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(21) 1-2020-02486

(57) Sang ché dé cap dén chat chdng 140 hoa da, chat dé diéu hoa biéu hién cua
gen lién quan dén chdng 130 hoa, va san phim my pham chta chat chong ldo
hoa hodc chit dé diéu hoa biéu hién cua gen lién quan dén chéng 130 hoa ma an
toan va co thé duoc st dung lau dai. Chéat chdng 3o hoa da, chat dé diéu hoa
biéu hién ctia gen lién quan dén chdng 140 héa, va san phim my pham chira chét
chdng 130 hoa hodc chat dé diéu hoa biéu hién cta gen lién quan dén chdng 1o
hoa theo sang ché chira ADN ha phan tor dac biét va dich chiét dau tuong, tdt
hon 1a dich chiét choi dau tuong, lam thanh phan hoat tinh. Cac thanh phan hoat
tinh nay c6 hoat dong hoat hoa véi chlrc nang cia nguyén bao soi & da va do do
duoc dy kién s& ngin ngira hodc cai thién su 130 héa cua da nhu giam d6 sin

chac va do dan hoi ctua da, nhan va chay xé.
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Linh vuc ky thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén chit chéng 130 héa da hogc chét dé dicu hoa biéu hién cia
gen lién quan dén chéng 1o hoa, va cu thé hon 1a dé cép dén chit chéng 130 héa da va
chét @ diéu hoa biéu hién cta gen lién quan dén chéng 130 héa da chira ADN phén tir
luong thap dic trung va dich chiét dau twong 1am thanh phan hoat tinh, va san pham
m§ phdm chtra chét chéng 130 héa hodc chét d¢ diu hoa biéu hién ciia gen lién quan
dén chdng 130 héa.

Tinh trang ky thuit cia sing ché

Da dai khai c6 thé dugc chia thanh biéu bi tiép xic véi thé giGi bén ngoai, trung
bi ndm dudi bidu bi va bam chit vao biéu bi, va md md dudi da con nam duéi trung bi
va nim gitta trung bi va co. Trung bi nim giita bidu bi va mdé m& dudi da duoc ciu tao
b&i 16p nhi va 16p trung bi ludi, va md lién két dang soi. Colagen chiém khoang 70%
trung bi, va ngoai ra trung bi duoc cAu tao bdi thanh phan chit nén ngoai bao nhu s¢i
dan hdi (elastin) va hyaluronan. Colagen, elastin, hyaluronan, va thanh phén tuong tu

chu thanh trung bi dugc tao ra béi nguyén bao s¢i ¢ da c6 mat & 16p trung bi ludi.

Céc soi nay bi pha hiy va tré nén gia ¢di do tia UV, kho, tang tudi tic va twong
tw do d6 khién @9 dan hdi cua ching giam va ciing khién chirc ning san xuét clia thanh
phan chét nén ngoai bao gidm, thudong duge coi la nguyén nhin gy 140 hoéa da nhu
giam 4o san chic va dd dan hdi cua da, nhin va chay x€. Vi vay, viéc giam thanh phén
chét nén ngoai bao & trung bi, cu thé 1a colagen va hyaluronan, c6 lién quan dén qua
trinh 180 hda nhu gidm do dan hdi da va tao nép nhin.

Do d6, su ldo hoa da dugc cho réng ¢6 thé duoc ngin ngira hodc cai thién khi
chire niang ctia nguyén bao s¢i & da duge hoat hoa va viéc san xuét thanh phén chét nén
ngoai bao mo ta & trén tang. Cu thé 1a, nép nhin duoc tao ra trén mit c6 tdc dong dang
ké dén vé ngoai cia mot ngudi nhu 1a déu higu 130 héa. Vi ly do ndy, nhu cdu vé san
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phim m¥ pham c6 tac dung ngén ngira hogc cai thién nép nhin (san pham m§ phdm
chbng 140 hoa va/hodc chéng nép nhin) ngay cang ting nhu bién phap d6i pho dé giit
lai su tré trung (tai liéu khong phai tai li¢u sang ché 1).

Trong ban md ta nay, axit deoxyribonucleic (ADN) da dugc béo céo la dugce st
dung dudi dang thuc phim chirc ning an toan va hiu qua cd tac dung cai thién tinh
trang da (d0 4m, d6 nhon, mat d ranh da, nép nhin, ddm, tan nhang, va céc tinh trang
twong ty) (tai liu sang ché 1, 2).

Ngoai ra, dich chiét cua hat, maim (phoi) hodc choi dau trong gidu polyamin da
duoc bao cdo 1a ¢ hoat dong thuc déy san xuét thanh phén chét nén ngoai bao nhu
elastin, colagen, va hyaluronan ma hd tro clu tric da (tai liéu sang ché 3).

Tuy nhién, theo nhu tic gia sang ché biét, khong c6 bao céo v& tuong tac gifta
axit deoxyribonucleic (ADN) nay va dich chiét ddu trong nay.

Tai liéu k¥ thuét da biét
Tai liéu séng ché

[Tai liéu sang ché 1] Cong b6 don xin cip bing sdng ché chua xét nghiém Nhat
Ban s6 2007-291062

[Tai liéu sang ché 2] Cong b6 don xin cip bing séng ché chua xét nghiém Nhat
Bén s6 2008-63315

[Tai liéu sang ché 3] Cong b6 don xin cip bang sang ché chua xét nghiém Nhat
Ban s6 2012-46544
Tai liéu khong phai 1a tai liéu sang ché

[Tai lidu khong phai la tai li¢u sang ché 1] "Development Technology of Anti-
aging, Whitening, Moisturizing Cosmetics" (4n ban danh cho ngudi tiéu dung), dugc
giam sat boi Masato Suzuki, CMC Publishing Co., Ltd., ngay 23 thang 8 nam 2007,
Xuét ban 1an thir nhat.

Ban chét ky thuit cia sang ché
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Vin dé can dugc giai quyét bdi sang che

Viéc ngin ngira hodc céi thién sy 130 héa da c6 thé dugc mong doi nhu duge
md ta & trén khi chic ning ctia nguyén bao s¢i & da duge hoat héa va san xuit thanh
phan chit nén ngoai bao, cu thé 1a colagen va hyaluronan, ting. Theo 46, muc dich cua
sang ché 14 d& xuét chit chng 130 hoa da, chét dé didu hoa biu hién cta gen lién quan
dén chbng 140 hoa da, va san phim my phim cha chit chéng 130 hoa hoic chét @é
didu hoa biéu hién cta gen lién quan dén chéng 130 héa ma co tac dung hoat hoa tbt
hon & nguyén bao soi ¢ da va rAt an toan va c6 thé dugc st dung déang tin cdy trong
thoi gian dai.
Phuong phép giai quyét vén dé

Céc tac gid sang ché da thyc hién céc nghién clru su rong v& van dé trén va phat
hién ra ring ADN phén ti lugng thip dic trung va dich chiét dau twong, an toan ngay
ca khi dugc dung trong thoi gian dai, c6 hoat dong hoat hoa hiép ddng & nguyén bao
soi ¢ da, tire 13, tac dung hiép ddng (hiéu tmg ddng van) & hoat dong ting sinh té bao,
hoat ddng thuc day san xuét colagen, va hoat dong thuc day san xuét hyaluronan, thic
day hiép ddng biéu hién gen lién quan dén tdng hop hyaluronan, va cling giam biéu
hién gen lién quan dén phan hiy hyaluronan. Sang ché d3 dugc thuc hién dya trén cac

phat hién nay. Cu thé hon, séng ché 1a nhu sau.

(1) Chét chdng 130 héa da chira: ADN phan tir lwong thdp dic trung; va dich
chiét dau twong, lam thanh phan hoat tinh, trong d6 ADN phén tir luong thap dic trung
nay la san phém thiy phan ctia ADN dugc chiét tir dong vat hodc thuc vét, va dich
chiét dau trong 1a dich chiét cua it nhat mot trong sd dugc chon tir nhém bao gém hat,

mam, va chdi dau tuong.

(2) Chét chdng 130 hoa da theo muyc (1), trong d6 su chdng 140 hoa la hoat hoa
chitc ning ctia nguyén bao soi & da, va hoat héa chic nang la it nhit mot hoat dong
dugc chon tir nhém bao gém hoat ddng thuc déy ting sinh, hoat dong thuc déy san xuét

colagen loai I, va hoat dong thac day san xuét hyaluronan & nguyén bao s¢i ¢ da.



43828 -

(3) Chét chéng 130 hoa da theo muc (1) hodc (2), trong d6 ham luong cua ADN
phén tr lugng thap dic trung nam trong khoéang tir 0,001 dén 1% khdi luong va ham

luvong cda dich chiét dau tuong nam trong khoang ttir 0,001 dén 1% khoi lugng.

(4) Chét dé didu hoa biéu hién cta gen lién quan dén chdng 130 hoa da chira:
ADN phén tr luong thép dic trung; va dich chiét dau twong, 1am thanh phén hoat tinh,
trong d6 ADN phén tir lugng thip dic trung nay la san pham thiy phan ctia ADN dugc
chiét tir dong vat hodc thuc vat, va dich chiét dau tuong 1a dich chiét cua it nhit mot

trong sO dugc chon tir nhém bao gdom hat, mam, va choi ddu tuong.

