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Linh viwe k§ thuat dwoe dé cap

Sang ché d& cap chung dén cac ché pham c6 chira axit amin. Cu thé hon, sang ché
dé cap dén céc ché phém bao gom axit amin st dyung trong noi khoa, dac biét 1a dung trong

diéu tri cac bénh lién quan dén rdi loan churc ning ty thé.
Tinh trang ky thuit clia sang ché

Ty thé 1a cac bao quan té bao co chirc ning chinh 13 photphoryl hoa - oxy héa, mot
qué trinh ma qua d6 nang luong tao ra tlr qua trinh chuyén hoa glucoza hodc axit béo dugc
chuyén dbi thanh adenosin triphotphat (ATP). ATP sau d6 dugc st dung 8 thuc ddy cac

phén ung tbng hop sinh hoc va cac hoat dong trao dbi chét cin tiéu hao ning lugng khac.

Réi loan chuc ning ty thé ¢6 thé anh huéng dén bit ky md nao véi mot loat céc triéu

chimg, tiy thudc vao mirc do lién quan gifta cac mo6 khac nhau.

Cé4c bénh phat sinh tir rdi loan chuc nang ty thé c6 thé bao gbm, vi du nhu sung ty
thé do nhidu dién thé mang ty thé, 161 loan chirc ning do kich (rng oxy héa nhu tac dong
cua cac loai oxy phan ting (ROS) hodc cac gbc tu do, rdi loan chitc ning do dot bién gen
va céc bénh di truyén do thiéu hut chirc ndng cua céc co ché photphoryl oxy héa lién quan
tGi san sinh nang luong.

Ty thé tho4i hoa theo tudi tac, suy giam hoat dong hd hép, bi don @ thuong tdn ADN
(mtADN) va sinh ra qua nhiéu loai oxy phan ttng (ROS).

Béng chung gan day cho thay réi loan chirc ning ty thé ¢6 lién quan t6i mot sb bénh,
bao gém roi loan chuyén hoa va tim mach do tudi tac (x0 vita dong mach), ngoai cac bénh
thoai hoa than kinh nghiém trong nhu bénh Alzheimer, bénh Parkinson va bénh Huntington
ciing bénh phéi tic nghén man tinh (COPD).

R&i loan chirc ning ty thé cling da dugc tim thdy trong bénh béo phi va cc chiing
ri loan lién quan, bao gdm dai thdo duong loai 2, huyét 4p cao, rdi loan lipid mau, suy

tim, bénh than va lodng xuong.

Péng chi y, tinh trang teo co, dugc dinh nghia 1a mot trong nhitng nguyén nhén
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quan trong nhét din dén suy gidm chirc ning va mét kha ning doc 1ap & nguoi cao tudi khi
co xuong mét dAn khéi lugng va sttc manh ngoai y mudn, va dic diém chinh cta hdi chimg
bac nhuoc, 1a do suy giam khdi luong va chuc ning ty thé. Ngoai ra, hoi chimg suy nhugc
hodc hao mon dugc dinh nghia 1a tinh trang co thé sat cAn ngoai y mudn, teo co, mét moi
va yéu 6t. Suy nhuge duge tim thiy & nhitng ngudi méc bénh ung thu, AIDS, bénh tiéu
chay m&, COPD, bénh da xo cimg, viém khép dang thép, suy tim sung huyét, bénh lao va
ching chan an tim than. Chua phét hién ra loai thudc hodc chit dinh dudng nao c6 thé

ngan nglra va/hodc diéu trj tinh trang nay.

Do d6, kém theo dich bénh béo phi va gia ting dan sb trén toan thé gidi, bénh thuong

gip nhat trong tuong lai s& 1a céc bi twgng cao tudi méc ching teo co, béo phi.

Céc chién luoc nham gidm thiéu tinh trang thAm hut do d0 tudi lién quan dén tang
sinh va hoat dong cua ty thé bao gdm han ché calo (CR) va tép thé duc vira phai, gitp tang
cudng kha ning thich nghi & dong vat co vi. Nguoi ta da phat hién ra rang CR gitp kéo
dai tudi tho trong tinh trang strc khoe t6t (healthspan), thong qua viéc ngin nglra viém
nhiém, bénh tim mach, ung thur va réi loan thoai héa than kinh. CR thtc dAy biéu hién cua
cac gen lién quan dén tang sinh ty thé va cai thién chtc nang cia ty thé khi gia yéu hoic
trong cac té bao va md bi tdn thuong (Nisoli et al., 2005).

Mic du CR ¢6 tac dung c6 1¢i & nhidu nguoi, ché do an kiéng nhu vay van kho cé
thé dugc ap dung rong rai cho ngudi cao tudi. |

La giai phap thay thé vé6i cac loi ich cla viée tiét do n ubng ma khong giam lugng
calo hip thy, mot ché phém cu thé bao gém c4c axit amin dd duoc st dung & ddng vt co

vi nhu da duge boc 16 1am vi du trong EP 2 196 203 B1.
Ban chit ky thuit cla sang ché

Phén mo ta theo ddy nham muc dich cung clp céc ché phdm gbc axit amin méi ddc
biét hiéu qué trong vide thuc dy tang sinh ty thé va cai thién chire ndng ciia ty thé cho mot
d6i twong.

Theo md ta hién tai, muc dich trén dat dugc nho vao d6i twong bao ho duge nhéc
lai trong céc y€u cAu bao hd kém theo, duge hidu 1a mot phin khong thé thiéu trong ban

boc 10 nay.

Mot phuong an theo ban mod ta hién tai cung cép mot ché phim ding dé thiic day
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ting sinh ty thé va cai thién chirc nang cua ty thé cho mot dbi tuong, ché phim chira hoat
chét, hoat chét nay bao gém céc axit amin leuxin, isoleuxin, valin, threonin, lysin va axit

xitric, axit sucxinic, axit malic.

