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(57) Sang ché dé cap dén peptit c6 hoat tinh bao vé té bao chdng lai cac chat gdy 6 nhiém

mai trudng va dugc pham, thuc pham, va my pham chira peptit ndy. Peptit ndy cu thanh

tur trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, trong d6 peptit nay gén két voi dioxin
hoic hop chit trong tu dioxin, va tuy y trong do dau tan cung N hodc dau tan cung C cia
petit nay dugc cai bién. Peptit nay gan két truc tiép voi 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin,
duogc biét dén 13 chat doc nhét trong sb cac chét thudc nhom dioxin, va peptit nay co hoat
tinh ngin ngira 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin thim nhap qua da va co ché hoat héa thu
thé aryl hydrocarbon boi 2,3,7,8- tetraclodibenzo-p-dioxin va hydrocarbon thom da vong

chtra trong hat bui min. Hoat tinh bao vé té bao truc tlep nay chong lai cac chat gay 0

nhiém moi trudng khac biét véi cac phuong phap da biét chi gian tiép ngin ngira tiép xuc

v6i cac cht nay hodc dé giam doc tinh bing cach tao ra hang rao bao vé.
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Linh vue ky thuit dwoge dé cap

Sang ché dé cap dén peptit c6 hoat tinh bao vé té bao chdng lai cic chit giy 6

nhiém mai trudong va duge pham, thuc phdm, va my phim chura peptit nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Céc chét gdy 6 nhim mai truong dugc phan loai 14 cac chét gay 1di loan ndi tiét,
va bao gdm cac hop chét clo hitu co nhu dioxin, chét trir sau, phtalat, benzopyren, penta-
phenol dén nonyl-phenol, bisphenol A, kim loai ning, styren dime va styren trime, va céc
hop chét tuong tu. Cac chat nay rit dn dinh vé mat hoa hoc va ton tai trong moi truong
trong mot thoi gian dai, va ¢6 thé tham nhap vao co thé ngudi thong qua chudi thie an do

¢6 murc do tich tu sinh hoc cao.

Trong sb cac hop chét nay, dioxin bao gdm céc hop chat clo-hydrocarbon c6 cdu
tric hoa hoc tuong tu, tic 1a polyclo-dibenzo-p-dioxin (PCDD-polyclo-dibenzo-p-dioxin)
va polyclo-dibenzofuran (PCDF-polyclo-dibenzofuran), va c6 75 loai ddng phan PCDD
khac nhau va 135 loai ddng phan PCDF khac nhau phu thugc vao s6 lwong ciia nguyén tir

clo duoc thé.

Dioxin dugc phat tan hodc tao ra trong qué trinh ddt chat thai, qua trinh tdy tring
gidy hodc bot gidy, qua trinh san xuit san phidm nhwa, qué trinh san xudt chét trir sau clo
hitu co, va cac qua trinh tuwong tu. Do dioxin la céc tinh thé rin khong mau & nhiét do
phong, dn dinh vé mat nhiét héa hoc, va d& hoa tan trong chét béo, chiing tich tu & cac
md béo khi thdm nhap vao co thé séng. Tac dong cta hop chat nay trén co thé nguoi co
thé bao gém rdi loan chirc nang sinh san, sdy thai, di tat thai nhi, bién ddi chuc nang diéu
hoa hormon, phat trién bénh dai thao dudng, hé mién dich bi 1oi loan, giy tdn thuong hé

mién dich, ¢6 kha ning gy bénh ung thu, va cac rdi loan twong tur.

Hat bui min c4u thanh tir luu huynh dioxit, nito oxit, chi, ozon, carbon monoxit, va
thanh phan tuong ty. Hat bui min c6 duong kinh hat bang 10pm hodc nhé hon duoc goi
1a hat min th6é (PM10). Hat bui min c6 duong kinh hat béng 2,5um hodc nhé hon dugce

goi 1a hat bui siéu min (PM2.5). Hat bui min ¢6 thé c6 nguén gbc tlir nguén tu nhién nhu
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bui dét, mubi bién, hoic phén hoa thuc vat hodc céac nguén nhan tao nhu khoi duogc tao ra
khi nhién liéu hoa thach dugc dét chay, khi thai tir phuong tién xe cd, bui tir cong trudong
x4y dung, nguyén liéu thd dang bot va nguyén liéu phu trg trong cdc nha may, va khoi tur
16 ddt rac thai.

Hat bui min ndy c6 duong kinh rat nhé bang tir 1/7 dén 1/5 duong kinh cua s¢i toc
nguoi dugce hit su vao co thé nguoi ma khong duoc loc dong thoi xuyén qua khoang
mii, khoang miéng, va 6ng phé quan. Hat bui min thim nhép vao co thé ngudi ¢ dang
trong d6 né dugc hip thu véi cac chit doc néu trén c6 thé gy ra phan Gng viém & céc co
quan nhu dudng ho hép, phdi, hé tim mach, va nfo, do d6 gy ra cac bénh vé duong hd
hép va bénh tim mach. International Agency for Research on Cancer d phan loai hat bui
thanh céac chat gay ung thu nhém 1 vao thang 10 ndm 2013, theo quy dinh cla T6 chie Y
té Thé gidi.

Ca dioxin va hydrocarbon thom da vong chita trong hat bui min dugc biét dén 1a
c6 kha nang thdm nhdp vao té bao va hoat hoa thu thé aryl hydrocarbon (AhR-aryl
hydrocarbon receptor). Thong co ché hoat hoa thu thé aryl hydrocarbon, cac gbc oxy
phan ting duogc gia ting trong té bao va phirc hop di dime cia AhR va protein van chuyén
AhR vao nhian (ARNT-AhIR nuclear translocator) gin két v6i yéu t6 dap Gmg ngoai sinh
lam ting biéu hién clia c4c chit didu hoa viém khéc nhau, yéu t& phién ma lién quan dén
tat méit nho, 12 yéu té phién ma lién quan dén téng hop melanin, va metalloproteinaza chu
trac nén, 13 enzym gdy ra nép nhin, do d6 gdy ra bénh viém da, roi loan ting san quéa mic

té bao séc td (dém va tan nhang), nép nhin, va céc tinh trang bénh tuong tu trén da.

Céc san phim chdng lai cac chét gdy 6 nhiém méi truong da biét sir dung nguyén
liéu thd ngén ngura hép thu hat bui min vao da hodc tang cuong hang rao bao v¢ da bang
cach str dung dién tich. Tuy nhién, cac san pham nay chi c6 tic dung béo vé gian tiép chur
khong e ché truc tiép co ché hoat héa thu thé aryl hydrocarbon ctia céc chét gdy 6 nhiém
mdi trudong nhu dioxin hodc hat bui min. Nguyén liéu tho hodc san phim trc ché tac dung

bét lgi ctia cac chit giy 6 nhiém moi trudng tiép xic voi da van chua duoc phat trién.
Ban chat ky thuat cia sang ché

Theo do, cac tac gid sang ché da phét hién thdy rang peptit chira trinh tu axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, hoic SEQ ID NO.3 gén két tryc tiép véi
2,3.7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin (TCDD-2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin), dugc biét dén
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1a chét doc nhét trong s cac chét thudc nhom dioxin, va peptit nay c6 hoat tinh ngéan
ngira 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin thim nhdp qua da va co ché hoat hoa thy thé aryl
hydrocarbon béi 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin va hydrocarbon thom da vong chira

trong hat bui min.

Do d6, muc dich cua sang ché 1a d& cap dén peptit cau thanh tir trinh ty axit amin
nhu néu trong SEQ ID NO.3, trong d6 peptit nay gdn két v6i dioxin hodc hop chét tuong
ty dioxin, va tuy y trong do dAu tan cing N hodic dau tan cing C cua petit ndy duoc cai
bién.