(5) Chét dé didu hoa biéu hién ciia gen lién quan dén chéng 130 hoa da theo muc
(4), trong 46 sy didu hoa biéu hién gen lién quan dén chdng 130 hoa 1a thic day biéu
hién cta it nhat mot gen duge chon tir nhom bao gbm gen Colagen loai I Alpha 1 cua
ngudi, gen hyaluronan synthaza 1 cia ngudi, va gen hyaluronan synthaza 2 cuia nguoi,
hodc giam biéu hién gen cua gen metallopeptidaza nén 1 ctia ngudi va/hodc gen

hyaluronidaza 1 clia nguoi.

(6) Chét dé didu hoa biéu hién cua gen lién quan dén chéng ldo hoa da theo muc
(4) hoic (5), trong d6 ham lugng cua ADN phén tr lugng thap dic trung nam trong
khoang tir 0,001 dén 1% khéi luong va ham lugng cua dich chiét dau trong nim trong
khoang tir 0,001 dén 1% khoi luong.

(7) Sén phim m¥ pham chuta chét chéng 130 hoa da theo muc bét ky trong s6
cdc muc tir (1) dén (3), hodc chit dé diéu hoa bicu hién ciia gen lién quan dén chdng
ld0 hoa da theo muc bét ky trong s& cac muc tir (4) dén (6).

Hiéu qua clia sdng ché

Theo sang ché, ADN phan tir lugng thap dic trung va dich chiét dau tuong, 12
thanh phén hoat tinh, ¢6 hoat dong hoat hoéa hiép ddng & nguyén bao soi ¢ da va do dé
dugc ky vong la ngan chin hoac cai thién 130 héa da nhu gidm dd sén chic cta da va
dd dan hdi, nhan va chay xé.

M6 ta vin tit hinh vé
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Fig. 1 thé hién két qua phan tich bing séc ky thdm thau gel (GPC) trén ADN-
Na thay phan dugc st dung & phén Vi du thyc hién sing ché. Fig. 1 dugc v& 6 thi véi
thoi gian luu (phit) 1a truc hoanh va do hép thu & ving UV (budc séng 260nm) 1a truc
tung.
Mo ta chi tiét sang ché
Phuong an thyc hién sang ché s& dugc mo ta dudi ddy, nhung phﬁn mo ta sau
diy chi la vi du vé phuong 4n thyc hién sing ché, va sang ché khong bi gioi han ¢ ndi
dung dugc md ta sau day. Luuy rang khithuat ngit "dén" duoc st dung trong phan mo
ta, thi thudt ngit nay can dugc st dung dé bao gém gia tri sb hodc gia tri thudc tinh vat
ly truGe va sau thuat ngir nay. Ngoai ra, ham lugng (%) cua thanh phan hoat tinh 12

phan trdm khéi lugng (wi%) trlr khi c6 quy dinh khac.

Chét chéng 130 héa da theo sang ché chira: ADN phaén tir luong thip dic trung;
va dich chiét ddu twong, lam thanh phan hoat tinh, trong d6 ADN phan tir luong thap
dic trung nay 1a thanh phan ma ¢6 thé duge chuan bi bang céach thiy phan ADN dugc
chiét tir dong vat hodc thyc vat va dich chiét dau tuong 1a it nhit mot dich chiét dugc

chon tir nhém bao gdm hat, mam, va chdi dau tuong.

Trong ban mo ta nay, su chéng 130 hoa da c6 nghia 1a hoat hoa chirc nang cua
nguyén bao s¢i ¢ da, va hoat hoa chtrc nang c6 nghia la it nhit mot hoat dong dugc
chon tr nhdm bao gdm hoat dong thuc ddy tang sinh, hoat dong thuc dly san xut

colagen loai I, va hoat dong thuc ddy san xuét hyaluronan & nguyén bao soi ¢ da.

Ngoai ra, chét dé didu hoa biéu hién cua gen lién quan dén chdng ldo hoa da
theo sang ché chira: ADN phén ti lugng thap dic trung; va dich chiét dau twong, lam
thanh phan hoat tinh, trong d6 ADN phan tit lwong thip ddc trung nay 1a thanh phan
ma c6 thé duoc chuén bi bang cach thily phan ADN dugc chiét tir dong vit hodc thuc
vat va dich chiét dau tuong 1a it nhit mot dich chiét dugc chon tir nhém bao gém hat,

mam, va choi dau tuong.
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Trong ban mo td nay, theo sang ché, gen lién quan dén chéng 130 hoa da c6
nghia la gen ma hoa bt ky enzym nao lién quan dén tong hop hodc phan huy colagen

hodc hyaluronan & nguyén bao sgi ¢ da dugc mo ta dudi day.
« Gen colagen loai 1 alpha 1 (COL1A1) cua nguoi
« Gen metallopeptidaza nén 1 (MMP1) ctia ngudi
« Gen hyaluronan synthaza 1 (HAS1) cua nguoi
« Gen hyaluronan synthaza 2 (HAS2) cua nguoi
« Gen hyaluronidaza 1 (HYALL1) cta nguoi

Thém vio d6, sw didu hoa bidu hién gen c6 nghfa 1a thic déy bicu hién (tang
mic biéu hién) ctia gen synthaza va/hodc giam biéu hién (giam mirc biéu hién) cla gen
enzym phan hiy duoc mo ta & trén. Viéc diéu hoa biéu hién gen lién quan dén chéng
130 hoa da nay tdt hon 14 c6 nghia 1a thuc déy biéu hién cua it nhit mdt gen dugc chon
tir nhém bao gdm gen colagen loai 1 alpha 1 cia (COL1A1) cua nguoi, gen hyaluronan
synthaza 1 (HAS1) clia ngudi, va gen hyaluronan synthaza 2 (HAS2) ctua nguoi, hodc
giam biéu hién gen clia gen metallopeptidaza nén 1 (MMP1) ctia nguoi va/hode gen

hyaluronidaza 1 (HYALL1) cta nguoi.

Ngoai ra, sy hoat hoa chirc nang clia nguyén bao soi ¢ da dugc mo ta & trén cO
thé 1a thic ddy biéu hién gen duge mo ta & trén hodc giam bicu hién gen dugec mo ta &

trén & nguyén bao sgi & da.

Chét chdng 140 hoa da hodc chéit dé didu hoa biéu hién cia gen lién quan dén
chbng 140 hoa da theo sang ché chita ADN phan tt lugng thap dic trung va dich chiét
dau twong 1am thanh phan hoat tinh, va c6 thé con chira cac thanh phin tiy y khéc khi
can.

ADN phén tir lugng thdp dic trung theo séng ché 13 thanh phan ma c6 thé dugc
chuén bi bang céach thuy phan ADN dugc chiét tir dong vat hodc thuc vat. Ngudn cép

ADN c6 thé 13 cac sinh vét khac nhau nhu dong vat, thuc vat, va vi sinh vat, va ADN
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tdng hop cling c6 thé duoc st dung nhu ADN. Trong sb nay, cu thé 1a t&t hon néu str
dung ADN c6 ngudn géc tr tinh hoan (tinh dich cd) cla c4 nhu ca hdi, ca hdi nudce
ngot va ca tuyét tr quan diém chira giau ADN va str dung hi€u qua chét thai tir hai san
da xu ly.

Qué trinh chiét va tinh ché ADN tir tinh hoan c4 ¢6 thé tién hanh bang phuong
phép thong thuong (vi dy, theo phan md t& & cong b6 don xin cép bang sang ché chua
xét nghiém Nhat Ban s6 2005-245394). Vi dy, tinh hoan cé dai khai dugc dém, tinh
hoan ca da dam dugce x Iy bing enzym phan hity protein (proteaza) trong diéu kién
ma ADN khong bi phén hiy va rugu (rugu metanol, etanol, isopropyl hodc cac rugu
tuong tw) dugc thém vao dung dich duge xu ly bang enzym dé két tha ADN & dang
mubi ADN (ADN mudi natri) va thu gom két tia. Ngoai ra, axit (axit clohydric, axit
phosphoric, axit xitric hodc céc axit twong tw) dugc thém vao dung dich duogc x1r ly
bing enzym dé két tia ADN, va két tia dugc thu gom, trung hoa bang natri hydroxit
va sdy khé dé thu duge mudi ADN (mubi natri ADN).

Mudi ADN thu duge dugc thity phén bing cach sir dung enzym nucleolytic nhu
nucleaza dé thu dugc ADN phén tir lugng thép dac trung. Déi véi nucleaza duge s
dung dé xir ly thity phén, vi dy, nucleaza ¢6 ngudn gbc tir Penicillium c6 thé duoc st

dung.

Qua trinh thuy phén co thé dugce tién hanh bang céch, vi du, nap mudi ADN trén
(mubi natri ADN) 1am nguyén li¢u thd vao nuéc Am duge didu chinh dén nhiét do
khoang 65°C, sau khi khuéy, gia nhiét thém dén nhiét o 70°C, va thém nucleaza dé
tao ra phan (mg. Nhiét d¢ tai thoi diém xir 1y thay phan t5t hon 12 nam trong khoang tir

60 dén 75°C, tbt hon nita 1a 70°C.

ADN phén tir lugng thép dic trung & dang bdt co thé thu duoc béng cach, vi du,
d6ng kho san phém thity phan thu duge. ADN phan tir lugng thap ddc trung thuong c6
thé thu dugc & trang théi mudi natri theo k¥ thuét & trén. Luu y rang mudi khong bi
gidi han & mudi natri, va cé thé 13, vi dy, mudi kali hodc mudi canxi. Ngoai ra, ADN
phén tr lugng thap dic trung c6 thé & dang tu do thay vi dang mudi.