Theo mot hodc nhiéu phuong 4n, hoat chit coa ché phém ¢O chira mot hodc nhiéu
axit amin dugc chon trong nhém bao gdm histidin, phenylalanin, methionin, tryptophan,

xistein va tyrosin.

Theo mdt hodc nhiéu phuong 4n, ché phém duogc boc 16 co thé dugc st dung trong

ndi khoa.

Theo mot phuong an dugc vu tién, ché phdm nay duge sir dung dé diéu tri va/hoic
phong ngira bénh lién quan dén 16i loan chirc ning ty thé, nhét 13 teo co hodc suy giam

thinh lyec.

Theo mdt phuong an duoc vu tién Khac, ché phém nay co thé dugc str dung trong
didu tri vi/hoic phong ngira cac bénh thoai hoa than kinh lién quan dén rbi loan chirc ning

ty thé, nhu bénh Alzheimer, bénh Parkinson va bénh Huntington.

Theo mdt phuong an khac, ché pham c6 thé duoc st dung trong didu tri va/hogic
phong ngira bénh lién quan dén réi loan chie ning ty thé nhu 13 xo vira dong mach, tiéu

duong loai 2, bénh than, COPD va lodng xuong.

Theo mdt hodc nhiéu phwong én, ché phim c6 thd duoc st dung trong diéu tri
va/hodc phong ngira céc tinh trang lam sang suy dinh dudng, dac biét la trong diéu tri

va/hodc phong ngira suy dinh dudng protein va suy nhugc.
Mo ta viin tit cac hinh vé

Sang ché s& duge mo ta hoan toan bang vi du c6 tham chiéu dén céc hinh v& kém

theo, trong do:

Fig. 1 thé hién ham lugng ADN ty thé (mtADN) dwoc phén tich bang phwong phép
phan tmg téng hop chubi (PCR) dinh lwong trong té bao co tim HL-1 duge xi Iy qua cac
ché phdm gbc axit amin khac nhau trong 48 git (48 gio, 2 ngay). PCR dinh lugng dugc
thuc hién ba 1an va dugc chuin héa thanh mi héa gen-ADN cho GAPDH (n = 3, trung
binh = SEM). Gid tri ctia céc t& bao khong qua xir Iy (CT) dugc 1y 1a 1,0 (*p < 0,05 so véi
c4c t& bao khong qua xit 1y, #p < 0,05 so véi BCAAem va B2).
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- Fig. 2 thé hién mtrc @ mARN ciia chét danh dau tang sinh ty thé (Tfam, PGC-1o,
Cyt ¢) dugc phan tich bang phuong phap PCR dinh lugng trong té bao co tim HL-1 dugc
Xt ly qua céc ché phim gbc axit amin trong 24 git (1 ngay). PCR dinh luvong dugc thuc
hién ba 14n va duoc chudn hoa thinh GAPDH (n = 3, trung binh = SEM). *p < 0,05 so véi
cac té bao khong qua xir ly, duogc biéu thi bing 1,0. #p < 0,05 so v6i BCAAem.

- Fig. 3 thé hién mirc d6 chat danh déu tang sinh ty thé (Tfam, PGC-1a, Cyt c) dugc
phan tich bang PCR dinh luong trong t& bao co tim HL-1 duoc xit Iy qua cic ché phim
géc axit amin trong 48 gio (2 ngay). PCR dinh luong dugc thuc hién ba 1an va dugc chuén
héa thanh GAPDH (n = 3, trung binh = SEM). *p < 0,05 so véi céc t€ bao khong qua xir
1y,, dugc biéu thi bang 1,0. #p < 0,05 so v6i BCAAem.

- Fig. 4 thé hién méic do mRNA cia nhan t6 giéng Krippel 15 (KFL15) va
photphataza protein huéng vao chét nén ty thé nhém 2C (PP2CM) la céc protein diéu tiét
qua trinh di hoa clia c4c axit amin chudi nhanh (BCAA). PP2CM va KFL15 da duge phan
tich bang PCR dinh lugng trong céc t& bao co tim HL-1 dugc xi I qua céc ché phim gbc
axit amin trong 24 gid (1 ngady) hodc 48 git (2 ngay). PCR dinh lugng dugc thuc hién ba
1an va duge chuin héa thanh GAPDH (n = 3, trung binh + SEM). *p < 0,05 so véi cac té
bao khong qua xi 1y, dugc biéu thi bang 1,0; #p < 0,05 so véi BCAAem va B2.

- Fig. 5 thé hién két qua danh gia tdc do tiéu thu oxy (OCR). Murc tiéu thu oxy trong
céc té bao co tim HL-1 dugc xtr ly qua céc ché pham gdc axit amin hogc DETA-NO trong
48 git. ****p < 0,001 so v6i té bao khong qua xut ly; ####p < 0,001 so véi BCAAem va
B2.

M5 ta chi tiét cac phwong 4n thuce hién sing ché

Trong phan md t sau déy, nhidu chi tiét cu thé dugc dua ra dé gitp hiéu r6 vé cac
phuong 4n. Céc phuong an o thé duoc thuc hién ma khong c6 mot hodc nhiéu chi tiét cu
thé, hodic vdi cac phuong phap, thanh phén, vat liéu khac, v.v. Trong cac truong hop khac,
cdc chu triic, vat liéu hodc hoat dong da duoc biét dén rong rai khong dugc thé hién hodc

md ta chi tiét dé tranh gay phan tan khi tim hiéu céc khia canh cta céc phuong an.

Xuyén sudt ban md ta, cac dau hiéu “mét phuong an”, ¢6 nghia 14 mot tinh nadng,
cau trac hodc dic tinh cu thé duge mo ta lién quan dén phuong an dugc bao gdm trong it

nhét mot phuong an. Do d6, sy xuat hién cta cac cum tir “theo mot phuong &n” & nhiéu
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chd trong ban mo ta nay khong nhét thiét 1a dang d& cap dén cung mdt phuong an. Hon
nita, cac tinh nang, chu truc hoic dic tinh cu thé c6 thé dugc két hop theo bét ky céach thuc
phu hop nao trong mot hodc nhiéu phuong 4n. Céc tiéu d& duoc cung cip & ddy chi nhim

tién dbi chiéu va khong din giai pham vi hay y nghia clia cdc phuong an.