Sang ché cling d& cap dén duoc phdm diéu tri bénh gy ra bdi dioxin hodc hop
chét twong tu dioxin, chira hoat chét 1a peptit chu thanh tr trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.3, tuy y trong do diu tn cung N hodc ddu tan cung C cla petit nay
dugc cai bién.

Sang ché ciing dé cap dén thuc phim dbi khang dioxin hodc hop chat tuong tu
dioxin, chtta hoat chét 1a peptit cdu thanh tr trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID

NO.3, tiy ¥ trong d6 dau tan ciing N hodc d4u tan cung C cua petit nay duoc cai bién.

Sang ché ciing dé cap dén my pham cai thién tinh trang da, chlra hoat chat 1a

peptit néu trén.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1A 1a biéu d6 thé hién cuong do gin két cua peptit chira trinh ty axit amin nhu

néu trong SEQ ID NO.1 v6i TCDD, theo mot phuong an theo sang ché.

Fig.1B 1a biéu dd thé hién cuong do gén két ctia peptit chira trinh ty axit amin nhu

néu trong SEQ ID NO.2 v6i TCDD, theo mot phuong én theo sang ché.

Fig.1C 1a biéu dd thé hién cuong do gin két ctia peptit chira trinh ty axit amin nhu

néu trong SEQ ID NO.3 v6i TCDD, theo mot phuong dn theo sang ché.

Fig.2A 13 hinh anh thé hién két qua thi nghiém danh gid hoat tinh e ché van
chuyén thu thé aryl hydrocarbon vao nhén ctia peptit chtra trinh tu axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.1 theo mdt phuong an theo sang ché.

Fig.2B 12 biéu dd thé hién két qua thr nghiém danh gid hoat tinh Grc ché vén
chuyén thy thé aryl hydrocarbon vao nhén cua peptit chtra trinh ty axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.1 theo mot phuong n theo séng ché.
-4-



40234

Fig.2C 12 hinh 4nh thé hién két qua thir nghiém danh gid hoat tinh e ché vén
chuyén thu thé aryl hydrocarbon vao nhan cta peptit chira trinh tu axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.2 theo mét phuong 4n theo sang ché.

Fig.2D 1a biéu dd thé hién két qua thir nghiém dénh gid hoat tinh e ché vén
chuyén thu thé aryl hydrocarbon vao nhan cta peptit chira trinh ty axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.2 theo m¢t phuong 4n theo sang ché.

Fig.2E 1a hinh anh thé hién két qua thtr nghiém danh gia hoat tinh ¢ ché van
chuyén thu thé aryl hydrocarbon vao nhan cia peptit chira trinh ty axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.3 theo mot phuong 4n theo sang ché.

Fig.2F 1a biéu dd thé hién két qua thir nghiém danh gia hoat tinh &c ché van
chuyén thu thé aryl hydrocarbon vao nhan cia peptit chira trinh ty axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.3 theo mdt phuong 4n theo sang ché.

Fig.3A 13 hinh anh thé hién két qua thir nghiém dénh gid hoat tinh chirc ché van
chuyén TCDD vio t€ bao cla peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1

theo mot phuong an theo sang ché.

Fig.3B Ia hinh anh thé hién két qua thir nghiém danh gia hoat tinh chirc ché van
chuyén TCDD vio t€ bao cla peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2

theo mot phuong an theo sang ché.

Fig.3C 14 hinh 4nh thé hién két qua thir nghiém dénh gid hoat tinh chirc ché van
chuyén TCDD vao té bao clia peptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3

theo m6t phuong &n theo sang ché.

Fig.4A 14 db thi thé hién két qua phén tich hoat tinh lam giam ndng d6 cua cac goc
oxy phan tng clia peptit chita trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 theo mot

phuong 4n theo sang ché trong té bao.

Fig.4B la db thi thé hién két qua phan tich hoat tinh lam giam ndng do cia cac gbc
oxy phéan tng clia peptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2 theo mot
phuong an theo sang ché trong té bao.

Fig.4C 1a db thi thé hién két qua phan tich hoat tinh 1am giam ndng do cua cac gbe
oxy phan ung clia peptit chira trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3 theo mot

phuong an theo sang ché trong té bao.
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Fig.5A 1a hinh anh thé hién két qua phan tich PCR dinh Iuong ciia CYP1A1 va céc
hop chit gdy viém bang cach st dung peptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.1 theo mdt phuong an theo sang ché.

Fig.5B 1a hinh anh thé hién két qué phén tich PCR dinh lugng ciia CYP1AT va céac
hop chét gy viém bang cach sir dung peptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.2 theo mdt phwong an theo sang ché.

Fig.5C 12 hinh 4nh thé hién két qua phan tich PCR dinh luong ciia CYP1A1 va céc
hop chét gy viém bang cach sir dung peptit chta trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.3 theo mdt phuong an theo sang ché.

Fig.6A 1a bidu dd thé hién két qua thir nghiém dénh gid hoat tinh e ché van
chuyén thu thé aryl hydrocarbon vao nhén cla peptit chira trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.1 theo m¢t phuong 4n theo sang ché.

Fig.6B 1a bidu db thé hién két qua thi nghiém danh gid hoat tinh c ché van
chuyén thu thé aryl hydrocarbon vao nhén cia peptit chira trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.2 theo mgt phuong an theo sang ché.

Fig.6C 1a biéu dd thé hién két qua tht nghiém dénh gid hoat tinh ¢ ché van
chuyén thu thé aryl hydrocarbon vao nhén cia peptit chira trinh ty axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.3 theo mdt phuong 4n theo sang ché.

Fig.7A 12 hinh anh thé hién két qua phan tich PCR dinh lugng ctia CYP1A1 va céc
hop chét gay viém bang cach sir dung peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.1 theo mdt phuong &n theo sang ché.

Fig.7B 1a hinh 4nh thé hién két qua phéan tich PCR dinh lugng ciia CYP1AL1 va cac
hop chét gay viém bang cach sir dung peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.2 theo mdt phuong &n theo sang ché.

Fig.7C 1a hinh 4nh thé hién két qua phan tich PCR dinh lugng ciia CYP1AL1 va céc
hop chét gay viém bang cach sir dung peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ
ID NO.3 theo mdt phuong an theo sang ché.

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché s& dugc mo ta chi tiét trong phan mo ta dudi day.
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Sang ché dé cap dén peptit c6 hoat tinh bao vé té bao chdng lai cac chit gy 6
nhiém moi trudng va duge pham, thuc phim, va m§ phdm chtra peptit ndy. Cac tac gia
sang ché da kiém chimg duoc ring peptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1, SEQ ID NO.2, hosic SEQ ID NO.3 gén két truc tiép véi 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-
dioxin, dugc biét dén 1a chit doc nhét trong sb cac chét thudc nhom dioxin, va peptit nay
¢6 hoat tinh ngin ngira 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin thim nhép qua da va co ché hoat
hoéa thu thé aryl hydrocarbon béi 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin va hydrocarbon thom
da vong chira trong hat bui min. Hoat tinh bao vé té bao truc tiép nay chéng lai cac chét
gdy 6 nhiém moi truong khac biét v6i cac phuong phap da biét chi gian tiép ngan ngira
tiép xuc véi cac chit nay hodc dé giam doc tinh bang cach tao ra hang rao bao vé.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén peptit chira trinh ty axit amin nhu néu

trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, hoic SEQ ID NO.3.