7
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ADN phén tir lugng thap dic trung tbt hon 14 chtra tir 10 dén 80% phén doan c6
khéi luong phan tir bing 12000 hodc nhé hon, tt hon nita 1a chira tir 10 dén 80% phan
doan ¢6 khdi lugng phan tir bang 5000 hodc nhé hon. Luu y rang phan b6 khdi luong
phén tir co thé dugc do bang cdch phén loai mau dua trén khdi lugng phan tir sit dung

GPC tiép theo 1a xac dinh s6 luong st dung may do UV.

Dich chiét dau tuong theo sang ché it nhit 1a mot dich chiét dugc chon tir nhom
bao gém hat, mam, va choi dau tuong. Diéu kién chiét khong bi gidi han cu thé, nhung
phuong phap d8 thu duoc dich chiét thuc vat chira polyamin, vi du, nhu dugc mo ta ¢
tai lidu sang ché 3, phwong phap trong do hat, mam (phoi), hodc chdi dau trong dugc
nghién trong méi truong pht hop va duoc chiét trong diéu kién axit dugc wu tién. Luu
y rang mam duoc st dung lam nguyén li¢u thd co thé 1a mam duoc tach tir hat va dugc
thu, va chdi dau tuong co thé 1a phan chdi thu tir hat dau tuong nay mam trong diéu

kién thich hgp.

Trong ban md ta nay, polyamin c6 nhidu & dich chiét dau twong. Polyamin la
thuat ngtt chung cho hydrocacbon béo mach thing c6 hai hodc nhiéu nhém amin béc
1, cO mit & nhidu vat thé séng va dugce biét dén 1a yéu td tang trudng lién quan dén su

phén chia té bao va tong hop protein.

Ham lugng polyamin cta dich chiét dau tuong khong bi gidi han cu thé nhung
t&t hon 1a 0,05% hogc nhiéu hon, t6t hon nira 13 0,1% hodc nhiéu hon, con tét hon la
0,15% hoac nhiéu hon, va cu thé t6t hon 1a 0,2% hoac nhiéu hon. Luu y rﬁng ham

lugng polyamin ¢6 thé do dugc bing phuong phap sdc ky 16ng hiéu nang cao.

Polyamin (putresxin, cadaverin, spermidin, spermin, va cac polyamin tuong tu)
¢6 nhidu & dich chiét dau twong, dac biét 1a dich chiét cia phén chdi dau tuong (sau
day, doi khi dugc goi la "dich chiét chdi dau twong") (tai lidu sang ché 3). Khi dich
chiét chdi dau twong giau polyamin dugc st dung, tac dung ma polyamin mang lai ¢6

thé dang ky vong.
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San phém céng nghiép co thé dugc st dung 1am dich chiét dau tuong. Cu thé 1a,
vi du bao gdm dich chiét chdi dau tuong (PHYTOPOLYAMINE (nhan hiéu da dang
k)-8 (s san phdm: SPA-301) va PHYTOPOLYAMINE-SP (sb san phim: SPA-308))
dugc san xuit bdi TOYOBO CO., LTD. va nguyén liéu dich chiét dau tuong
(SOYPOLYA (nhén higu dé dang ky)) dugc san xuét boi Combi Corpoty 1én.

Ham luong cta thanh phan hoat tinh trong chét chdng 130 hoa thay dbi tiry thude
vao loai va dang ché phém, muc dich st dung, va tAn suét st dung, va vi vay kho thiét
1ap ham lugng ¢b dinh nhung ham lugng va ty 1€ ham luong ctia mdi thanh phan tot
hon 1a ham lugng va ty 1€ ham lugng ma tao ra tac dung hiép ddng 1én cac hoat dong

hoat héa & nguyén bao sgi ¢ da.

Vi duy, khi dung chét chdng 130 hoa cho da (chét chdng 10 hoa la san phém m§
pham), thi ham luong 1a nhu sau. Ham luong cia ADN phan tr lugng thap dic trung
t&t hon 12 ndm trong khoang tir 0,01 dén 10 mg/mL (n3m trong khoang tr khoang 0,001
dén 1%), tot hon nira la nam trong khoang tir 0,01 dén 5 mg/mL (ndm trong khoang tir
khoang 0,001 dén 0,5%), va con t0t hon 1 ndm trong khoang tir 0,01 dén 2 mg/mL
(ndm trong khoang tir khoang 0,001 dén 0,2%). Ngoai ra, ham luong cua dich chiét
dau twong tdt hon 1a nam trong khoang tir 0,01 dén 10 mg/mL (ndm trong khoang tir
0,001 dén 1%), tbt hon nita 12 ndm trong khoang tir 0,1 dén 5 mg/mL (ndm trong khoang
tir 0,01 dén 0,5%), va con tbt hon 12 ndm trong khoang tir 0,1 dén 2 mg/mL (ndm trong

khoang tir 0,01 dén 0,2%).

Ngoai ra, ty 1& ham lugng cia ADN phén t&r luong thap dic trung va dich chiét
dau tuong khong bi gidi han cu thé nhung, vé mit ty 1& khéi leong, tbt hon 1a ADN
phén tr lugng thip dic trung:dich chiét dau twong = tir 1:50 dén 50:1, t&t hon nita la
fir 1:20 dén 10:1, va con tdt hon la tir 1:10 dén 5:1.

Ngoai ra, ndng do polyamin cua chét chéng 130 hoa dugc xéac dinh béang loai ché
phém va dang san phém, muc dich st dung, tAn suét st dung, va tuong tu va khong bi

gidi han cu thé nhung thuong thich hop nam trong khoéang tir 0,00001 dén 100 mM, tot
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hon 13 nam trong khoang tir 0,00005 dén 75 mM, va t6t hon nita 1a ndm trong khoang

tir 0,0001 dén 50 mM.

Khi ham lugng va ty 1 ham luong ciia ADN phan tir luong thép dic trung va
dich chiét dau tuong nam trong khoang wu tién, c6 loi thé vé khia canh tao ra tac dung
hiép ddng hodc tac dung déng k& 1&n cé4c hoat dong hoat hoa (tang sinh té bao, thuc dy
san xuét colagen, thuc dy san xuit hyaluronan, thic dAy biéu hién gen hyaluronan
synthaza, giam biéu hién gen enzym phan hily hyaluronan) ¢ nguyén bao soi & da nhu

duge mo ta cu thé & phan Vi du thue hién sang ché s& duoc mo ta sau day.

Trong ban mo ta nay, tc dung hiép dbng 1én cac hoat dong hoat héa & nguyén
bao sgi & da c6 nghia 1a khi ADN phén tr luong thap dic trung va dich chiét dau tuong
dwoc str dung ddng thoi cho nguyén bao sgi & da, thi ty 1é ting sinh té bao, ty 1& san
xudt colagen, hodc ty 1€ sdn xuét hyaluronan 16n hon (16n hon dang ké) so véi téng cic
mttc d6 khi mdi thanh phﬁn duoc sir dung doc 1ap, hodc khi ADN phan tir luong thép
dic trung va dich chiét dau tuong dugc st dung ddng thoi cho nguyén bao soi & da, thi
murc bidu hién ctia colagen hodc gen hyaluronan synthaza, t6t hon 1a mirc biéu hién cua
gen hyaluronan synthaza, hogc mirc giam biéu hién ctia colagen hodc gen enzym phan
huiy hyaluronan, t6t hon 1a muc giam bidu hién ciia enzym phan huy hyaluronan, 16n
hon (16n hon dang ké) so véi tdng cac mirc d9 khi mdi thanh phan dugc st dung doc
1ap. Ngoai ra, tac dung dang ké c6 nghia 1 tic dung c6 su khac biét dang ké khi so
sanh v6i d6i chimg am.

Chét chdng 130 hoa hodc chit @& diéu hoa biéu hién cua gen lién quan dén chéng
140 hoa theo sang ché ¢co thé dugc san xuét thanh dang liéu luong du dinh bang cach
tron ADN phén tir luong thép dic trung va dich chiét dau twong, va cac thanh phan
khac néu cin bang phwong phap thong thudng. Trong ban md ta nay, vi du vé cac thanh
phan khéc bao gbm thanh phan gidng nhu thanh phén tiy y ma san phim m§ pham
theo sang ché duge mo ta sau day co thé chira.

San pham my¥ pham theo sang ché chira chit chéng 130 hoa da hodc chit dé diéu

hoa biéu hién cia gen lién quan dén chong 1do hoa. Trong ban md ta nay, "chura" co

10
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nghia la san phim my phim c6 thé chira chAt mang chép nhan dugc vé mit sinh ly va
thanh phan tiy y nhu céc thanh phén phu trg khac c6 thé st dung ddng thoi theo dang

san phém du dinh.

San phdm my phim theo séng ché c6 thé duge dé xuit dudi dang, vi duy, san
phidm m§ phdm chim séc da hodc san pham m¥ pham cho toc dugc sir dung bang cach
dung cho da du va téc. Luu ¥ rang san phim m§ pham theo sang ché bao gdm céc loai
duoc m§ phim (quasi-drugs) ngoai san phim m§ phim cta Pharmaceutical Affairs

Law.