Ché phém dugc bdc 16 chira hoat chét, hoat chét nay bao gém céc axit amin leuxin,

isoleuxin, valin, threonin, lysin va céc axit xitric, axit sucxinic, axit malic.

Ché phim bao gdm céc axit amin - nhu duge boc 1 trong EP 2 196 203 B1 - da
duoc st dung cho dong vét c6 vi nhu mot giai phap thay thé véi cac l¢i ich ciia viéc han
ché calo (CR); da thdy dugc rang ché phdm gbc axit amin d6 (dugc goi la “BCAAem” nhu
boc 10 sau day) kéo theo ting sinh ty thé tang cuong trong ca co tim va co xuwong (D’ Antona
et al., 2010). Nhitng anh huong nay gian tiép qua viéc biéu hién nitric oxit syntaza ndi mo

(eNOS) va tiép theo 1a viéc san sinh oxit nitric (NO) (D’ Antona et al., 2010).

Tac gia sang ché d3 tim ra két qua bét ngo rang khi thém cac axit cu thé vao ché
phém bao gf“)m tb hop twong tu tir leuxin, isoleuxin, valin, threonin va lysin s& lam tang

dang ké chirc ning ty thé cua té bao.

Téc gia sang ché da thir nghiém mot sd ché pham khic nhau vé céc axit chira trong
d6 va thiy ring céc ché phim bao gbm thanh phén giéng nhu hoat chét c6 chira axit xitric,
axit sucxinic va axit malic két hop v6i leuxin, isoleuxin, valin, threonin va lysin c6 hi¢u
qua cao dbi voi cac muc dich dugc chi dinh. That vay, cac ché phém bao gém hoat chét da
néu & trén cling nhu cac ché pham bao gbm hoat chit d4 néu & trén bao gdm thém céc axit
amin cu thé khac (dugc liét ké trong Bang 1 dudi day) c6 hiéu qua hon déang ké so véi cac
ché phdm gbc axit amin da dugc thir nghiém trude day (BCAAm) trong viéc thuc day ting

sinh va chirc ning ty thé.

Céc ché pham d4 dugc thir nghiém trén Dong té bao co tim (HL-1), tirc 1a cdc té bao
dai dién cho mot md hinh chirc ndng tim trong 6'ng nghiém. Két qua thu duogc tir viéc phan
tich cac té bao co tim nay c6 thé dugc st dung dé xac minh tinh hiéu qua cua cac ché phim

moi trong phong ngira suy tim.

Theo mot hodc nhiéu phuong én, ché pham duge boc 10 trong tai liéu nay chira hoat
chat, hoat chét nay bao gbm axit xitric, axit sucxinic va axit malic két hop véi leuxin,

isoleuxin, valin, threonin va lysin, trong d6 ty 1€ trong luong gitra tdng luong axit xitric,
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axit sucxinic va axit malic va tong lugng axit amin leuxin, isoleuxin, valin, threonin, lysin

nim trong khoang tir 0,05 dén 0,3, t6t nhét 1a tir 0,1 dén 0,25.

Theo mot hodc nhiéu phwong 4n, hoat chét c6 thé chira thém mot hodc nhidu axit
amin dugc chon trong nhém bao gbm histidin, phenylalanin, methionin, tryptophan,

xistein, tyrosin.

Theo mdt phuong an khac, hoat chét cua ché phém dugc boc 10 trong tai ligu nay

cling c6 thé bao gbm axit aspactic va/hodc ocnithin L-alpha keto glutarat (OKG).

Theo mdt phuong an, ché pham chira hoat chét, hoat chat bao gdbm leuxin, isoleuxin,
valin, threonin, lysin, histidin, phenylalanin, methionin, tryptophan, xistein va c6 the thém
tyrosin, cling nhu axit xitric, axit sucxinic va axit malic, axit amin néu trén 13 axit amin

duy nhat c6 trong ché pham.

Theo mot phuong an khac, ché phédm c6 thé bao gdm céc axit amin isoleuxin, leuxin
va valin v6i luong tir 35% dén 65% trong luong, t6t nhat 1 tir 42% dén 56% trong lugng

so véi trong lwong cia hoat chét.

Theo mot hodc nhidu phuong én, ty 1& trong luong gitta leuxin va axit xitric nim

trong khoang gifta 5 va 1, tdt nhét 13 trong khoang tir 2,50 dén 3,50.

Theo mdt phuong an khéc, trong luong hodc s6 mol axit xitric cao hon trong lugng
hodc s6 mol riéng cua axit malic va axit sucxinic. Tét hon 13, trong lugng hodc s6 mol cua
axit xitric cao hon trong lugng hodc tbng s6 mol clia axit malic cong véi axit sucxinic.
Theo mot phuwong an khac, ty 1& trong luong gifra axit xitric va tdng axit malic va axit
sucxinic nim trong khoang tir 1,0 dén 4,0, tdt nhatlatr 1,5 dén 2,5. Theo phuong an dugc
wu tién, ty 18 trong lugng axit xitric:axit malic:axit sucxinic nam trong khoang gitra 10:1:1
va 2:1,5:1,5, t6t hon 14 trong khoang gifta 7:1:1 va 1,5:1:1, t6t hon nira 13 trong khoang
gita 5:1:1 va 3:1:1. Theo mdt phuong an dugc uu tién, ty 1€ trong lugng axit xitric:axit

malic:axit sucxinic 1a 4:1:1.

Theo mot sb phuong an dugc boc 19, ty 1€ mol isoleuxin:leuxin dugc uu ti€n nam
trong khoang 0,2-0,7, tbt nhét 1a trong khoang 0,30-0,60 va/hodc ty 1€ trong luong valin:
leuxin duoc wu tién ndm trong khoang 0,2-0,70, tét nhét 13 trong khoang 0,30-0,65.