Peptit nay c6 thé 13 peptit c6 déu tan cing N va/hoic dau tan cing C dugc cai bién
dé chon loc doan trinh ty axit amin va 1am tang hoat tinh ctia no. Déu tan cung N va/hoic
dau tan cung C dugc cai bién nay co thé cai thién déng ké d6 6n dinh cta peptit theo séang

ché, vi du 1am ting thoi gian ban thai in vivo cua peptit.

Pau tan cing N ¢6 thé dugc cai bién bing cach gin két nhém bao vé duge chon tur
nhém bao gdbm nhém axetyl, nhém fluoreonylmetoxycarbonyl, nhém formyl, nhom
palmitoyl, nhém myristyl, nhém stearyl, va polyetylen glycol vao dau tan cing N cua
peptit. Nhoém bao vé€ c6 tac dung bao vé peptit theo sang ché khoi bi phan cit boi enzym

phan cit protein trong co thé song.

Dau tan cing C c6 thé dugc cai bién bing cach gin két nhom hydroxyl (-OH),
nhém amino (-NH,), nhom azit (-NHNH,), hodc nhém tuong tu vao dau tan cung C cta
peptit, nhung khong chi gidi han & cac nhom nay.

Theo mdt phuong 4n, peptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1,
SEQ ID NO.2, hoac SEQ ID NO.3 gén Kkét truc tiép voi 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin,
duoc biét dén 1a chit doc nhit trong s6 cac chét thudc nhém dioxin, va peptit nay c6 hoat
tinh ngin ngira 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin thdm nhap qua da va co ché hoat héa thu
thé aryl hydrocarbon béi 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin va hydrocarbon thom da vong

chira trong hat bui min.
Hydrocarbon thom da vong duwoc dua vao té bao gin két véi thu thé aryl
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hydrocarbon va di chuyén vao nhan té bao, sau d6 tao thanh phirc hop véi protein van
chuyén AhR vao nhan gin két voi yéu t6 dap tmg dioxin dé biéu hién cac gen nim sau.
Céac gen nim sau bao gdbm CYP1A1 va céc yéu t6 viém khac nhau. CYP1A1 tham gia
vao qua trinh chuyén héa cta céc tién chét gy ung thu khic nhau nhu benzopyren, va
cac chét chuyén hoa duge tao ra tir d6 phan ung véi ADN dé gay dot bién. Ngoai ra, qua
trinh biéu hién cta cac yéu t6 viém nhu xyclooxygenaza 2 (COX2), yéu t6 hoai tir khéi u
alpha (TNF-a), va interleukin-1 beta (IL-1B) duoc gia tang, d4n dén phan ung viém khu
tra trén mot ving tiép xuc va phan (mg viém toan than.

Céc két qua nay cho thiy rang peptit theo sang ché c6 hoat tinh rit manh dé phong
ngira va/hosic didu trj bénh gy ra bai hop chét twong tu dioxin.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& cap dén duoc pham phong ngira hoic didu
tri bénh gy ra bdi hop chét tuong tu dioxin, chira hoat chét 1a it nhit mot peptit duoc
chon tir nhom bao gdm peptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ
ID NO.2, hodc SEQ ID NO.3.

Bénh gy ra béi hop chét twong tu dioxin rit phuc tap va vi du vé bénh nay bao
g@)m, nhung khong chi gigi han ¢, bénh vé da bao g?)m bénh ban clo, tinh trang giam s6
luong tinh tring, bénh ung thu tinh hoan, bénh ung thu tuyén tién liét, ting san ndi mac
tr cung, bénh ung thu vu, nhiém doc gan, suy giam mién dich, mau nhiém mé, tat 15 tiéu
thép, tinh hoan lac chd, di tat bim sinh, tbn thuong mach mau, bénh ung thu biéu mo té
bao gan, ching gan to, u X0 tuyén, sat can, rung téc, phit miéng, phit mi mit, va loét niém
mac da day (Carter et al., Science 188:738(1975); Fourth Annual Report on Carcinogens,
NTP 85-002:170, 185(1985)).

Thuét ngit “dioxin” thudng duge st dung trén phuong tién thong tin dai ching dé
chi 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin (TCDD). Tuy nhién, TCDD la hop chat thudc ho
polyclo-dibenzo-p-dioxin (PCDD), va PCDD bao gdm 75 loai ddng phan khac nhau theo
vi tri va sb luong cia cac nguyén tir clo. Vé mit sinh hoc, TCDD dugc biét dén 1a PCDD
doc nhat.

Trong khi d6, cac hydrocarbon thom khéc c6 dic tinh sinh hoc tuong tu nhu
TCDD, vi du ho polyclo-dibenzofuran (PCDF) va ho polyclo-biphenyl (PCB), d& dugc
ghi nhan.

Do d6, thuat ngit “dioxin” dugc st dung trong ban mo ta dé chi toan bo cac hop
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chit thudc ho PCDD, va thuat ngit “hgp chét tuong tu dioxin” dugc st dung trong ban
mb ta dé chi PCDD, PCDF, va PCB md ta néu trén va cc hop chit c6 tac dung trén té

bao tuong tw nhu PCDD.

Dioxin, 1a hop chat gdy ung thu, d& dugc ghi nhdn la gy ra cdc bénh nghiém
trong nhu rdi loan qua trinh sinh san va phat trién, suy gidm hé mién dich, va can thiép
vao qué trinh diéu hoa hormon (Yang, J. H. et al., Carcinogenesis. 20: 13-18(1999), Lee,
Y. W. et al., Toxicol. Lett., 102-103:29-83(1998)).

United States Environmental Protection Agency (EPA) da thu thap dit liéu thong
ké vé tac dung bét loi ctia dioxin va hop chét tuong tu dioxin trén co thé nguoi va da ghi
nhan dugc ring sb luong tinh tring giam khoang 50%, tan suit xuét hién cua bénh ung
thu tinh hoan ting khoang 3 1an, va tAn suit xuét hién cua bénh ung thu tuyén tién liét
tang 2 14n hodc cao hon, khi so véi dir liéu théng ké 50 nam trude. Ngoai ra, tan suét xut
hién cia ting san ndi mac t& cung va bénh ung thu vu gy ra bdi dioxin va hop chét

tuong tu gia ting, da dugc kiém chung khi so véi dit liéu théng ké 50 nam trude.

Duoc phim theo sang ché c6 thé chtra lugng hiru hiéu duge dung cia it nhét mot
peptit dugce chon tr nhdm bao gbm peptit chtra trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1, SEQ ID NO.2, hoac SEQ ID NO.3.

Ngoai ra, duge phdm c6 thé con chira chit mang dugc dung.

Chéit mang duoc dung c6 thé 1a hop chit bét ky thuong dugc st dung trong bao
ché dugc phém va vi du vé chét mang dugc dung bao gém, nhung khong chi giéi han 6,
lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, tinh bdt, gom acacia, canxi phosphat,
alginat, gelatin, canxi silic dioxit, xenluloza vi tinh thé, polyvinyl pyrolidon, xenluloza,
nuée, xi-rd, metylxenluloza, metylhydroxy benzoat, propylhydroxy benzoat, talc, magie
stearat, va ddu khoang. Chat mang dugc dung va dugc pham thich hop duge md ta chi

tiét trong Remington’s Pharmaceutical Sciences (19th ed., 1995).

Duoc phdm theo sing ché ¢ thé con chita, nhung khdng chi giéi han &, td dugc
tron, chét 1am 4m, chét lam ngot, chAt thom, chét nhil hoa, chét gay thdm 6n dinh, va chét
bao quan ngoai cac hoat chit.