Khi chét chéng 130 hoa hodc chét @8 didu hoa biéu hién cua gen lién quan dén
chdng 140 hoa theo sang ché dugc d& xuit duéi dang san pham my pham, dang lidu
lwong c6 thé bao ché khong bi giéi han cu thé mién 1 c6 thé ding cho da. Cu thé 1,
chét chéng 130 hoa hodc chét dé didu hoa biu hién cta gen lién quan dén chéng ldo
héa c6 thé duge dé xuét dudi dang nuge dudng, sita dudng, kem, gel, thach, tinh chét,
son dudng mdi, khin dép, mat na, hodc twong ty & dang liéu luong & dang long, dang
nhil twong, dang gel, dang kem, dang thudc m&, dang bot, dang suong, dang khi dung

hodc tuong tu.

Céc thanh phan tity y khdc ma san phim m¥ pham ndy ¢ thé chira khong bi gidi
han cu thé va chét phu gia c6 thé duoc tron trong san phidm my pham thong thuong co
thé dugc st dung. Vi du vé chét phu gia bao gdm nudc, chit béo va dau, sép,
hydrocacbon, axit béo, ruou, este, chit hoat dong bé meflt,k mui huong, chét 1am se, chét
diét khuén va/hoic khang khuén, chit 1am tréng, chét hép thu UV, chét gilt 4m, chit
kich hoat té bao, chét chéng viém va/hodc chét chéng di ung, chét chéng oxy hoa,
vitamin va dich chiét tw nhién. Cac ham lugng cta cac thanh phan tiy ¥ khac nay khong
bi gidi han cu thé va ¢6 thé dugc chon mdt cach thich hop theo dang liéu luong du dinh,

va tuong tu.

Ngoai ra, chét chéng 130 héa hogc chat d¢ dicu hoa bicu hién cta gen li€n quan
dén chéng 130 hoa theo sang che co6 thé dwoc dé xudt dudi dang thirc an hodc d6 uong
duogc str dung qua duong mi¢ng. Thirc an va dd ubng bao gdbm san pham thyc pham tot

11
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cho strc khée (vi du, san phém thuc phim chirc ning, san phidm bd sung dinh dudng,
san phdm bd sung strc khoe, san phdm giau dinh dudng, sdn pham thuc phim can bing
dinh dudng, va ché pham bd sung), thuc phim c6 cong bd vé stric khoe (vi dy, thuc
phim dé st dung cho stc khoe duge chi dinh, thyuc pham c6 cong bd vé chirc nang dinh
dudng, va thuc pham c6 cong bd vé chuc ning), thuc pham dung cho ché d6 3n udng
dic biét (vi duy, thyuc phém cho ngudi bénh, bt sira cong thuc cho tré so sinh va bot
stta cho phu nit ¢6 thai hodc cho con bu), va san phém bd sung dugc phén loai 1a fhl_rc
phém va d6 udng c6 nhan dé giam rui ro, ngan nglra hodc cai thién bénh hodc tinh trang

(triéu chung) gy ra boi chic néng cia nguyén bao s¢i & da giam.

Céc thanh phin tiy ¥ khac ma thuc phdm va do udng co thé chira khong bi gidi
han cu thé va céc chit phu gia ¢o thé dugc tron trong thuc phém va db uéng thong
thuong ¢6 thé dugce st dung.

Vi du thye hién sang ché

Sau day, sang ché s& dugc mo ta cu thé hon qua céc vi dy, nhung pham vi k¥
thuét cta sang ché khong bi gidi han & cac vi du nay.

[Vi du 1] Hoat dong ting sinh té bao, hoat dong thuc ddy san xuét colagen va
hyaluronan
1. Muc dich va tong quan vé thir nghiém

Colagen va hyaluronan trong da dugc coi 1a d6ng vai trd quan trong véi sy san
chéc, mém mai va do Am cua da. Do @6, tac dung hiép df‘)ng ctia chit thir nghiém (ADN
phén tir lugng thép dic trung va dich chiét dau tuong) dugc danh gié boi hoat dong
ting sinh trén nguyén bao s¢i ¢ da, va hoat dong thuc ddy san xuét colagen va
hyaluronan.

2. Nguyén liéu va phuong phép thir nghiém

2-1. Té bao

12
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Dong té bao nguyén bao soi & da c6 ngudn gbc tir tré so sinh, té bao NB1RGB
(RIKEN BRC, Japan) dugc st dung va nudi cay trong thiét bi & CO2 (néng dd CO»
bang 5%, 37°C).

2-2. Mbi truong

Mdi trudng thiét yéu t6i thidu dé cdy té bao cua Eagle (EMEM, Wako, Japan)
chtra 0,1% (thé tich/thé tich) huyét thanh thai bo (FBS, Hyclone, UK) va 1,0% (thé
tich/thé tich) chét chéng nim (Invitrogen, USA) dugc st dung.

2-3. Chét thir nghiém
(1) ADN phan t lugng thap dic trung

ADN-Na thity phan (bdt) dugc san xudt béi NISSEI BIO CO., LTD. dugc su
dung. San pham nay dugc chuén bi, bang phuong phap dugc mo ta gin day, bang cach
chiét mudi Na ciia ADN tir tinh hoan (tinh dich c&) ctia ¢4 hoi.

Luu y ring két qua phan tich bang phuong phap sic ky thAm thau gel (GPC)
trén ADN-Na thiy phén (dugc san xuét bai NISSEI BIO CO., LTD.) dugc sir dung
duoc thé hién trén Fig. 1, va mdbi lién quan gifta thoi gian luu trlr va khéi lugng phan
tir duoc thé hién & bang 1. Mbc quy chiéu khéi lwgng phén tir bang 12000 dya trén thoi

gian luu trit cia séc tb t& bao c (MW 12400).

[Bang 1]

Thoi gian luu

- , <17,0 | 17,0 | 20,0 | 22,0 | 25,0 | 30,0 34,0 | 41,0 |>41,0
trit (phut)

Mbe quy chiéu| 20000
khéi  lugng| hodc [20000|12000| 8000 | 5000 | 2000 | 1000 | 330 | <330
phéan tt (M.W) | hon

Mbc quy chiéu

X >60 60 36 24 15 6 3 1 -
50 bazo (mer)

Theo két qua phén tich & trén, cac phan theo khdi luong phén tir cia ADN-Na
thuy phéan (dugc san xuit bdi NISSEI BIO CO., LTD.) nhu sau.

13



43828

14/31

Phan ¢6 khéi Iwgng phan tir ndm trong khoang tir 12000 dén 5000 (thoi gian rira
gi4i ndm trong khoang tir 20 phut dén it hon 25 phut): 32,0%

Phin c6 khdi lwong phén tir bang 5000 hodc nho hon (thoi gian rra gi4i bang 25
phut va sau do6): 32,4%

Tir trén ddy, phan c6 khdi luong phén tir bang 12000 hodc nho hon ctia ADN-
Na thay phén (dugc san xuit boi NISSEI BIO CO., LTD.) la 64,4%.

Chét thit nghiém (ADN-Na thiy phéan) dugc diéu chinh dén ndng d6 3,0 mg/mL
st dung axit L-ascorbic 30 pM (CAS No. 50-81-7, Wako, Japan) va EMEM chtra FBS
0,1% dugc pha lodng ting béc theo ty 16 thong thuong la 10 va dugc chuén bi thanh
tong 2 ndng @6 (0,03 mg/mL, 0,3 mg/mL) khi dugc st dung (ndng do cubi bang 0,01
mg/mL, 0,1 mg/mL).

(2) Dich chiét d4u tuong

PHYTOPOLYAMINE (nhan hiéu da ding ky)-SP (sb san pham: SPA-308, ty
18 tron: khoang 70% dich chiét chdi dau twong, khoang 30% axit xitric Na) dugc san
xuét boi TOYOBO CO., LTD. dugc st dung.

Ch4t thir nghiém (SPA-308) v6i ndng d9 0,39 mg/mL, 0,81 mg/mL, va 1,53
mg/mL dugc chuin bi khi dugc st dung bang céach sir dung axit L-ascorbic 30 uM
(CAS No. 50-81-7, Wako, Japan) va EMEM chira FBS 0,1% (ndng do cubi bang 0,13
mg/mL, 0,27 mg/mL, va 0,51 mg/mL).

(3) Dung dich tron (sir dung dong thoi)

Hai loai chét thir nghiém dugc md ta & trén dugc st dung.

ADN-Na thiy phan dugc didu chinh dén ndng d6 3,0 mg/mL st dung EMEM
chira SPA-308, dugc diéu chinh dén ndng d% 0,81 mg/mL sir dung axit ascorbic 30 pM
L (CAS No. 50-81-7, Wako, J apan) va EMEM chira FBS 0,1%, duoc pha lodng timg

bac theo ty 18 thong thudong 1a 10 va dugc chuén bi thanh tdng 2 ndng do (0,03 mg/mL,
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0.3 mg/mL) khi dugc sit dung (ndng dd cudi ciia SPA-308 bang 0,27 mg/mL va ndng
6 cubi cia ADN-Na thity phan bang 0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL].

