim chirc ning cai thién strc khoe ding dé ngan ngira hoic cai thién nép nhin
trén da chira khang thé khang VAMP2 hoic manh lién két khang nguyén cta né theo
diém 1 hoic khang thé dung hop khang VAMP2 hogc manh lién két khang nguyén ciia

n6 theo diém 2, 1am thanh phén ¢0 hoat tinh.
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10. Dugc phdm diing dé ngan ngira hodc diéu tri nép nhan trén da chira khang thé khéng
VAMP2 hoic manh lién két khang nguyén cua né theo diém 1 hodc khang thé dung hop
khéng VAMP?2 hogc manh lién két khang nguyén cia n6 theo diém 2, 1am thanh phén c6

hoat tinh.
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[FIG. 3]

TAT-a-VAMP2

[FIG. 4]
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[FIG. 5]
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[FIG. 7]
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DANH MUC TRINH TU
<110> HAUUL BIO

<120> KHANG THE KHANG VAMP2 DUNG PE UC CHE PHUC HQP SNARE VA VIEC SU
DUNG

<130> OP-2019-0047PCT-VN

<150> KR 10-2018-0098309
<151> 2018-08-23

<150> KR 10-2019-0066179
<151> 2019-06-04

<160> 8

<170> KopatentIn 2.0

<210> 1

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhdn tao
<220>

<223> CDR1 chudi nhe

<400> 1

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Asn Val Thr
1 5 10

<210> 2

<211> 4

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> CDR2 chudi nhe

<400> 2
Ser Asp Ser His
1
<210> 3
<211> 9
<212> PRT
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>

<223> CDR3 chudi nhe
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<400> 3

Gly Ser Trp Asp Tyr Ser Leu Ser Ala
1 5

<210> 4

<211> 5

<212> PRT

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>

<223> CDR1 chudi ning

<400> 4

Asn Tyr Ser Met Ser
1 5

<210> 5

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> CDR2 chudi ndng

<400> 5

Ala Ile Tyr Ser Asp Gly Ser Ser Ile
1 5

<210> 6

<211> 19

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> CDR3 chudi ndng

<400> 6

Lys Tyr Arg Ser Ser Lys His Thr Pro Leu Pro Ser Tyr Ser Asn Ala
1 5 10 15

Met Asp Val

<210> 7
<211> 11
<212> PRT
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<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> TAT peptit

<400> 7

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5 10

<210> 8

<211> 33

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> TAT peptit

<400> 8

tatggccgca aaaaacgccg ccagcgccgc cgc
33
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