Theo mdt phuong an khac, ty 1€ mol threonin:leuxin nam trong khoang 0,10-0,90,

t6t nhat 12 trong khoang 0,20-0,70 va/hodc ty 1€ trong lugng lysin:leuxin nim trong khoang
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0,20-1,00, tét nhét 1a trong khoang 0,40-0,90.

Theo mdt phuong an dugc uu tién, ty 1€ gilta tdng s6 mol axit xitric, axit malic, axit

sucxinic va tdng s6 mol clia methionin, phenylalanin, histidin va tryptophan cao hon 1,35.

Theo mdt hodc nhidu phuong 4n, ty 1€ trong lwong gilta tong axit xitric, axit malic,
axit sucxinic va téng axit amin chudi nhanh leuxin, isoleuxin, valin nam trong khoang tir

0,1 dén 0,4, t6t nhét 1a tir 0,15 dén 0,35.

Theo mdt phuong an khac, tbng khéi lugng cla cac axit amin chudi nhénh leuxin,
isoleuxin, valin cdng véi threonin va lysin cao hon tdng khdi lwgng cla ba axit xitric, axit
malic, axit sucxinic. Tbt hon 13, trong lugng ctia cac axit don (axit xitric, axit sucxinic hoac
axit malic) nho hon khéi luong cta timg loai axit amin leuxin, isoleuxin, valin, threonin va
lysin.

Theo mot phuong an khéc, tbng sb mol ctia lysin va threonin cao hon tbng sb mol
cuia ba axit xitric, axit sucxinic, axit malic. T6t hon 13, ty 1€ gitra tbng s6 mol ctia ba axit
xitric, axit sucxinic, axit malic va tdng s6 mol ctia lysin va threonin nam trong khoang tir

0,1 dén 0,7, tbt nhét 1a tir 0,15 dén 0,55.

Theo mot hodc nhiéu phuong 4n, ché phim duoc boc 10 trong tai liéu nay con bao
gém cic vitamin, tét nhit 14 dugc chon trong nhom vitamin B, chéng han nhu vitamin B1

va/hodc vitamin B6.

Theo mdt phuong an tiép theo trong ban bdc 10 nay, ché pham c6 thé bao gébm

cacbohydrat, chét phu gia va/hodc cac chét tao hwong vi.

Hon nita, d3c biét 1a khi didu ché cac ché phém bdc 10 theo day, cu thé 1a véi hoat

chét, tbt nhit nén tranh dung axit amin arginin.

Ngoai ra, trong thanh phén duge néu trong tai liéu nay t6t nhét nén loai trir cac loai

axit amin 1 serin, prolin, alanin.

Céc axit amin trén c6 thé phan tac dung hodc tham chi c6 hai khi ¢ mot s6 ndng do

hodc ty 1€ can bang héa hoc trong ché phém.

Céc axit amin dugc boc 10 trong phin md ta tai ddy co thé dugc thay thé bang cic

din xuit dugc phim twong tng, cy thé 1a mubi.

Theo mdt hodc nhiéu phuong én, cac ché phim trong tai liéu ndy dugc tiét 16 1a dé
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st dung trong ndi khoa.

Nhu s& néu rd sau day, viéc sit dung cac che pham duge bdc 10 12 dic biét hiéu qua

trong viéc thuc déy tang sinh va chirc ning ty thé.

Theo phuong an dugc wu tién, cac ché pham dugc boc 16 c6 thé duoc st dung trong
diéu tri va/hodc phong ngira bénh lién quan dén rbi loan chirc ning ty thé, nhét 1a teo co

hoic suy giam thinh luc.

Theo mot phuwong an duge wu tién khac, cac ché phém duogc boc 10 tai day co thé
dugc st dung trong didu tri va/hodc phong ngira cac bénh thodi hoa than kinh lién quan

dén 161 loan chirc ning ty thé, nhét 12 bénh Alzheimer, bénh Parkinson va bénh Huntington.

Theo mdt phurong an khac, cac ché phdm c6 thé dugc str dung trong didu tri va/hodc
phong ngira bénh li€n quan dén r6i loan chirc nang ty thé, nhét 12 xo vita dong mach, tiéu

duong loai 2, bénh than, COPD va loang xuong.

Theo mot hodc nhiéu phuong éan, ché phém c6 thé dugce st dung trong didu tri
va/hodc phong nglra cic tinh huéng 1am sang suy dinh dudng, dic biét 1a trong diéu tri
va/hoic phong ngira suy dinh dudng protein va suy nhugec.

Theo mot phuong an khac, cac ché pham axit amin c6 thé bao gdm céc ta duge dugce
dung, nhu protein, vitamin, cacbohydrat, chét 1am ngot tw nhién va nhan tao va/hodc cac
chét tao huong vi. Theo mdt phuong én dugc uu tién, cac ta dugc dugce dung tir dam vang
sita, maltodextrin, fructoza, canxi caseinat, dau c4, axit xitric hodc mudi cta ching, este
sucraloza va sucroza, vitamin D3, vitamin nhom B.

Pé dung cho duong ubng, cac ché phim theo md ta c6 thé ¢ dang vién nén, vién
nang, hat, gel, bot gel, bot.

Céc thong sb k¥ thuat khéac vé sb lugng va ty 1€ gilta cac axit amin khac nhau cung
cép cho céc ché phém s& duoc bao ham trong yéu ciu bao ho kém theo, 1a mdt phﬁn khong
thé thiéu cia huéng dan k¥ thuat cung cép theo day lién quan dén sang ché.

Vi du thyc hién sing ché

Béng 1 thé hién céc ché phdm gdc axit amin khac nhau dugc thir nghiém trén cac té

bao HL-1 nhu dugce boc 16 dudi day.