2-4. CAu tao thit nghiém

Dé tinh to4n su ting sinh t& bao, san xuit colagen, va san xuét hyaluronan, gia
tri trung binh cta 3 15 cho mdi nhém xi 1y dugc st dung. Ngoai ra, thir nghiém duoc
tién hanh v6i mdi nhom bao gdm nhom ding chét thir nghiém va nhom d6i chung st
dung cho mdi khay. Hoat dong lién quan dén thtr nghiém bao gbm didu ché chét thi

nghiém duoc tién hanh & nhiét do phong trir khi c6 chi dan khac.
2-5. Hoat dong thir nghi€ém
(1) Nubi cy té bao

2.0 x 10* t6 ba0/200 pL té bao NBIRGB trén mdi 16 dugc gieo vao khay 96 15

(Lot. 3595, Corning, USA) va dugc nudi cAy trong thiét bi & CO; trong 24 gid. Ngoai

ra, 200 pL dung dich mubi dém photphat (PBS(-), Lot. 198601, Nissui, Japan) duoc

bd sung vao 15 khong dugc st dung dé thtr nghiém d8 tranh 1am kho trong qua trinh
nudi ciy.

24 gid sau, 100 uL chét thir nghiém va dbi chirmg am dugc bd sung vao khay

96 15 va duoc nudi cy trong 48 gi trong thiét bi & COa. Vi d6i chung am, axit L-

ascorbic 30 pM va EMEM chira FBS 0,1% duogc su dung.

48 gid sau, dich ndi nudi cdy dugc phén phdi vao khay 96 16 méi va dong khd
(-20°C). Mirc colagen va murc hyaluronan trong dich ndi nuoi cdy duogc do st dung
ELISA (xét nghiém hép thu mién dich lién két voi enzym) duge mo ta & muyc 2-5 (3)
va (4) dé danh gia hoat dong thuc déy san xuét colagen va hyaluronan ctia chét thir
nghiém. Ngoai ra, s té bao ¢ khay 96 15 ma tir 46 dich ndi nudi cdy dugce loai bé duge
dém boi phuong phap duge mo ta & muc 2-5 (2) &é danh gia hoat dong tang sinh té bao

ciia chét thir nghiém.

(2) Hoat déng tang sinh té bao

15



43828

16/31

Céc tac dung cua chét thir nghiém 1én sy tang sinh nguyén bao soi & da duoc

danh gi4 nhu sau.

M35i 15 ctia khay 96 16 ma tir d6 mdi trudng dugce loai bo dugc rira nhe hai lan
v6i 300 uL PBS(-) gia nhiét dén nhiét do 37°C. Tiép theo, 100 puL dung dich 3-(4,5-
dimetylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromua (MTT, CAS No. 298-93-1,
Sigma-Aldrich, USA) ¢ ndng do 0,5 mg/mL mdi 15 duge bd sung vao va duge nudi

cAy trong 2 git & thiét bi & COa.

Sau khi hoan thanh nudi céy, dung dich MTT dugc loai bo va khay dugc rira
bang 200 pL PBS(-). 200 puL 2-propanol (CAS No. 67-63-0, Kanto Chemical, Japan)
chira axit clohydric 0,04 N (CAS No. 7647-01-0, Kanto Chemical, Japan) dugc bd sung
vao va dugc cho dé yén trong 1 gio trong didu kién c6 bong téi dé hoa tan formazan

khong tan dugc tao ra.

Khay 96 1 duoc l4c trong 10 gidy & tdc d 270 vong/phut dé phan tén ddng nhét
cac sic td trong 13, va sau d6 do do hép thu tai bude séng 570 nm (ODs70) su dung thiét
bi doc khay vi thé (SPARK(TM) 10M, TECAN, Switzerland).

ODs7o ctia nhom dung chét thit nghiém, véi ODs7o clia d6i chang am 1a 100%,
dugo tinh dudi dang ty 18 tang sinh t& bao (%). TY 1¢ ting sinh té bao (%) ctia d6i chimg
4m va nhom dung chit thir nghiém dugc cho qua thir nghiém c6 y nghia boi thir nghiém
hai nhom khong ghép doi (thir nghiém Student's t). T4t ca cac thir nghiém déu c6 muc
¢6 y nghia nho hon 5% & hai bén (p < 0,05, p <0,01,p < 0,001).

(3) Hoat dong thic déy san xuét colagen

Céc tac dung cua chét thir nghiém lén san xudt colagen loai I, dugc cho 1a dem
lai cho lan da sy sdn chic va o dan hdi, dugc danh gia boi ELISA canh tranh nhu sau.

Dé do murc colagen trong dich ndi nudi cdy, kit ELISA colagen loai I cua nguoi

(Lot. EC1-E105, ACEL, Japan) dugc sir dung.
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Dung dich chudn colagen dugc pha lodng timg béc sir dung dung dich dém pha
lodng theo ty 1& chung la 2 d8 chudn bi tdng 7 ndng do. Ngoai ra, dich ndi nudi cay

dugc pha lodng hai 14n bang dung dich dém pha loéng.

14 pL dung dich khang thé colagen nhan biotin dugc bd sung vao 126 puL dung
dich chuin colagen va dich ndi nudi cdy duge pha loang hai 14n va dugc tron bang cach

~

go.

Khay vi thé ¢6 dinh colagen dugc rira ba 1in bing 200 pL dung dich dém rira,
50 pL dung dich chuin chtra khang thé colagen nhan biotin va dich ndi nudi cdy duge

bd sung vao va dugc l4c trong 1 gid & tdc @6 khoang 270 vong/phut.

1 gid sau, khay duoc rira ba 1in bang 200 pL dung dich dém rira, 50 ul dung
dich avidin nhan peroxidaza dugc bd sung vao va duoc l4c trong 1 gid & tdc do khoang
270 vong/phut. 1 gid sau, khay dugc rira ba 1an bing 200 pL dung dich dém rira, 50
pL dung dich chit nén 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin cho mdi 18 duoc bd sung vao va

dwoc cho dé yén trong 15 phut.

Sau d6, 50 pL dung dich ding cho mdi 15 dugce bd sung vao, khay vi thé dugc
l5c trong 1 phat & 270 vong/phut dé ddng nhét hoa sic t trong 10, va tiép theo do dd
hép thu tai budc séng 450 nm (ODaso) st dung thiét bi doc khay vi thé.

Puong cong hiéu chinh dugc hdi quy tir OD4so ctia dung dich chuén colagen sir
dung md hinh logistic 4 tham s6. Gia tri thu duge tir phuong trinh hdi quy duge nhan
v6i ty 1€ pha lodng 43 tinh toan murc san xuét colagen (pg/mL) cla d6i chirg am va
chét thir nghiém.

Ty 1€ san xudt colagen (%) cua chit thr nghiém, véi muc san xuét colagen clia
d6i ching 4m 1a 100%, dugc tinh toan. Ty 1& san xuit colagen (%) cua d6i ching am
va nhom bd sung chét thir nghiém duge cho qua thtr nghiém c6 y nghia boi thir nghiém
hai nhom khong ghép doi (thtr nghiém Student's t). Tt c4 céc thir nghiém c6 muc coOy
nghia nho hon 5% & hai bén (p <0,05,p <0,0l,p< 0,001).

(4) Hoat dong thic day san xuét hyaluronan
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CAc tac dung cta chat thr nghiém & muc san xuét hyaluronan, dugc cho la git

4m & colagen va elastin, dugc dénh gid boi ELISA nhiéu 16p nhu sau.

Dé do muc hyaluronan ¢ dich ndi nudi cdy, kit Hyaluronan Quantikine ELISA

(Lot. DHYALO, R&D Hé théngs, USA) duoc sit dung.

Dung dich chuln hyaluronan dugc pha lodng tung bac stt dung dung dich dém
pha lodng theo ty 1& thong thuong 1a 2 & chuén bi tdng 7 ndng dd. Ngoai ra, dich ndi

nudi cdy dugc pha lodng tdm 14n bing dung dich dém pha loang.

50 pL dung dich khang thé hyaluronan nhan biotin cho mdi 18 dugc bd sung vao
khay vi thé ¢b dinh aggrecan. Ngoai ra, 50 uL dich ndi nuoi cdy da pha lodng duoc bb

sung vao va lic trong 1 gidr & tdc do khoang 270 vong/phut.

1 gi¢ sau, khay dugc rira nam 1in bang 400 uL dung dich d¢m rta, 100 uL dung
dich avidin nhan peroxidaza dugc bd sung vao va l4c trong 1 gid & tdc @ khoang 270
vong/phut. 1 gio sau, khay dugc rira nim 1in bang 400 pL dung dich dém rira, 100 pL
dung dich chit nén 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin cho m3i 16 dugc bd sung vao va cho dé

yén trong 30 phut trong diéu kién c6 bong tHi.

Sau d6, 100 pL dung dich dimg cho mai 15 dugc bd sung vao, khay vi thé dugc
lic trong 1 phut tai 270 vong/phut dé ddng nhét héa sic té trong 19, va tiép theo 1a do

hép thu tai 450 nm (ODsso) do dugc st dung thiét bi doc khay vi thé.

Puong cong hiéu chinh dugc hdi quy tir ODasp ctia dung dich chuin hyaluronan
stt dung md hinh logistic 4-tham s6. Gia tri thu dugc tir phuong trinh hdi quy duoc
nhan v6i ty 1€ pha lodng 48 tinh toan mtc san xuit hyaluronan (ng/mL) cua d6i ching

am va chit thir nghiém.