Duoc phim c6 thé dugc st dung qua dudng miéng hodc dudng ngoai tiéu hoa, tdt

hon néu, duong ngoai tiéu héa. Khi dugc sir dung qua duong ngoai tiéu hoa, duong tiém

-0



40234

bép, duong tiém tinh mach, duong tiém dudi da, duong tiém mang bung, duong khu tru,
duong qua da, va tuong tu co thé duoc st dung, nhung khong chi gidi han & cac duong

dwa thude nay.

Liéu luong cua duge pham ¢6 thé ndm trong khoang tir 0,0001pg/ngay dén
1000pg/ngay, nam trong khoang tir 0,001 pg/ngay dén 1000pg/ngay, nam trong khoang tir
0,01pg/ngdy dén 1000pg/ngay, nim trong khoang tr 0,1pg/ngay dén 1000pg/ngay, hoic
nam trong khoang tr 1,0pg/ngay dén 1000pg/ngay, nhung khong chi giéi han & céc
khoang liéu lrong nay, va co thé duoc ké don khac nhau phu thudc vao céac yéu td nhu
phuong phap bao ché, phuong phap st dung, do tudi, can ning, gidi tinh, va tinh trang
bénh ly cua d6i tugng bi bénh, thuc phém, thoi gian st dung, duong dua thudc, téc do
thai trir, va d6 man cdm phan ing.

Duoc phém c6 thé dugc bao ché thanh dang bao ché don vi hodc dang bao ché da
lidu sir dung chit mang dugc dung va/hodc ta dugc bang phuong phép da biét trong linh

vuc nay.

Dugc phim theo sang ché c6 thé duge bao ché & dang dung dich trong dau hoac
moi truong chira nudc, hdn dich, nhii twong, chiét xuét, bdt, com, vién nén, hodc vién

nang, va c6 thé con chtra chat phan tdn hodc chat 6n dinh.

Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén thuc phidm d6i khang hop chét
twong tu dioxin chtra hoat chét 12 it nhat mot peptit duoc chon tir nhom bao gbm peptit
chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, hodc SEQ ID NO.3.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé cap dén thuc phim lam giam va/hodc cai
thién bénh gay ra boi hop chét tuong tu dioxin chira hoat chét 1a it nhat mot peptit dugc
chon tir nhom bao gdm peptit chira trinh ty axit amin nhw néu trong SEQ ID NO.1, SEQ
ID NO.2, hodc SEQ ID NO.3.

Bénh gy ra béi hop chét twong tur dioxin may bao gb6m, nhung khdng chi gi¢i han
&, tinh trang giam sd lugng tinh tring, bénh ung thu tinh hoan, bénh ung thu tuyén tién
liét, ting san ndi mac tir cung, bénh ung thu v, nhiém doc gan, suy gidm mién dich, mau
nhiém ma, tat 15 tiéu thép, tinh hoan lac chd, di tat bam sinh, tdn thuong mach mau, bénh
ung thu biéu mo té bao gan, chimg gan to, u X0 tuyén, st can, rung toc, phtt miéng, phu

mi mat, va loét niém mac da day.
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Thuc phim theo sang ché c6 thé 1a cac thuc phim, dd udng, chit phu gia thuc

pham khéc nhau, va tuong tu.

Luong cua hoat chét 13 peptit theo séng ché, duoc chira trong thuc phim nay,
khong bi gidi han cu thé va c6 thé duoc diéu chinh thich hop theo loai thuc phém, muc
dich str dung cta thuc phém nay, va tuong tu, vi du nam trong khoang tir 0,01% khdi
luong dén 15% khéi luong tinh trén tbng khdi lugng cla thyuc pham hoic nam trong
khoang tir 0,02 g dén 10g, t6t hon néu nam trong khoang tir 0,3g dén 1g, tinh trén 100mL

cuia d6 udng chtrc nang.

Khi thuc phim 1a d6 ubng, cac thanh phan dang 1ong khong bi gidi han cu thé
mién 1a peptit dugc chira dudi dang thanh phén thiét yéu & ty 1¢ x4c dinh. Db ubng nay co
thé con chira c4c thanh phéan bd sung nhu cac chit thom hodc cac cacbonhydrat ty nhién

khac nhau.

Vi du vé cac cacbonhydrat ty nhién bao gdm chét 1am ngot thong thudng, vi du
monosacarit nhu glucoza va fructoza, disacarit nhu maltoza va sucroza, va polysacarit

nhu dextrin va xyclodextrin, va rugu dudng nhu xylitol, sorbitol, va erythritol.

Ngoai céac hop chit mod ta néu trén, chét thom tu nhién (vi dy, thaumatin va chiét
xuét cd ngot stevia, vi du rebaudiosit A va glycyrrhizin) va chét thom téng hop (vi du,
saccharin va aspartam) co thé dugc st dung hitu hiéu 1am chat thom. Lugng cia cic
cacbonhydrat tu nhién co6 thé ndm trong khoang tr 1 g dén 20g, t6t hon néu nim trong

khoang tir 5g dén 12g, tinh trén 100mL d6 ubng theo séng ché.

Thuc pham theo sdng ché c6 thé con chira chét dinh dudng, vitamin, khoang chét,
chat thom nhu chét thom tdng hop va chat thom tw nhién, chat mau, va chat don (pho
mat, sO ¢ la, v.v.), axit pectic va mubi cta no, axit alginic va mudi caa no, axit hitu co,
chét lam dic bao vé dang keo, chit diéu chinh d6 pH, chit 6n dinh, chit bao quan,

glycerin, rugu, va chét tao ga duoc sir dung trong dd ubng co ga.

Thuc phdm theo sing ché c¢6 thé con chira thit qua dé ché bién nudc ép trai cay tu
nhién, dd udng nuéde ép trai cdy, va dd ubng tir rau xanh. C4c thanh phan nay c6 thé duoc
sir dung riéng hodc két hop. Lugng cua cac chét phu gia nay khong quan trong, nhung c6
thé nam trong khoang tr 0 dén 20 phan khi lugng tinh trén 100 phén khdi lugng cta

thuc phdm theo sang ché.
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Theo mot khia canh khéc, sang ché dé cap dén my pham cai thién tinh trang da
chira hoat cht 1a it nhit mot peptit dugc chon tir nhém bao gbm peptit chira trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, hodc SEQ ID NO.3.

M§ pham theo sdng ché ¢6 thé chira (a) lugng hitu hiéu cua peptit theo sang ché
mb ta néu trén, va/hodc (b) chit mang chip nhan dung trong my pham, nhung khdng chi
gi6i han & cac thanh phan nay.

Thuit ngit “luvong hiru hiéu vé mit m§ phdm” dugc sir dung trong ban mo ta dé
chi luong di dé dat duoc tac dung mong mudn ciia m§ phim theo sang ché dé cai thién

tinh trang da.

Mg pham theo sang ché c6 thé duge bao ché thanh ché phdm bat ky thuong duoc
st dung trong linh vuc nay. Vi du, m¥ pham c6 thé dugc bao ché thanh, dung dich, hdn
dich, nhii trong, bot nhdo, gel, kem, thudc xtre, thude bot, xa phong, ché phém téy trang
chtra chét hoat dong bé mit, diu, kem nén dang bot, kem nén dang nhii tuong, kem nén
dang sap, va thubc xit, nhung khong chi gi6i han & cac ché phim nay. Cu thé hon, m§
phém theo sang ché co thé duoc bao ché thanh thudc xtc lam mém, thube xirc nudi
dudng, kem nuodi dudng, kem mat-xa, nude hoa, kem xoa mét, kem tdy trang, ché pham

téy trang dang bot, kem téy trang, thube dép, thudc xit, hodc thudc bot.