Cu thé, ché phim BCAAem 1a ché pham dugc boe 1§ trong EP 2 196 203 B1.
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Ché phim c6 tén "B2" ¢6 hoat chét duogc két hop tir cac axit amin twong ty nhu ché

phim BCAAem nhung bao gbm thém axit xitric. Ché phim nay con bao gbm vitamin B1

va B6.

Céc ché phdm c6 tén alpha 5 (a5), alpha 6 (a6), alpha 7 (a7) chira hoat chét c6 chia

axit amin va axit xitric, axit sucxinic va axit malic. Ngoai ra, hoat chat cua ché pham alpha

7 cling bao gbm OKG (ocnithin L-a ketoglutarat) va axit amin atpatac (Axit L-aspactic).

Bang 1

Ché phim (%) BCAAem B2 as a6 a7
L-Leuxin 30,01 25,9555 | 31,0885 | 22,4500 | 21,7188
L-Lysin HCI clohidrat 19,58 16,9346 | 16,903 | 21,1300 | 20,4380
L-Isoleuxin 15 12,9778 | 10,3628 | 11,2300 | 10,8594
L-Valin 15 12,9778 | 10,3628 | 11,2300 | 10,8594
L-Threonin 8.4 72675 | 7,254 | 13,1000 | 12,6693
L-Xistein 3,6 3,1147 | 3,1089 | 2,8100 | 2,7149
L-Histidin 3,6 3,1147 | 3,1089 | 2,8100 | 2,7149
L-Phenylalanin 2,4 2,0764 | 2,0726 | 1,8700 | 1,8099
L-Methionin 1,2 1,0382 | 1,0363 | 0,9400 | 0,9050
L-Tyrosin 0,72 0,6229 | 0,6218 - -
L-Tryptophan 0,48 0,4153 | 2,0726 | 0,9400 | 0,9050
OKG (ocnithin L-a ketoglutarat) - - - - 0,9050
Vitamin B1 (thiamin clohidrat) - 0,004 0,004 | 0,0200 | 0,0163
Vitamin B6 (piridoxin clohidrat) - 0,0038 | 0,0038 | 0,0200 | 0,0186
Axit xitric khan - 13,4969 | 8,0001 | 7,6500 | 7,4025
Axit malic - - 2,0000 | 1,9200 | 1,8551
Axit L-aspactic - - - - 2,3529
Axit Sucxinic - - 2,0000 | 1,9200 | 1,8551
Ty 1§ Leuxin:Isoleuxin:Valin 2:1:1 2:1:1 3:1:1 2:1:1 2:1:1

Céc ché phim trong Bang 1 nhu trén c6 thé chuén bi truéc bing cach sang tat ca

c4c thanh phan bing Iuéi 0,8. Hon hop thd dugc tao ra bing cach ldy mdi thanh phan (véi
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luong <10% tinh theo tdng khdi lugng) cho vao tui polyetylen v6i mot phan L-lysin HCI
sao cho dat dugc 10% khéi luong cia cé ché pham. Sau d6 l4c tai ndy trong 5 phut. Sau
d6 @b hdn hop thd ndy vao mot mdy tron (chan khong) véi cac thanh phan con lai va tron
trong khoang thoi gian 15 phut véi tdc do 120 vong/phut 8 thu duogc ché phdm thanh phim
ddng nhit.

Céc ché pham liét ké trong Bang 1 da dugc st dung cho cac té bao co tim HL-1 va

chirc nang cua ty thé da dugc danh gia nhu phan boc 10 sau day.

Phuong phdp

T4 bao va phirong phdp xie Iy

Céc té bao co tim HL-1 (do WC Claycomb, Dai hoc Y New Orleans dong gbp) duoc
dit trong cac binh trang fibronectin/gelatin, phét trién 1én tGi 70%-80% hdi luu trong moi
truomg Claycomb (JRH Biosciences) dugc bd sung 100 pM norepinephrin (tir 10 mM dung
dich gbc norepinephrin [Sigma-Aldrich] hoa tan trong 30 mM axit L-ascobic [Sigma-
Aldrich]), 2 mM L-glutamin, 100 U/ml penixilin, 100 pg/ml streptomixin va 10% FBS
(JRH Biosciences) nhu dugc boc 10 trong Claycomb et al., 1998.

Cac té bao duoc xut ly véi 1% (w/v) céc ché phim (hoa tan trong méi trudng
Claycomb) nhu trong Bang 1 trong vong 24 gio hodc 48 gio.

Vao cubi giai doan ndy, mARN va ADN dugc tach chiét tir cac té bao hodc cac té
bao duoc st dung dé danh gid mirc tiéu thu oxy. Cac té bao ddi chimg chi duge xit 1y trong

moi truong Claycomb.

Phirong phap bidu hién gen va ting sinh ty thé

B ARN dugc phén 14p tir cac té bao co tim HL-1 bang céach st dung bd kit RNeasy
Mini (Qiagen); mot microgam bd ARN dugce sao chép nguge trong cADN bing cach sit
dung bd kit iScript cDNA Synthesis (Bio-Rad Laboratories) nhu dugc md ta trong
D'Antona et al. (2010).

Mitc 49 twong dbi ctia gen dugc tinh 1a 27PPCT, trong d6 DDCT tuong tmg véi sy
khc bidt gitta do bién thién chu ky ngudng cia nhém qua xir Iy bét ky va dd bién thién
chu ky ngudng ctia nhém khong duge xtr ly bang cach sit dung GAPDH lam d6i chimg ndi
b6. Thut todn Delta-Delta-CT (DDCT) 12 mot phuong phép x4p i dé xéc dinh biéu hién
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gen tuong ddi voi cac thi nghiém phan ng tdng hop chudi thoi gian thuc dinh lugng (RT-
PCR) (xem Livak va Schmittgen, 2001).