Ty 1& san xuét hyaluronan (%) cla chit tht nghiém, v6i muc san Xuét
hyaluronan cia d6i chimg am 14 100%, dugc tinh todn. Ty 1€ san xuét hyaluronan (%)
ctia ddi chimg 4m va nhém bd sung chét thir nghiém dugc cho qua thir nghiém coO y
nghia bang thir nghiém hai nhom khéng ghép ddi (thir nghiém Student's t). TAt c& céc

thir nghiém c6 mirc c6 y nghia it hon 5% & hai bén (p < 0,05, p <0,01, p <0,001).
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3. Két qua thir nghiém
3-1. ADN phan tit lugng thap dic trung
(1) Hoat dong tdng sinh té bao

T¥ 16 ting sinh té bao + d9 1éch chuan cla chit thit nghiém (ADN-Na thiy phan)
& ndng d6 0,01 mg/mL va 0,1 mg/mL lan luot 13, v6i mic ting sinh té bao (ODs70) clia

dbi chimg 4m bing 100%, 101,3 + 6,8% va 102,6 + 3,3%.
(2) Hoat dong thic day san xudt colagen loai I

Ty 1€ san xuét colagen + d6 léch chuin cta chét thir nghiém (ADN-Na thay
phén) 6 nf)ng d6 0,01 mg/mL va 0,1 mg/mL 1an luot 13, véi muc san xuit colagen cla
d6i chimg m bing 100%, 126,4 +7,9% (p < 0,01) va 134,0 & 3,6% (p <0,01).

(3) Hoat dong thuc day san xuét hyaluronan

Ty 1€ san xuét hyaluronan + d9 1éch chudn ctia chit thir nghiém (ADN-Na thiy
phan) & ndng d6 0,01 mg/mL va 0,1 mg/mL 1an luot 13, véi mic san xuét hyaluronan
cua dbi ching 4m béng 100%, 102,2 + 5,0% va 102,9 £ 7,5%.
3-2. Dich chiét dau twong
(1) Hoat dong tang sinh té bao

Ty 16 tang sinh té bao  d¢ léch chudn ciia chét thir nghiém (SPA-308) & nong
do 0,13 mg/mL, 0,27 mg/mL, va 0,51 mg/mL 1an luot 13, voi mic téng sinh té bao
(ODs70) cua dbi chimg am bing 100%, 111,6 = 1,0% (p < 0,01), 123,7 £ 2,4% (p <
0,01), va 137,0 £ 6,9% (p < 0,01).

(2) Hoat dong thuc d4y san xudt colagen loai I

Ty 1¢ thtc day san xuit colagen = d¢ léch chuén cia chét thir nghiém (SPA-308)
4] néng d% 0,13 mg/mL, 0,27 mg/mL, va 0,51 mg/mL 1an luot 13, v6i hoat dong thic
dy san xuét colagen ctia doi chimg 4m bing 100%, 135,1 + 1,3% (p <0,01), 174,1 +

6.3% (p < 0,01), va 199,9 + 11,8% (p < 0,01).

(3) Hoat dong thuc day san xuét hyaluronan
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Ty 1é san xuét hyaluronan + d¢ léch chuan cua chit thtr nghiém (SPA-308) 0,13
mg/mL, 0,27 mg/mL, va 0,51 mg/mL 1an luot 13, v6i mirc san xuét hyaluronan ctia dbi
chirmg am bang 100%, 113,1 £ 4,7% (p < 0,01), 123,3 £ 3,8% (p < 0,01), va 137,8 £
10,3% (p <0,01).

3-3. St dung ddng thoi ADN phan ti lwong thap dic trung va dich chiét dau twong
(1) Hoat dong tang sinh té bao

Ty 18 tang sinh té bao % d¢ 1éch chuan ciia chét thir nghiém (ADN-Na thily phéan
+ SPA-308) & ndng dd 0,01 mg/mL + 0,27 mg/mL va 0,1 mg/mL + 0,27 mg/mL lan
luot 13, v6i mire tang sinh té bao (ODso) cua dbi ching am bang 100%, 133,0 = 4,8%

(p <0,01) va 140,8 £5,7% (p < 0,01).
(2) Hoat dong thuc day san xudt colagen loai I

Ty 1€ san xudt colagen + d6 1éch chudn cta chét thir nghiém (ADN-Na thiy phan
+ SPA-308) & ndng dd 0,01 mg/mL + 0,27 mg/mL va 0,1 mg/mL + 0,27 mg/mL 1an
luot 13, véi mire san xudt colagen ciia doi chimg am bing 100%, 178,1 £ 5,5% (p <

0,01) va 230,6 = 9,9% (p < 0,01).
(3) Hoat dong thic dAy san xuit hyaluronan

Ty 18 san xuét hyaluronan £ d9 léch chuin cta chét thir nghiém (ADN-Na thiy
phén + SPA-308) & néng d% 0,01 mg/mL + 0,27 mg/mL va 0,1 mg/mL + 0,27 mg/mL
lan luot 13, véi mire san Xuét hyaluronan cta dbi chimg Am béng 100%, 132,7 + 7,6%
(p<0,01) va 139,8 £2,9% (p < 0,01).

Két qua trén dugc thé hién & bang 2. Trong bang 2, "ADN-Na’ 12 "ADN-Na
thuy phéan". Bang 2 tiét 10 rang ty 1€ tang sinh té bao, ty 1 san xuét colagen, va ty 1&
san xuét hyaluronan khi ADN phan tir lugng thap dic trung (ADN-Na thiy phén) va
dich chiét dau twong (SPA-308) dugc stt dung ddng thoi 16n hon déng ké so voi tong
murc do (ty 1¢) khi mdi thanh phan dugc sir dung doc 1ap. Két qua nay ¢co thé x4c nhan

tac dung hi€p ddng ctia ADN phan tr luong thép dic trung va dich chiét dau twong 1én
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hoat dong hoat hoa v& chirc ning cia nguyén bao sgi & da (hoat dong tang sinh té bao,

hoat dong thic day san xuét colagen, va hoat dong thic day san xuét hyaluronan).

[Bang 2]
Chét tht Nbne do | TV 18 tang sinh | T¢1&sanxudt | Ty 1é san xuat
nghiém g ¢ té€ bao (%) colagen (%) hyaluronan (%)
0,01 mg/mL 101,3+6,8 126,4+7,9" 102,2+5,0
ADN-Na
0,1 mg/mL 102,6£3,3 134,0£3,6™ 102,9+£7,5
0,13 mg/mL 111,6+1,0% 135,1£1,3% 113,1x4,77
SPA-308 | 0,27 mg/mL 123,7+2,4" 174,1£6,3™ 123,3+3,8"
0,51 mg/mL 137,0+£6,9™ 199,9+11,8" 137,8+10,3*
0,01 mg/mL
ADN-Na 133,0+4,8" 178,1£5,57 132,7+7,6™
SPA-308 0,27 mg/mL
(Sﬁ dung 0,1 mg/mL
dong thoi) 140,8+5,7" 230,6£9,9" 139,8+2,9
0,27 mg/mL

n=3, “P<0,01

(St dung ddng thoi) Noéng d; Dong trén: ADN-Na, Dong dudi: SPA-308

[Vidu 2] Didu hoa biéu hién gen enzym phan hiry hodc hyaluronan synthaza

1. Muc dich va tong quan vé thir nghiém

Colagen va hyaluronan trong da dong vai trd quan trong doi véi sy sén chac,

mém mai va d6 am cua da, va dugc bi€t rang viéc giam muc hyaluronan & trung bi ¢4

lién quan dic biét dén viéc giam d6 dan hoi da va tao nep nhén. Do do, & vi du nay, tac

dung cta chét thir nghiém (ADN phén tit lugng thip dic trung va dich chiét dau tuong)

1én biéu hién cta gen lién quan dén chdng ldo hoa nhu tdng hop va phén hity hyaluronan

& nguyén bao soi ¢ da dugc déanh gia béng phuwong phap PCR thoi gian thue.

2. Nguyén liéu va phuong phép thi nghiém

2-1. Té bao
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Céc té bao giéng nhu & muc 2-1 ctia vi du 1 dugc nudi ciy trong cling diéu kién
va duoc st dung.
2-2. Mbi truong

Moi truong (EMEM) c6 thanh phin gidng nhu & muyc 2-2 cta vi du 1 duge st
dung, ngoai trir ham lugng FBS (huyét thanh thai bo) duge ddi thanh 10,0% (thé
tich/thé tich).

2-3. Chét thir nghiém
(1) Dung dich ADN phén tir lugng thap dic trung

ADN phén tir luong thip dic trung (ADN-Na thiy phén) gidng nhu & muyc 2-3
(1) ctia vi du 1 dugc st dung.

Chét thir nghiém (ADN-Na thity phan) duoc diéu chinh dén ndng @6 1 mg/mL
stt dung EMEM chitra FBS 10% dugc pha lodng ting bac theo ty 1¢ thong thuong la 10
@ chun bi téng 2 ndng @6 khi dugc sir dung (ndng do cudi bang 0,01 mg/mL, 0,1
mg/mL).

(2) Dung dich dich chiét dau tuong

Dich chiét dau twong (SPA-308) gidng nhu & myc 2-3 (2) cua vi du 1 dugc su
dung.