Khi m¥ phém theo sang ché duoc bao ché thanh bdt nhio, kem, hodc gel, chét
mang c6 thé 1a dau dong vat, plant dau, sap, parafin, tinh bot, tragacanth, dan xuét

xenluloza, polyetylen glycol, silicon, bentonit, silic dioxit, talc, ké&m oxit, hodc tuong tu.

Khi m¥ phém theo sang ché duge bao ché thanh thubc bot hodc thube xit, chét
mang co thé 1a lactoza, talc, silic dioxit, nhdm hydroxit, canxi silic dioxit, hodc polyamit
dang bot. Dac biét 1a, khi my phém theo sang ché dugc bao ché & dang thube xit, chét
déy nhu cloflohydrocarbon, propan/butan, hodc dimetyl ete c6 thé cling duoc st dung.

Khi m§ phdm theo séng ché dugc bao ché thanh dung dich or nhil tuong, chét
mang co thé 1a dung moi, chit hoa tan, hoic chét nhii héa, nhu nuéc, etanol, isopropanol,
etyl carbonat, etyl acetat, benzyl ruou, benzyl benzoat, propylen glycol, 1,3-butylglycol
dau, glycerol aliphatic este, polyetylen glycol, hodc este axit béo cia sorbitan.

Khi m§ pham theo séng ché dugc bao ché thanh hdn dich, chét mang c6 thé 1a ta
duogc pha lodng dang 16ng nhu nudc, etanol, hodc propylen glycol, chét gy thim 6n dinh
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nhu rugu etoxy-isostearylic, polyoxyetylen sorbitol este, va polyoxyetylen sorbitan este,

xenluloza vi tinh thé, nhdm metahydroxit, bentonit, agar, va tragacanth.

Khi m§ phim theo sing ché dugc bao ché thanh ché phdm tiy trang chira chét
hoat dong bé mit, chit mang co thé 1a rugu sulfat béo, rugu ete sulfat béo, sulfosuccinic
monoeste, isethionat, din xuit imidazolin, metyl taurat, sarcosinat, axit béo amit ete
sulfat, alkyl amidobetain, rugu béo, glycerit axit béo, dietanolamit axit béo, dau thuc vat,

dAn xuét lanolin, hoic este axit béo etoxyl-glycerol.

Ngoai hoat chit 1a peptit va chit mang, m§ phim theo séng ché c6 thé con chira
c4c thanh phan khac thudong dugc duge st dung trong m§ pham. Vi du, m§ phim theo
sang ché c6 thé con chira chit bd tro thong thudong nhur chit chéng oxy hoa, chét 6n dinh,

chat hoa tan, vitamin, chit mau, va chat thom.

Thuat ngit “cai thién tinh trang da” duoc sir dung trong ban mo ta dé chi qua trinh
diéu tri, 1am giam, va cai thién tinh trang tdn thuong da giy ra béi yéu t6 nodi sinh hodc
ngoai sinh, va tdc dong cua yéu t nay, vi du tac dung 1am giam hodc cai thién tinh trang

viém xuét hién trén da, nhung khong chi gi¢i han & tac dung nay.

Sang ché ciing mo ta phuong phap phong ngira hodc diéu tri bénh gay ra béi hop

chét tuong tu dioxin.

Phuong phép nay c6 thé bao gbdm cho duoc pham chira hoat chét 1a it nhat mét
peptit dugc chon tir nhém bao gdm peptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1, SEQ ID NO.2, hodc SEQ ID NO.3, tip xiic v6i d6i tugng bi bénh. Dugc pham 1a

nhu mo ta néu trén.

Sang ché ciing md ta viéc st dung peptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong
SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, hodc SEQ ID NO.3 dé phong ngira hodc diu trj bénh gay
ra bdi hop chét twong tu dioxin. Peptit chtra trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1, SEQ ID NO.2, hodac SEQ ID NO.3 la nhu mo6 ta n€u trén.

Thuét ngit “peptit” dugc st dung trong ban md ta dé chi phan tir mach thang cu
thanh tir cac gbc axit amin dugc lién két théng qua lién két peptit. Peptit theo séng ché ¢6
thé duoc diéu ché bing phwong phép téng hop héa hoc da biét bét ky, dic biét 1a phuong
phap tdng hop pha ran (Merrifield, J. Amer. Chem. Soc. 85:2149-54(1963); Stewart, et
al., Solid Phase Peptit Synthesis, 2nd. ed., Pierce Chem. Co.: Rockford, 111(1984)) hodc
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phuong phép tbng hop pha long (Patent My s6 5,516,891).

Thuét ngft “dd on dinh” dugc st dung trong ban mo ta dé chi ca d0 On dinh in vivo

1An d6 6n dinh bao quan (vi du, d9 6n dinh bio quan & nhiét do phong).

Thuit ngir “luong hitu hiéu dugc dung” duoc st dung trong ban mo ta dé chi

lugng da dé dat dugc tac dung hodc hoat tinh cua peptit.

Sang ché @& cap dén peptit c6 hoat tinh bao vé t€ bao chéng lai cac chat giy 6
nhiém mdi truong va duge phim, thuc phim, va my pham chira peptit ndy. Céc tac gia
sang ché di kiém chimg dugc rang peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID
NO.1, SEQ ID NO.2, hoic SEQ ID NO.3 gin két truc tiép vé6i 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-
dioxin, dugc biét dén 1a chit doc nhét trong sb cac chét thudec nhom dioxin, va peptit nay
6 hoat tinh ngin ngira 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin thdm nhép qua da va co ché hoat
héa thu thé aryl hydrocarbon béi 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin va hydrocarbon thom
da vong chura trong hat bui min. Hoat tinh bao vé té bao truc tiép nay Chéng lai cac chét
gdy 6 nhiém mai truong khéac biét véi cac phuong phap da biét chi gian tiép ngan ngira
tiép xtic v6i cac chit nay hoic dé giam doc tinh bang céach tao ra hang rao bao vé.

Sang ché dé cap dén peptit chira trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1,
SEQ ID NO.2, hodc SEQ ID NO.3.

Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& duge mo ta chi tiet hon théng qua céc vi du sau. Tuy nhién, cac vi du

nay chi nhim muc dich minh hoa chir khong gidi han pham vi ciia séng ché sang ché.
Vi du diéu ché. Téng hop danh muc trinh tu

Nhua clotrityl clorua (70g, nhuva CTC, Nova biochem Cat No. 01-64-0021) dugc
bd sung vao thiét bi phan tmg va metylen clorua (490mL, MC) dugc bd sung vao, sau d6
khudy trong 3 phut. Sau d6, sau khi dung dich phan tng dugc loai bd, dimetyl formamit
(490mL, DMF) duoc bd sung vao, hdn hop thu duge dugce khqu trong 3 phut, va dung
mdi dugce loai bd. Dung dich diclometan (700mL) dugc bd sung vao thiét bi phan ting,
sau d6 Fmoc-Tyr(tBu)-OH (200mmol, Bachem, Swiss) va diisopropyl etylamin
(400mmol, DIEA) dugc bd sung vao. Hon hop thu dugc duge hoa tan béing cach khudy
va duy tri trong 1 gio két hop khudy. Sau khi hdn hop thu dwgc dugc rira, metanol va
DIEA (2:1) dugc hoda tan trong diclometan (DCM) va duy tri trong 10 phut, sau do hdn
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hop thu duge duge rua béng lugng du cia DCM/DMF (1:1). Sau d6, sau khi dung dich
phan tmg dugc loai bo, dimetyl formamit (490mL, DMF) dugc bd sung vao, va hdn hop
thu dwoc duoc khudy trong 3 phut, sau d6 dung mdi duge loai bé. Dung dich khir bao vé
(700mL, 20% piperidin/DMF) duoc.bd sung vao thiét bi phan tng va khudy 10 phut &
nhiét d6 phong, sau d6 dung dich phan tmg dugc loai bd. Sau khi Iuvgng tuong duong cua
dung dich khir bao v¢ dugc bd sung vao va duy tri trong 10 phit, dung dich phan ung
dugc loai bé va hdn hgp thu duge duoc rira hai 14n bing DMF, mét 14n bang MC, va mot

1in bing DMF, mdi 14n 3 phit d thu duge nhya Tyr(tBu)-CTL resin.