Céc doan mdi (trinh tw dugc béo céo trong Bang 2 bén dudi) duge thiét ké bang

phin mém Beacon Designer 2.6 (Premier Biosoft International). Cac gié tri nhép vao dugc

chuin héa theo Glixerandehit 3-photphat dehidrogenat (GAPDH).

Béang 2
Gen DPoan mdi Trinh tw Ky hiéu | Ta
GAPDH Sense 57-3 AACTTTGGCATTGTGGAAGG S6 1 60
Antisense 5'-3' | ACACATTGGGGGTAGGAACA S62
Cytc Sense 5°-3° ATAGGGGCATGTCACCTCAAAC S63 61
Antisense 5'-3' | GTGGTTAGCCATGACCTGAAAG S6 4
PGC-1a Sense 5°-3’ ACTATGAATCAAGCCACTACAGAC S6 5 61
Antisense 5'-3' | TTCATCCCTCTTGAGCCTTTCG S6 6
Tfam Sense 5°-3° AAGACCTCGTTCAGCATATAACATT S6 7 60
Antisense 5°-3° | TTTTCCAAGCCTCATTTACAAGC S6 08
KFLI15 Sense 5°-3’ ACACCAAGAGCAGCCACCTCA S69 60
Antisense 5°-3° | TGAGATCGCCGGTGCCTTGA S6 10
PP2CM Sense 5°-3’ ACCACAGGCAGGCGACTC S6 11 60
Antisense 5°-3° | TGGCTCATCAATGCGGTTATCC S6 12
mtADN Sense 5°-3° ACATGCAAACCTCCATAGACCGG S6 13 63
(12SrARN) | Antisense 5°-3 TCACTGCTGAGTCCCGTGGG S6 14
gADN Sense 5°-3’ GGTCGCGGTGTGGGCATITG S6 15 60
(GAPDH) Antisense 5°-3> | CGTGATCGTAGCGTCTGGTT S6 16

Ta nhiét d6 @ (°C); Ma sb truy cdp GAPDH: NM_008084.3; Ma s truy cap Cyt c: NM_007808;
M3 sb truy cap PGC-1a: AF049330; Ma s6 truy cép Tfam: NM_009360.4; Ma s6 truy cép KFL15:
NM_023184.4; Ma s6 truy cdp PP2CM: NM_175523.4; Ty thd Chudt nhét, bd gen hoan chinh:
NC_005089.1; gADN (GAPDH): NC_000072.6; Ma doan mdi cho rARN ty thé 128
(NC_005098.1). GAPDH duoe st dung dé chuén h6a ADN ty thé.
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Pé phan tich ADN ty thé (mtADN), b ADN dugc tach chiét bing bd chiét ADN
QIAamp (QIAGEN).

mtADN duoc khuéch dai bang cach sir dung cdc doan mdi danh riéng cho gen ADN
ty thé (mtADN) va dugc chuin hoa thanh ADN bo gen bang cach khuéch dai ADN gen
GAPDH. Déi voi gADN, céac doan mdi thiét ké bing phéan mém Beacon Designer 2.6
(Premier Biosoft International; Palo Alto, CA) dugc thé hién trong Bang 2.

Phén tich thong ké

D&i véi tht ca dit liéu bicu hién gen, cac thir nghiém t véi cac bién so theo cap vé
hai phia dugc st dung dé so sanh gia tri gifta té bao do6i chimg va te bao xir ly. Gia tri p

<0,05 thi dugc coi 1 ¢6 ¥ nghia thong ke.

Murc tiéu thu oxy

Mot luong 1 ml t& bao co tim HL-1 xi ly bing cac ché phdm trong Bang 1 dugc
khudy lai trong dung dich mudi can bing ciia Hank (Sigma) va ling xudng cac té bao dang
hat nhd. Mot s6 té bao HL-1 ciing dugc bd sung oxit nitric (NO) lam chét cho, dic biét 1a
dietylentriamin-NO hay con goi la (DETA-NO; Sigma-Aldrich, Milan, Y), dué6i dang kiém
soat duong tinh.

Sau dé, cac t bao dwgc khudy Ian nita trong mdt hé dém ho hép (0,3 M manitol, 10

mM KCl, 5 mM MgCI2, 10 mM K2PO4, pH 7,4) v6i mét d6 3,0% 10%/ml.

Cac mAu dugc phan tich ¢ 37°C trong mdt binh kin khi duoc trang bi di€n cuc oxy

loai Clark (Rank Brothers Ltd.) két ndi véi may ghi biéu do.

Pién cuc oxy dugce higu chinh theo tiéu chuén ndng @6 oxy trong moi trudng U 1a

200 pmol/l & 37°C.

Mirc tiéu thu oxy dugc danh gia khi tron lién tuc trong khoang muoi phut. B déc
dudng bidu dd theo mdy ghi sau d6 dugc sit dung dé tinh murc tiéu thu oxy. Ham lugng
0Xy ¢0 thé thay d6i tuy theo sd lugng té bao. Do do, ham lugng protein, twong quan truc
tiép v6i ham lugng té bao, da duoc sir dung dé chuén héa mirc tiéu thu oxy trong céc mau
té bao. Ham luong protein duge xdc dinh bang cach st dung xét nghi€ém protein axit

bixinchoninic (BCA).

Két qud
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ADN ty thé (mtADN)

ADN ty thé (mtADN) d4u tién dugc danh gid trong cac té bao da xtr Iy qua cac thanh
phén axit amin khac nhau dé xac minh tac dong cla ching dén khéi ty thé.

Nhu thé hién trong Fig. 1, cac té bao co tim HL-1 dugc xir Iy bang thanh phan a5
cho thy su gia ting mtADN déng k& nhét, so v6i mtADN dugc danh gia trong cac té bao
d6i chimg (CT), céc té bao duge xit Iy bing B2 va ddc biét 1a cac té bao duoc xir Iy bing

ché phim BCAAem.