Chét thir nghiém (SPA-308) dugc diéu chinh dén ndng d6 2,7 mg/mL st dung
EMEM chira FBS 10% dugc pha lodng tirng bac theo ty 1€ thong thuong 1a 10 dé chuén
bi tdng 2 ndng do khi duoc sir dung (ndng do cubi bang 0,027 mg/mL, 0,27 mg/mL).
(3) Dung dich tron (st dung dong thoi)

Hai chét thir nghiém dugc mo ta & trén dugc sir dung.

ADN-Na thity phan dugc didu chinh dén nong d6 1 mg/mL st dung EMEM
chira SPA-308 duoc didu chinh dén ndng do 0,27 mg/mL sit dung EMEM chira FBS

10% duoc pha lodng ting bac theo ty 1 thong thuong 1a 10 @8 chudn bi téng 2 ndng
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do khi dugc str dung (ndng do cubi ciia SPA-308 biang 0,27 mg/mL, ndng do cudi cla

ADN-Na thiy phéin bang 0,01 mg/mL, 0,1 mg/mL).
2-4. Phan tich biéu hién gen

Viéc phén tich biéu hién ctia gen ma hoa cac enzym sau day dugc tien hanh st

dung thtr nghiém TaqgMan (Applied Biosystems, USA).
« Hyaluronan synthaza 1 (HAS1) cua nguoi, ID thir nghiém Hs00758053_ml
« Hyaluronan synthaza 2 (HAS2) cua nguoi, ID thir nghiém Hs00193435_ml
« Hyaluronidaza 1 (HYALT1) cta nguoi, ID thr nghiém Hs00201046_m1

Gen Glyxeraldehyt-3-PhosphatDehydrogenaza (GAPDH, ID tht nghiém

Hs02786624 gl) ctia ngudi dugc st dung lam gen noi chuén.
2-5. Cu tao thir nghiém
Dé phan tich mirc biéu hién gen, gia tri trung binh cta 3 tdp hop dia 35-mm

(Cat No. 150318, Thermo Scientific, USA) v6i mdi nhom xir Iy duge st dung. Cac
hoat dong lién quan dén thir nghiém bao gbm didu ché chéit thir nghiém duoc tién hanh
& nhiét @6 phong trir khi ¢6 chi dan khéc.
2-6. Phuong phap thir nghiém
(1) Nudi chy té bao va bd sung chét thir nghiém

5.0 x 10° té bao/2 mL té bao NBIRGB dugc gieo vao dia 35-mm va duge nudi
céy trong 24 gio ¢ thiét bi & CO,. 24 gid sau, mdi truong & dia 35-mm duoc loai bd,
chét thtr nghiém va moéi truong chira d6i chimg am dugc bd sung vao va nudi cdy trong
24 gid & thiét bi i COx.
(2) Qua trinh chiét, va tinh ché va x4c dinh ham luong ARN

Qué trinh chiét va tinh ché ARN duoec tién hanh nhu sau, st dung kit Mini ARN

PureLink(TM) (Cat No. 12183018A, Invitrogen, USA).
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Sau 24 gio nudi cdy, dia 35-mm ma tir 46 moi trudong duoc loai bo dugce rira hai
lin v6i 2 mL PBS(-) duoc gia nhiét dén nhiét @ 37°C. 600 uL dung dich dém phan
giai chira dithiothreitol (CAS No. 27565-41-9, Invitrogen, USA) dugc bd sung vao dia
ndy dé hoa tan t& bao va dich tiéu duge thu. Ngoai ra, té bao & dich tidu da thu dugc

nghién st dung may ddng hoa (Cat No. 12183-026, Invitrogen, USA).

600 pL dung dich etanol 70% (CAS No. 64-17-5, Japan Alcohol, Japan) duogc
bd sung vao dich long nghién té bao, sau d6 dich 16ng nay dugc chuyén dén cot gbe
mang silic oxit, tiép theo 13 dugc ly tAm trong 15 gidy & tdc d6 12000 x g tai nhiét do

phong, va dich loc dugce loai bd.

700 pL dung dich dém rira chira guanidin isothioxyanat va 500 pL dung dich
dém rira IT chta etanol dugc bd sung vao mang silic oxit dé rua, tiép theo 1a dugce ly
tam trong 15 gidy ¢ tdc @06 12000 x g tai nhiét dd phong, va dugc sdy kho. 30 pL nudce
khong chtra RNaza dugc bd sung vao mang va cho dé yén trong 1 phut tai nhiét do
phong, va sau d6 mang dugc ly tdm trong 15 gidy ¢ tdc dd 12000 x g tai nhiét do phong.
Quy trinh nay duoc ldp lai hai 14n dé rira gidi ARN khoi mang.

Mot ph?ln ctia ARN rira giai dugc thu ri€ng vao khay 96 15 c6 thé lot UV (Cat
No. 8404, Thermo Scientific, USA) va dugc pha lodng 25 lan st dung dung dich dém
Tris-EDTA (TE (pH 8,0), Cat No. 310-90023, NIPPON GENE, Japan) dé do do hép
thu & bude séng 260nm (OD2eo) st dung thiét bi doc khay vi thé (SPARK(TM) 10M
TECAN, Switzerland).

Néng d6 ARN cua dbi ching am va chit thr nghiém dugc tinh todn s dung
OD16o theo cong thirc sau va duge pha lodng sir dung dung dich dém TE dé diéu chinh
ndng d6 ARN dén 10 pg/mL.

Nong 36 ARN (pug/mL) =A x K x 0,3 (46 dai dudng anh sang: cm) x 25 (ty 1&
pha loéng)

A: ODago ctia d5i chimg 4m hogc cht thir nghi¢m

K: K = 40, hé s6 hap thu ctia ARN
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(3) Phan tich bidu hién gen bing phuong phap PCR thoi gian thyc

Qué4 trinh phién ma@ nguoc ARN dugc tién hanh nhu sau st dung
SuperScript(TM) IV VILO(TM) Master Mix véi ezDNaza (Cat No. 11766050,
Invitrogen, USA).

1 pL dung dich dém 10 x ezDNaza, 1 pL enzym ezDNaza, 6 pL nuéc khdng co
nucleaza, va 2 pL ARN 10 pg/mL véi mdi 18 dugc bd sung vao dai 8 bng (AB1182,
Thermo Scientific, USA) va U trong 2 phut tai nhiét do 37°C. 2 phut sau, 4 pL
SuperScript(TM) IV VILO(TM) Master Mix va 6 pL nudc khong c6 nucleaza véi mdi
15 dugc ) sung vao dai 8 6ng va duoc gia nhiét trong 10 phut tai nhiét d¢ 25°C, 10
phut tai nhiét do 50°C, va 5 phut tai nhiét d6 85°C dé tong hgp cADN sir dung PCR
thoi gian thuc (QuantStudio(TM)3, Applied Biosystems, USA).

10 pL TagMan(TM) Fast Advanced Master Mix (Cat No. 4444557, Applied
Biosystems, USA), 1 uL TaqMan Gene Expressior, 7 pL nudc cit UltraPure(TM)
(Invitrogen, Cat No. 10977-015, USA), va 2 pL cADN véi mdi 15 duoc bd sung vao
khay PCR (Cat No. N8010560, Thermo Scientific, USA) va khay dugc bit kin st dung
miéng dan khay (Cat No. 4360954, Thermo Scientific, USA).

Dung dich dugc quay giam tdc sir dung may ly tAm khay, bot dugc loai bo, va
sau d6 gPCR thoi gian thye dugc tién hanh st dung hé théng PCR thoi gian thuc aé
tinh gié tri chu ky ngudng (Ct), la s6 chu ky tai d6 tin hiéu huynh quang cta timg gen
cta d6i ching 4m va chét thtr nghiém vuot qua moi ngudng. Gia tri Ct dugc stra thanh
gia tri ACt st dung gen ndi chudn. Gia tri ACt dugc sta thanh gia tri AACt st dung
trung binh céc gid tri ACt cua dbi chimg am. Gia st rang su khdc biét ctia phat hi¢n
trén mdi chu ky bang phuong phap AACt 1a khac biét hai 13n v& thé tich, mirc biéu hién
gen ctia chit thir nghiém duoc phén tich bing céch gan cho 244 khi murc biéu hién
gen cua dbi ching am 1a 1. Mirc biéu hién gen cla d6i chirng 4m va nhoém bd sung chit
thir nghiém duge cho qua thir nghiém co ¥ nghia bang thir nghiém hai nhom ghép doi
(thr nghiém t ghép doi). Tt ca céc thir nghiém c6 murc ¢6 y nghia it hon 5% ¢ hai bén
(p <0,05, p<0,01,p<0,001).
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3. Két qua thir nghiém
3-1. ADN phan tt lugng thip dic trung
(1) Biéu hién gen hyaluronan synthaza 1 (HAS1) ctia nguoi

Mirc bidu hién HAS1 + d3 1éch chudn ctia chit thit nghiém (ADN-Na thity phan)
& ndng d6 0,01 mg/mL va 0,1 mg/mL lan luet 13, véi muc biéu hién HASI cla dbi
ching am bang 1, 1,11 0,04 va 1,02 + 0,07.
(2) Biéu hién gen hyaluronan synthaza 2 (HAS2) cua ngudi

Mt bidu hién HAS2 + do 1éch chuén ctia chat thir nghiém (ADN-Na thuy phan)
& ndng d6 0,01 mg/mL va 0,1 mg/mL lan luot 13, v6i mirc bicu hién HAS2 cia d6i
chirng am béng 1,1,25+0,09 (p <0,05) va 1,49 £ 0,05 (p < 0,001).
(3) Biéu hién gen hyaluronidaza 1 (HYALI) cua nguoi