Dung dich DMF (700mL) dugc b sung vao thiét bi phan tmg mdi, va Fmoc-
Arg(Pbf)-OH (200mmol, Bachem, Swiss), HoBt (200mmol), va HBTu (200mmol) duogc
bd sung vao va hoa tan bing cach khudy. DIEA (400mmol) duoc bd sung hai 1an vao
thiét bi phan g va hon hop thu dugc duoc khudy trong it nhat 5 phut dé hoa tan hoan
toan cac chit rén. Dung dich chtra hdn hop axit amin da dugc hoa tan dugc bd sung vao
thiét bi phan mg chira nhya da dugc khir bao vé va duy tri trong 1 gig ¢ nhiét do phong
két hop khudy. Sau khi dung dich phan tmg duoc loai bé, hdn hop thu duge duge khudy
v6i dung dich DMF ba 14n, mdi lan 5 phut, sau d6 dung dich DMF dugc loai bo. Lugng
nhé cia nhya phan tmg duoc liy ra va mirc do phan tmg dugc kiém tra bang phép thir
Kaiser (phép thir nihydrin). Phan tng khir bao vé dugc thyc hién hai 1an theo cach thirc
tuong tu bang cach st dung dung dich khir bdo v¢ dé thu dugc nhua Arg(Pbf)-Tyr(tBu)-
CTL. Nhua nay dugc rta sach bang DMF va MC va sau d6 kiém tra bang phép tht
Kaiser mdt 14n nira, sau d6 bang thir nghiém gin két axit amin nhu mo ta néu trén. Theo
trinh tu axit amin dugc chon, cic phén ing chudi duoc thuc hién theo trinh ty Fmoc-Gly-
OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Trp-OH, va Fmoc-Lys(Boc)-OH. Sau khi
nhém bao vé Fmoc duogc cho phan tng véi dung dich khir bao vé hai 1an, mdi 1an 10
phut, dung dich khir bdo vé dugc loai bd béng cach rtra. Nhua peptidyl duoc rira béng
DMF, MC, va metanol ba 1in d6i v6i mdi dung moi, va lam kho trong diéu kién phun tir
tir khi nito, sau d6 1am kho hoan toan trong khi P,Os trong diéu kién chan khong. Sau do,
dung dich ro1 chuyén (1900mL) [81,5% axit trifloaxetic, 5,0% nudc cit, 5,0% thioanisol,
5,0% phenol, 2,5% etandithiol (EDT), va 1,0% triisopropylsilan (TIS)] duge b sung vao,
va hén hop phan tng dugc duy tri ¢ nhiét do phong trong 2 gio két hop lic. Nhya thu
duoc duogc loc, rora bang lugng nhé cia dung dich TFA, va tron véi dich cai. Ete lanh

duogc bd sung vao dich céi (2090mL) dé gy két tia, va hon hop phan tng dugc ly tim aé
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thu duogc cac két tia, sau d6 rira hai lan béng ete lanh. Sau khi loai bo dich cai, hdn hop
thu duoc duoc 1am kho hoan toan trong didu kién khi nito dé thu dugc peptit chira trinh
tur axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1 trude khi tinh ché (70,8g, hiéu suat: 97,0%).
Peptit nay c6 khdi lwgng phéan tir bang 822,9 (tri s6 1y thuyét: 822,9) khi dugc phan tich
bing thiét bi phan tich khéi lugng phén tir.

Céac peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.2 hodc SEQ ID
NO.3 dugc tdng hop theo phuong phap twong tu nhu phuong phap néu trén.

Béang 1

SEQ ID NO.| Danh muc trinh tw | Tri s phan tich (thiét bi khdi phd)

Tri s thu dwoc | Trj sb 1y thuyét
1 KWGGGRY 8229 8229
2 ILGRWCG 803.9 803,9
3 DVENTS 663,6 663,6

Vi du 1. Thit nghiém gén két in vitro

MBOi peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, va
SEQ ID NO.3 dugc tron v6i dung dich dém phu (20mM natri phosphat, do pH bé‘mg 9,6)
o n6ng do béng 1,8mM duoc céy trai trén dia dé thuc hién thir nghiém hép thu mién dich
lién két enzym (ELISA) va u & nhiét d6 4°C qua dém. Sau do, peptit dugc rira bang dung
dich dém mudi phosphat chira Tween-20 (PBST) va phong bé bang 3% albumin huyét
thanh bd (BSA) trong 2 gid & nhiét do phong. Sau khi rua bang PBST, 2,3,7.8-
tetraclodibenzo-p-dioxin (2uM) dugc b6 sung vao mdi giéng va 0 & nhiét do phong trong
2 gio. Sau dd, sau khi rira bang PBST, qué trinh xt 1y bang khéang thé khang TCDD dugc
tip hop véi fluorescein isothioxyanat (FITC) dwgc thuc hién & ty 1€ cua khang
thé:PBST=1:100 va hon hop thu dugc dugc @ trong 2 gio ¢ nhiét 40 phong. Sau do, sau
khi rira bang PBST, d6 hip thu & budc song kich thich 488nm/bude séng phat xa 520nm
duoc do bang thiét bi do huynh quang, va cac két qua duoc thé hién trén Fig.1A-Fig.1C,

va Bang 2.
Bang 2
SEQ ID NO. | Déi chitng [ 50 pM [ 500 pM | 1000 pM | 2000 pM
1 100% 193% | 360% 394% 575%
2 100% 128% | 264% 358% 405%
3 100% 159% | 253% 400% 420%

Nhu duogc thé hién trén Fig.1A-Fig.1C, va Bang Bang 2, céc tac gia sang ché da
kidm chung dugc rang peptit chtra trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ
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ID NO.2, hoic SEQID NO.3 gén két truc tiép voi 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin.
Vi du 2. Thir nghiém van chuyén thu thé aryl hydrocarbon vao nhan

Céc té bao HaCaT (té bao simng ciia ngudi) duoc tao mam trén dia 6 giéng & mat
do béng 3x10° té béo/giéng va nudi céy qua dém. Sau do, 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-
dioxin (10nM) va peptit chia trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID
NO.2, hodc SEQ ID NO.3 (50uM) dugc bd sung vao moi trudng nudi cdy. Sau 30 phut
phan ng, cac té bao dugc xir Iy trong 1 gid va thu gom dé thu nhan céc protein nhan va
bao tuong dugc phin tich voi nhau. Phuong phap thdm tach Western dugc thuc hién
bang cach st dung khang th8 khang thu thé aryl hydrocarbon (Santa Cruz
Biotechnology, U.S.A.) dé xéac dinh muc do hoat héa thu thé aryl hydrocarbon dugc van

chuyén vao té bao, va cic két qua dugc thé hién trén Fig.2A-Fig.2F va Bang 3.