PGC-1a, Tfam va Cyt ¢

Tac dong cua cac thanh phan axit amin khéc nhau ciing da dugc thir nghiém trén
sinh hoc ty thé. Cu thé, biéu hién té bao co tim HL-1 trong céc chét danh d4u sau day da
dugc danh gia:

- chit ddng hoat hoa gama thu thé kich hoat tdng sinh vi thé peroxy 1-alpha (PGC-
la), chét diéu tiét chinh ca sinh hoc ty thé,

 nhén t6 phién ma ADN ty thé A (Tfam), nhén t6 phién ma mtADN diéu tiét qua
trinh sao chép mtADN,

- phirc hop xitocrom (Cyt ¢), protein phirc hop ho hép.

So sanh gifta cac két qua thu dugc sau khi st dung ché phim BCAAem, ché phim
B2 (1a ché phim twong tw voi ché phdm BCAAem nhung ciing bao gbm axit xitric), a5 (1a
ché phdm bao gdm hoat chét khong phai axit amin cfing nhur axit xitric, axit sucxinic, axit
malic), cO thé thiy thanh phan a5 c6 hiéu qua cao nhét trong viéc kich thich biéu hién cia
céc chat danh déu néu trén trong cac té bao co tim HL-1.

Hon nita, tac dong theo thoi gian quan sat dugc nhu sau: sau khi thém 48 gio su
dung ché phadm o5 bao gdm c4c axit amin dugc liét ké trong Bang 1 cing v6i ba axit biéu
thi cacboxilic thi mirc gia tang van rd rét hon so voi cac gia tri co so.

Su gia ting nay ciing c6 y nghia théng ké d6i vé6i gia tri cua ché phim BCAAem
khi ding cho Tfam so v6i viéc xtt ly trong 24 gio (Fig. 2) cling nhu khi dung cho PGC-1la
va cho Cyt ¢ sau qué trinh xir Iy trong 48 git (Fig. 3).

KFL15 va PP2CM
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Nhan té kiéu Kriippel 15 (KFL15) va photphataza protein hudng vao chét nén ty
thé nhém 2C (PP2CM) 1a céc protein diéu tiét qué trinh di héa clia cac axit amin chudi
nhanh (BCAA).

Qua trinh di hoa BCAA dbi v6i ba BCAA c6 chung cac bude d4u tién va trong do
cAn cac enzim ty thé BCAA aminotransferaza (BCAT) va phirc hop dehidrogenaza axit o-
keto chudi nhanh (BCKDC).

Trong budc thoai bién c6 thé dao chidu toan phan dAu tién, BCAT ty thé chuyén
nhém amin tir BCAAs sang a-ketoglutarat dé tao thanh axit a-keto chudi nhanh twong Gmg
(BCKA) va glutamat.

Sau d6, BCKDC xuc tic qua trinh khir cacboxyl tir cac nhom cacboxyl cia BCKA,
d8 tao thanh céc este axyl-CoA chubi nhanh tuong img.

Phan @ng ndy khong thé dao chiéu va do d6 dan dén viéc thoai bién cac BCAA.

Hoat tinh BCKDC dugc didu tiét nho tre ché bién cAu thanh pham bing NADH, a-
ketoisocaproat va este axyl-CoA chudi nhanh.

Hoat tinh BCKDC duoc xé4c dinh qua trang thai photphoryl hoéa cia chu tric siéu
phén tir didu tiét Ela.

Khi mirc BCAA xudng thip, Ela bi photphoryl héa cao bing mdt kinazo BCKD,
din dén e ché hoat tinh BCKDC va béo toan BCAA ty do.

Khi mic BCAA 1én cao, Ela bi khir photphoryl bang mot loai photphataza protein
Ser/Thr kiéu 2C huéng vao ty thé co6 tén 12 PP2C trong ty thé (PP2CM) hodc photphataza
protein 1K phy thuoc Mg2+/Mn2+ (PPMIK), dén dén hoat héa BCKDC va giam bét tong
BCAA (Bifari va Nisoli, 2016).

Ngodi ra, ¢6 thé thdy KLF15 da lam ting biéu hién gen BCAT, BCKDC va PP2CM
trong qué tim (Sun et al., 2016).

Qua danh gia mirc mARN ctia PP2CM va KFL15, ¢6 thé thiy ché phdm a5 da 1am
taing mirc mARN PP2CM va KLF15 so vdi gia tri co s& trong té bao co tim HL-1. Su gia
ting ndy co y nghia voi ca ché phim BCAAem (Fig. 4)

Céc két qua nay cho thiy cac ché phim chira hoat chit ma c6 chira leuxin, isoleuxin,

valin, threonin, lixin va axit xitric, axit sucxinic va axit malic c6 hiéu qua cao trong viéc
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thic ddy chirc nang cua ty thé va kich hoat qua trinh ting sinh ty thé hiéu quéa hon ngay ca

d6i voi ché phim BCAAem trong cac té bao c6 hoat dong trao dbi chét.

Tiéu thu oxy (OCR)

Mirc tiéu thu oxy cua cac t& bao HL-1 bd sung bang cac ché phdm khéc nhau di
dugc thir nghiém. Cac t& bao bd sung dietylentriamin-NO (DETA-NO) kiém soét duong
tinh cling d4 duge thir nghi¢m. Tac dong ctia DETA-NO 1am gia ting muc tiéu thu oxy cua
6 bao da duoc thé hién (Nisoli et al., 2003). C6 thé thay NO d kich hoat qua trinh tang
sinh ty thé trong nhidu loai té bao nhu té bao m& nau, t& bao 3T3-L1, U937 va té bao HeLa.
T4c dong ndy cua oxit nitric phu thudc vao guanosine 3',5'-monophotphat (cGMP) va dugc

trung hoa nhr cam g PGC-1a, chit diéu tiét ting sinh ty thé chi yéu (Nisoli et al., 2003).

Sau 48 gio xu ly bing DETA-NO, ¢c6 thé quan sét thiy mirc tdng tiéu thu oxy nhu

mong doi.