Mitc biu hién HYAL1 + do léch chudn cta chat thir nghi¢m (ADN-Na thiy
phén) & né)ng d6 0,01 mg/mL va 0,1 mg/mL lrﬁn luot 1a, véi muc biéu hién HYAL1 cia
dbi chirng 4m béng 1, 1,06 + 0,12 va 1,34 £ 0,14.
3-2. Dich chiét dau twong
(1) Biéu hién gen hyaluronan synthaza 1 (HASI) clia nguoi

Mirc bidu hién HAS1 + d6 léch chuin ciia chit thir nghiém (SPA-308) & nong

6 0,027 mg/mL va 0,27 mg/mL lan luot 13, v6i mie biéu hién HASI ctia déi chimg
am bang 1, 1,03 = 1,2 va 0,99 £ 0,16.
(2) Biéu hién gen hyaluronan synthaza 2 (HAS2) ctia nguoi

Mitc bidu hién HAS2 % d6 1&ch chuén ctia chét thir nghi¢m (SPA-308) & ndng
d6 0,027 mg/mL va 0,27 mg/mL I4n luot 13, v6i mirc biéu hién HAS2 clia d6i ching
4m bing 1, 1,88 = 0,46 (p <0,05) va 1,50 = 0,11 (p < 0,01).

(3) Biéu hién gen hyaluronidaza 1 (HYAL1) cua nguoi
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Mt bidu hién HYAL1 % d6 léch chudn ctia chét thir nghiém (SPA-308) & nong
d6 0,027 mg/mL va 0,27 mg/mL I4n luot 13, v6i mitc biéu hién HYALL cia dbi ching
am bang 1, 0,97 + 0,08 va 0,84 + 0,06.

3-3. St dung dong thdi ADN phan tir lugng thap dic trung va dich chiét dau tuong
(1) Biéu hién gen hyaluronan synthaza 1 (HASI) clia ngudi

Mitc bidu hién HAS1 + do léch chudn cta chét thir nghiém (ADN-Na thily phén
+ SPA-308) & ndng do 0,01 mg/mL + 0,27 mg/mL va 0,1 mg/mL + 0,27 mg/mL 1an
Iwot 13, voi mére bidu hién HAS1 ciia d6i chimg 4m bang 1, 0,99 + 0,08 va 1,51 + 0,26

(p <0,05).
(2) Biéu hién gen hyaluronan synthaza 2 (HAS2) cluia nguoi

Mirc bidu hién (HAS2) + do léch chuén ciia chat thir nghiém (ADN-Na thuy
phén + SPA-308) & ndng d6 0,01 mg/mL + 0,27 mg/mL va 0,1 mg/mL + 0,27 mg/mL
14n Iuot 13, voi mc bidu hién (HAS2) clia ddi chimg 4m bang 1, 1,41 0,10 (p <0,01)
va 1,54 £ 0,07 (p < 0,001).

(3) Biéu hién gen hyaluronidaza 1 (HYAL1) cia ngudi

Mirc bidu hién (HYAL1) + do léch chudn cta chét thir nghiém (ADN-Na thiy
phan + SPA-308) & ndng d 0,01 mg/mL + 0,27 mg/mL va 0,1 mg/mL + 0,27 mg/mL
lan luot 13, véi mic bidu hién (HYAL1) ciia déi chimg am bang 1, 0,58 + 0,11 (p <

0,01) va 0,93 £ 0,05.

Két qua dugc md ta & trén duoc thé hién & bang 3. Trong bang 3, "ADN-Na" 1a
"ADN-Na thiy phan". Bang 3 tiét 16 rang khi ADN phan tir luong thip dic trung
(ADN-Na thity phéan) va dich chiét dau twong (SPA-308) dugc st dung ddng thoi, mirc
biéu hién ciia gen hyaluronan synthaza-1 (HASI) cua ngudi ting mot cach hiép dong
va muc bidu hién cua gen hyaluronan synthaza-2 (HAS2) cia nguoi ting dang ké so
v6i dbi chimg am. Ngoai ra, duoc tiét 16 rang muc biéu hién cta gen hyaluronidaza 1
(HYAL1) cia ngudi giam mot cach hiép ddng. Két qua nay ¢6 thé xac nhan ring khi
ADN phén tr luong thap dic trung (ADN-Na thiy phén) va dich chiét dau twong (SPA-
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308) duoc str dung ddng thoi, viée thiic d4y biéu hién cta gen lién quan dén tdng hop

hyaluronan va giam biéu hi¢n cta gen lién quan dén phan huy hyaluronan xay ra ddng

thoi.
[Bang 3]

) Gen hyaluronan | Gen hyaluronan Gen
Chat thu None do synthaza 1 synthaza 2 hyaluronidaza 1
nghiém g & (HAS1) cia (HAS2) cia (HYAL1) cia

nguoi nguoi nguoi
0,01 mg/mL 1,11+0,04 1,25+0,09 1,06+0,12
ADN-Na
0,1 mg/mL 1,02+0,07 1,49+0,05™ 1,34+0,14
0,027 mg/mL 1,03£1,2 1,88+0,46" 0,97+0,08
-SPA-308
0,27 mg/mL 0,99+0,16 1,50+0,117 0,84+0,06
0,01 mg/mL
ADN-Na & 0,99+0,08 1,41£0,10" 0,58+0,11""
SPA-308 0,27 mg/mL
(S dung | 0,1 mg/ml 1,51+0,26" 1,5440,07"" 0,93+0,05
dong thoti) 0,27 mg/mL ’ ’ ’ > > ’

n=3, *P<0,05, *P<0,01, **P<0,001

(St dung ddng thoi) Noéng d6; Dong trén: ADN-Na, Dong dudi: SPA-308

Két qua trén goi ¥ ring viéc tdng san xuht hiép ddng colagen va hyaluronan khi
ADN phén tr luong thip dic trung (ADN-Na thily phén) va dich chiét dau tuong (SPA-
308) dugc str dung dong thoi dugc thé hién & vi du 1 do su xay ra ddng thoi cla viée
thiic ddy biéu hién cla gen lién quan dén tdng hop colagen va hyaluronan va giam biéu
hién cua gen lién quan dén sy phan huy cta chiing.
Kha ning ap dung cong nghiép

Chét chdng ldo hoa da theo sdng ché c6 cac hoat dong va chirc nang khac voi
chét chéng 130 héa thong thudng va c6 kha nang ngan chin va/hodc cai thién hi¢u qua
su 130 hoa da hon chét chéng 130 hoa thong thuong va vi vay dic biét hitu ich trong
[inh vuc san phim my phim.
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YEU CAU BAO HQ
1. Chét dé hoat hoa chirc ning ctia nguyén bao soi & da chira:

ADN phén tir lugng thép dic trung va dich chiét ddu twong 1am thanh phén hoat

tinh, trong do

ADN phén tr lugng thip dic trung 12 san pham thiy phan ciia ADN dugc chiét
ir tinh hoan (tinh dich c4) cta c4, va chira tir 10 dén 80% phan doan c6 khéi luong

phén tu bang 12000 hodc nho hon;

dich chiét dau tuwong 1a dich chiét cua it nhdt mot trong sb dugc chon tir nhom

bao gdm hat, mam, va choi dau tuong; va

su hoat hoa chtrc ning 1a it nhit mot hoat dong dugc chon tir nhom bao gém
hoat ddong thuc d4y tang sinh, hoat dong thiic day san xudt colagen loai I, va hoat dong
thuc ddy san xuét hyaluronan trén nguyén bao s¢i ¢ da.
2. Chit d& hoat hoa chirc ning ctia nguyén bao s¢i & da theo diém 1, trong d6 ham
luong cia ADN phan tir luong thap dic trung nam trong khoang tir 0,001 dén 1% khoi
luong va ham lugng ctia dich chiét dau twong ndm trong khoang tir 0,001 dén 1% khoi
luong.
3. Chét dé didu hoa biéu hién gen cuia nguyén bao soi & da chira:

ADN phan t& luong thip dic trung va dich chiét ddu twong lam thanh phan
hoat tinh, trong do:

ADN phén tir luong thip dic trung 1a san pham thiy phén cia ADN duge chiét
tir tinh hoan (tinh dich c4) cta cd, va chua tu 10 dén 80% phan doan c6 khdi luong
phén tir bing 12000 hodc nhé hon;

dich chiét dau twong 1a dich chiét ctia it nhat mot trong sd dugc chon tir nhom

bao gom hat, mam, va chdi dau tuong; va
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su didu hoa biéu hién gen 1a thiic day biéu hién gen ctia mdt hodc ca hai gen
hyaluronan synthaza 1 ctia ngudi, va gen hyaluronan synthaza 2 ciia ngudi clia nguyén
bao sgi & da, hodc giam biéu hién gen cla gen hyaluronidaza 1 clia nguoi.
4. ChAt dé didu hoa biéu hién gen cia nguyén bao s¢i ¢ da theo diém 3, trong d6 ham
lugng cia ADN phén tir lugng thip ddc trung nim trong khoéang tir 0,001 dén 1% khbi
lurong va ham lugng ctia dich chiét dau twong nim trong khoang tir 0,001 dén 1% khdi

lugng.
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