Béang 3
SEQIDNO. | Pbiching | TCDD | TCDD + Peptit
5uM | 50 uM
1 1 lan 58lan | 1,91an | 1,91an
2 1 lan 571an | 2,514n | 09 lan
3 1 lan 5,9 lan 3 lan 1,5 lan

Nhu dugc thé hién trén Fig.2A-Fig.2F va Bang 3, cac tac gia sang ché da kiém
chimg dugc ring peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID
NO.2, hodac SEQ ID NO.3 c6 hoat tinh uc ché qua trinh van chuyén thu thé aryl

hydrocarbon vao nhén béi 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin.
Vi du 3. Thir nghiém van chuyén TCDD vao té bao

Céc té bao HaCaT (té bao simng ctia ngudi) duge tao mam trén dia 6 giéng & mat
do béng 3x10° t& bao/giéng va nubdi cdy qua dém. Sau d6, 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-
dioxin (50nM) va peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID
NO.2, hoic SEQ ID NO.3 (50uM) duge bd sung vao mdi truong nudi cdy. Sau 30 phut
phan ung, cac té bao duge xu ly trong 5 phut va c¢b dinh bang paraformaldehyt 4% trong
30 phut. Sau do, sau khi rira ba lan, cac té bao duoc cho phan tng véi Triton X-100 0,5%
trong 15 phut va rira ba 1in. Sau d6, cac t& bao dugc phong bé bang 3% BSA trong 1 gidy
va cho phan ung véi khing thé so cip khang TCD duge tiép hop véi fluorescein
isothioxyanat (FITC) (1:100) & nhiét do 4°C qua dém. Cac té bao dugc duge nhudm mau
va gin két véi 4,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) va quan sét béng kinh hién vi huynh
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quang. Cac két qua duoc thé hién trén Fig.3A-Fig.3C. Nhu dugc thé hién trén Fig.3A-3C,
peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, hodc SEQ ID
NO.3 ¢6 hoat tinh &rc ché qué trinh vén chuyén 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin vao té

bao.
Vi du 4. Phan tich cac gbc oxy phan tng trong té bao

Cac té bao HaCaT (té bao simg clia ngudi) dugce tao mam trén dia 6 giéng & mat
do bang 3x10° té bao/giéng va nudi cdy qua dém. Sau do6, 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-
dioxin (10nM) va peptit chita trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID
NO.2, hodc SEQ ID NO.3 (50uM) duoc bd sung vao mdi trudng nudi cdy. Sau 30 phut
phan ung, cac té bao duoc xir Iy trong 24 gid va tiép tuc duge cho phéan ung véi DCFH-
DA trong 30 phut. Sau do, cac té bao duoc dugc thu gom va phén tich bang phuong phép
FACS dé danh gia mirc do thay dbi cua cac tri s6 FL1 trung binh, va cic két qua duoc thé
hién trén Fig.4A-Fig.4C. Nhu duoc thé hién trén Fig.4A-Fig.4C, peptit chira trinh tu axit
amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, hoac SEQ ID NO.3 c6 tac dung lam
giam ndng do clia cac gbc oxy phan tng dugc gia tang boi 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-

dioxin trong té bao.
Vi du 5. Phan tich PCR dinh lugng CYP1A1 va cic hop chét gay viém

Céc té bao HaCaT (té bao simg clia ngudi) duge tao mam trén dia 6 giéng & mat
do bang 3x10° té bao/giéng va nudi cdy qua dém. Sau do, 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-
dioxin (10nM) va peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID
NO.2, hodc SEQ ID NO.3 (50uM) dugc bd sung vao mdi trudong nudi cdy. Sau 30 phut
phan Gng, cac té bao duge xr 1y trong 6 gid hodc 24 giv va thu gom dé phan tach ARN.
Sau khi dinh lugng ARN, ADN bd sung duoc téng hop bang cach sir dung kit tong hop
ADN b6 sung (Intron, Korea). Sau d6, phan tng chudi polymeraza (PCR) duoc thyuc hién
bang cach st dung kit PCR PreMix (Intron, Korea) va doan mdi dic hiéu ddi véi mbi
hop chét bao gdm CYP1A1, TNF-, IL-6, IL-1B, va COX-2 dugc thé hién trén Bang 4.
Sau do, b?lng cach dién di hon hop thu dugc trén gel agaroza 5%, mirc d biéu hién cua
ARN thong tin ma hoa cac yéu t6 sinh truéng nay dugc so sanh trong cac diéu kién xir ly

c4c mau twong Ung, va cic két qua duoc thé hién trén Fig.5A-Fig.5C.

-18-



40234

Bang 4
SEQ ID NO.| Poan moi Trinh tu (5°-3%)
4 CYPIA1l F| GGATCTTTCTCTGTACCCTGG
5 CYPIAl R| AGCATGTCCTTCAGCCCAGA
6 TNF-o F CGTCAGCCGATTRTGCTATCT
7 TNF-0. R CGGACTCCGCAAAGTCTAAG
8 IL-6 F AAAGAGGCACTGCCAGAAAA
9 IL-6 R ATCTGAGGTGCCCATGCTAC
10 IL-1B F TTCGACACATGGGATAACGA
11 IL-1p R TCTTTCAACACGCAGGACAG
12 COX-2 F | ATCATTCACCAGGCAAATTGC
13 COX-2 R | GGCTTCAGCATAAAGCGTTTG

Nhu duge thé hién trén Fig.5A-Fig.5C, peptit chta trinh tu axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, hoic SEQ ID NO.3 ¢6 hoat tinh trc ché biéu hién

CYP1A1 va c4c yéu td viém khéc nhau gay ra boi 2,3,7,8-tetraclodibenzo-p-dioxin.
Vi du 6. Thir nghiém véan chuyén thu thé aryl hydrocarbon nhén

Cac té bao HaCaT (té bao simg clia ngudi) duge tao mam trén dia 6 giéng & mat
d6 bing 3x10° té bao/giéng va nudi cdy qua dém. Hat bui & khu d6 thi (10nM, PM, Sigma
Aldrich, USA) va peptit chtra trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID
NO.2, hosic SEQ ID NO.3 (50uM) dugc bd sung vao mdi trudng nudi cdy. Sau 30 phut
phan ng, cac té bao dugc xur Iy trong 1 gio va thu gom dé thu nhan c4c protein nhan va
bao tuong dugc phan tach véi nhau. Sau d6, phuong phép thdm tach Western duoc thuc
hién bing cach st dung khéang thé khang thu thé aryl hydrocarbon (Santa Cruz
Biotechnology, USA) dé x4c dinh mtrc do hoat hoa thu thé aryl hydrocarbon dugc van
chuyén vao té bao, va cac két qua duoc thé hién trén Fig.6A-Fig.6C. Nhu dugc thé hién
trén Fig.6A-Fig.6C, peptit chtra trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID
NO.2, hoic SEQ ID NO.3 c¢6 hoat tinh wc ché qua trinh vén chuyén thu thé aryl

hydrocarbon vao nhén bdi hat bui.
Vi du 7. Phan tich PCR dinh lugng CYP1A1 va céac hop chét gay viém

Céc té bao HaCaT (té bao sing cuia ngudi) dugce tao mam trén dia 6 giéng & mat
do bang 3x10° té bao/giéng va nudi ciy qua dém. Sau d6, Hat bui ¢ khu d6 thi (10nM,
PM) va peptit chira trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, hoac
SEQ ID NO.3 (50uM) dugce bd sung vao mdi trudng nudi cdy. Sau 30 phut phén g, cac
té bao duoc xir Iy trong 6 gid hodc 24 gid va thu gom dé phan tach ARN. Sau khi dinh
luong ARN, ADN bd sung dugc tong hop bing céach st dung kit tong hgp ADN bd sung
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(Intron, Korea). Sau d6, PCR duoc thuc hién bang cach sir dung kit PCR PreMix (Intron,
Korea) v doan mdi dc hiéu dbi voi mdi hop chit bao gdm CYP1A1, TNF-a, IL-6, IL-
1B, va COX-2 duogc thé hién trén Bang 5. Sau do, bang cach dién di hdn hop thu duge
trén gel agaroza 5%, mirc do biéu hién cia ARN thong tin ma hoa céc yéu t6 sinh truéng

nay dugc so sanh trong céac diéu kién xu ly cac mau tuong g, va cac két qua dugc thé

hién trén Fig.7A-Fig.7C.