Dang chuy nhét 13 su gia ting dang ké mrc tiéu thu oxy nhu quan sat dugc khi cac
t& bao HL-1 dugc bd sung ché phdm a5 trong 48 giv, qua d6 cho thy su gia ting hoat dong
cua ty thé (Fig. 5).

Sy gia tdng cao hon dang ké so v6i két qua quan st duge sau khi cung cp cac ché
phim B2 va BCAAem.

Tbng hop lai, cac két qua nay chira ring cc ché phdm chira thanh phan gidng nhu
hoat chét c6 két hop leuxin, isoleuxin, valin, threonin, lysin, axit xitric, axit sucxinic va
axit malic c6 hoat tinh thic ddy qué trinh ting sinh ty thé, chirc nang ty thé va dih6a BCAA

trong té bao co tim HL-1 cao hon dang ké.

Ché phim alpha 6 (a6) va alpha 7 (a7), cung cép cho mot thanh phan hoat tinh bao
gdm cac BCAA, threonin va lysin, cling nhu axit xitric, axit sucxinic va axit malic dugc

cho 1a c6 dugce nhitng vu diém tuong tu.

Dang chu ¥, qua trinh di héa BCAA dugc lam phong pht trong hdn hop con cung
cép khong chi Axetyl-CoA ma con ¢6 sucxinyl-CoA. Nho do, ¢6 thé kich hoat phan g
tbng hop sucxinyl-CoA, 14n lugt tao ra sucxinat lam chit nén cho phan ung tiép theo clia

sucxinat dehidrogenazo.

Do d6, sucxinat cung véi BCAA cho vao hdn hop ciing ¢ thé kich thich phan tng

sucxinat dehidrogenazo va nho vay thic dy thém cho chu ky. Péng chu y, sucxinat
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dehidrogenazo khi cung cAp truc tiép FADH; ciing 12 mot phan ctia chudi chuyén dién tr
trong ty thé (phtc hop II). Do d6, kich thich bang sucxinat c6 thé kéo theo kich hoat truc
tiép céc chit mang oxi hoa khir ty thé va ting hiéu thé mang, tir d6 ting cudng dd chénh

proton, mirc tiéu thy oxy va tbng hop ATP.

Dong thoi, bd sung malat c6 thé kich hoat phan tng dehidrogenazo clia malat va
ting mic d0 NADH; ddng thoi cung cép chit nén cho phurc hop I va tir d6 lam tang muc
ATP, theo céach tuong tw nhu FADH> gbc sucxinat. Mit khac, malat c6 thé kich thich
chuyén dong qua lai gilta malat va aspactat. Phan tmg kich thich nay 1am cho ca NADH
trong chit dich bao tuong dé& dang vao trong ty thé, néu khong thi s& khong thAm qua mang
ty thé dugc, nho viy ma san sang cho qua trinh oxy hoa ty thé. Tir d6, hoat dong cua ty thé

va muc tiéu thu oxy ciing tang thém.

Tu nhitng diéu da néu trén, c6 thé thiy rd rang rang cic ché phdm nhu dugc boc 10
¢o tac dung diéu tri cac tinh trang bénh ly ca bi€t lién quan dén thiéu hut chirc ning ty thé

& nguodi va dong vat.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phim thac ddy ting sinh ty thé va cai thi¢n chirc ndng cla ty thé & d6i tuong,
ché phém nay chira hoat chét, hoat chét nay bao gém leuxin, isoleuxin, valin, threonin,
lysin, axit xitric, axit sucxinic va axit malic, trong d6 ty 1& trong luong axit xitric: axit

malic: axit sucxinic nam trong khoang gitta 10:1:1 va 1,3:1:1,

trong d6 ché phim nay bao gdm axit amin isoleuxin, leuxin va valin véi trong lugng

ndm trong khoang tir 35% dén 65%,

trong d6 ty 1€ trong luong gitra (i) tdng luong axit xitric, axit malic va axit sucxinic

va (ii) tng lugng leuxin, isoleuxin va valin nim trong khoang tir 0,1 dén 0,4,

trong d6 ty 1€ trong luong gitra (i) tbng lugng axit xitric, axit malic va axit sucxinic
va (i) tong luong leuxin, isoleuxin, valin, lysin va threonin ndm trong khoang gifta 0,05

va 0,3, va
trong d6 ty 1& trong lugng giita leuxin va axit xitric nam trong khoang gitta 5 va 1.

2. Ché phim theo didm 1, trong d6 ty 1¢ trong luong giita (i) axit xitric va (ii) tdng

luong axit malic va axit sucxinic nim trong khoang tir 1,0 dén 4,0.

3. Ché phim theo diém 1, trong d6 ty 1¢ trong lugng axit xitric:axit malic:axit sucxinic

ndm trong khoang gitra 7:1:1 va 1,5:1:1.

4, Ché pham theo diém 1, trong d6 hoat chit da néu con bao gbm it nhét mot axit amin
dugc chon trong nhém bao gbm histidin, phenylalanin, methionin, tryptophan, tyrosin va

xistein.

5. Ché phim theo diém 1, trong do hoat chit d3 néu con bao gdm histidin,

phenylalanin, methionin, tryptophan va xistein.

6. Ché phim theo diém 1, trong d6 hoat chit d3 néu khong bao gdm arginin.
7. Ché phdm theo diém 1, trong d6 ché phim con bao gbm mét hoidc nhiéu vitamin.
8. Duoc phém bao gém ché phém theo diém 1 va ta duoc duge dung.
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9. Ché phém theo diém 7, trong d6 mdt hodc nhidu vitamin bao gdm mot hogic nhiéu

vitamin B.

10. Ché phém theo diém 9, trong d6 mdt hodc nhiéu vitamin bao gém vitamin B1

va/hodc vitamin B6.

11. Ché phﬁm theo diém 1, trong d6 ty 1¢ trong luong axit xitric: axit malic: axit sucxinic

nim trong khoang gifta 5:1:1 va 3:1:1.
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