Béang 5
SEQ ID NO.| Doan mdi Trinh tw (5°-3°)
4 CYP1A1 F | GGATCTTTCTCTGTACCCTGG
5 CYP1A1 R | AGCATGTCCTTCAGCCCAGA
6 TNF-a. F | CGTCAGCCGATTRTGCTATCT
7 TNF-a. R | CGGACTCCGCAAAGTCTAAG
8 1L-6 F AAAGAGGCACTGCCAGAAAA
9 IL-6 R ATCTGAGGTGCCCATGCTAC
10 IL-1B F TTCGACACATGGGATAACGA
11 IL-1B R | TCTTTCAACACGCAGGACAG
12 COX-2 F | ATCATTCACCAGGCAAATTGC
13 COX-2 R | GGCTTCAGCATAAAGCGTTTG

Nhu dugc thé hién trén Fig.7A-Fig.7C, peptit chtra trinh ty axit amin nhu néu
trong SEQ ID NO.1, SEQ ID NO.2, hogc SEQ ID NO.3 ¢6 hoat tinh {rc ché biéu hién
CYP1A1 va cac yéu td viém khac nhau gy ra by particulate matter.

Kha nang Gng dung cong nghiép

Sang ché d& cap dén peptit c6 hoat tinh bao vé té bao chéng lai cac chit gay o

nhiém mdi trudng va duge phim, thuc phim, va m§ pham chira peptit nay.
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YEU CAU BAO HQ
1. Peptit céu thanh tir trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, trong d6 peptit nay
gin két v6i dioxin hogc hop chét twong tu dioxin, va tuy ¥ trong do6 déu tan cing N hoic

dau tin cung C cla petit nay dugc cai bién.

2. Peptit theo diém 1, trong d6 peptit ndy chira gbc cai bién ¢ dau tan cing N hodc dau

tan cung C.

3. Peptit theo diém 2, trong d6 peptit ndy chira gbc cai bién & déu tan cung N 1a nhém bao
vé duge chon tur nhém bao gdbm nhém axetyl, nhom fluoreonylmetoxycarbonyl, nhém

formyl, nhém palmitoyl, nhom myristyl, nhém stearyl, va polyetylen glycol (PEG).

4. Peptit theo diém 2, trong d6 peptit ndy chtra gbc cai bién ¢ dau tan cung C dugc chon

tir nhém bao gdm nhom amino (-NH,) va nhém azit (-NHNH,).

5. Peptit theo diém 1, trong d6 hop chit tuong tu dioxin duge chon tir nhom bao gdm
polyclo-dibenzo-p-dioxin (PCDD), polyclo-dibenzofuran (PDCF), va polyclo-biphenyl
(PCB).

6. Dugc phém didu tri bénh gay ra béi dioxin hodc hgp chét twong tu dioxin, chtra hoat
chit 1a peptit cau thanh tir trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, tuy y trong d6

dau tan cung N hodc dau tin cung C cta petit nay dugc cai bién.

7. Dugc phdm theo diém 6, trong d6 hop chét tuong tu dioxin dugc chon tir nhém bao
gbm polyclo-dibenzo-p-dioxin (PCDD), polyclo-dibenzofuran (PDCF), va polyclo-
biphenyl (PCB).

8. Dugc phim theo diém 7, trong d6 polyclo-dibenzo-p-dioxin 1a 2,3,7,8-tetraclodibenzo-

p-dioxin (TCDD).

9. Dugc phim diéu tri bénh giy ra béi dioxin hodc hop chét twong tu dioxin, chira hoat
chit 14 peptit cau thanh tir trinh ty axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, tuy y trong do
dAu tan cung N hogc dau tan cing C cla petit nay duoc cai bién, trong d6 bénh giy ra bsi
dioxin hodc hop chit twong tur dioxin dwgc chon tir nhom bao gdm bénh vé da, tinh trang
giam sb lugng tinh trung, bénh ung thu tinh hoan, bénh ung thu tuyén tién liét, ting san
ndi mac tr cung, bénh ung thu v, nhiém ddc gan, suy giam mién dich, mau nhiém ma,

tat 16 tiéu thép, tinh hoan lac chd, di tat bam sinh, tinh trang ton thuong mach, bénh ung
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thu biéu mb té bao gan, ching gan to, u X0 tuyén, stt cin, rung toéc, phu miéng, phu mi
mét, va loét niém mac da day.

10. Duoc phém diéu tri bénh gy ra boi dioxin hodc hop chéit twong tu dioxin, chira hoat
chit 14 peptit cAu thanh ti trinh tw axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, tiy y trong d6
dAu tan cung N hozic d4u tan ciing C cua petit ndy dugc cai bién, trong d6 bénh gy ra bsi
dioxin hoac hop chét tuwong tu dioxin 1a bénh vé da, ma 13 bénh ban clo.

11. Thuc phidm d6i khéang dioxin hodc hop chét twong tu dioxin, chira hoat chét 1a peptit
cAu thanh tir trinh tu axit amin nhu néu trong SEQ ID NO.3, tuy y trong do dau tan cing

N hoic dau tdn cung C cla petit nay dugc cai bién.

12. M§ pham cai thién tinh trang da, chta hoat chét 13 peptit theo diém 1.
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DANH MUC TRINH TU
<110> CAREGEN CO., LTD.
<120> PEPTIT CO HOAT TINH BAO VE TE BAO CHONG LAI CAC CHAT O NHIEM MOI TRUONG, DUQC PHAM,
THUC PHAM VA MY PHAM CHUA PEPTIT NAY
<130> PX058608US
<150> KR 10-2017-0040514
<151> 2017-03-30
<160> 13
<170> KoPatentIn 3,0
<210> 1
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> Trinh tyu nhdn tao
<400> 1
Lys Trp Gly Gly Gly Arg Tyr

1 5
<210> 2
<211> 7
<212> PRT
<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>
<223> Trinh tu nhdn tao
<400> 2
Ile Leu Gly Arg Trp Cys Gly
1 5
<210> 3
<211> 6
<212> PRT
<213> Trinh tu nhén tao
<220>
<223> Trinh ty nhén tao
<400> 3
Asp Val Glu Asn Thr Ser
1 5
<210> 4
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh ty nhé&n tao
<220>
<223> CYP1Al F
<400> 4
ggatctttct ctgtaccctg g 21
<210> 5
<211> 20
<212> ADN
<213> Trinh ty nhédn tao
<220>
<223> CYPIALl R
<400> 5
agcatgtcct tcagcccaga 20
<210> 6
<211> 21
<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao
<220>
<223> TNF-o F
<400> 6
cgtcagccga ttrtgctatce t 21
<210> 7
<211> 20
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<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<220>

<223> TNF-a R

<400> 7

cggactccgc aaagtctaag
<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> IL-6 F

<400> 8

aaagaggcac tgccagaaaa
<210> 9

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> IL-6 R

<400> 9

atctgaggtg cccatgctac
<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> IL-18 F
<400> 10
ttcgacacat gggataacga
<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>
<223> TL-18_R

<400> 11
tctttcaaca cgcaggacag
<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao
<220>
<223> COX-2 F

<400> 12

atcattcacc aggcaaattg c
<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> COX-2 R

<400> 13

ggcttcagca taaagcgttt g
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