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

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0043951

A61K 31/4164; A61K 8/49; A61P 17/18; (13) B
A61P 39/06; A61Q 1/02; A61Q 5/12;
(51)202101 A61Q 11/00; A61Q 17/04; A61Q 19/00;
A61Q 19/10; A61Q 5/02; A61Q 5/06;
A23L 33/10; A61Q 1/12

(21) 1-2022-06421 (22) 04/03/2021
(86) PCT/JP2021/008388 04/03/2021 (87) WO 2021/177397 A1 10/09/2021
(30) JP 2020-036577 04/03/2020 JP
(45) 25/03/2025 444 (43) 26/12/2022 417A
(71) Nagase & Co., Ltd. (JP)
1-17, Shinmachi 1-chome, Nishi-ku, Osaka-shi, Osaka 5508668, Japan
(72) NAKATANI, Takeshi (JP); NAKASHIMA, Nanami (JP).
(74) CONG TY LUAT TNHH IP MAX (IPMAX LAW FIRM)

(54) CHE PHAM CHUA L-ERGOTHIONIN



(21) 1-2022-06421
(57)  Sang ché dé cap dén ché phim chira L-ergothionin (EGT) va N,N-dimetyl-L-2-
thiohistidin (DTH), n6 c6 thé ngan chin sy ddi mau cta ché pham. Ché phim chura

EGT va DTH dugc bao ché trong d6 ham lugng ctiia DTH dugc giam bét.


chothuelaptop.info
Textbox
(57)

chothuelaptop.info
Textbox
(21) 1-2022-06421

chothuelaptop.info
Textbox

chothuelaptop.info
Textbox


43951

Linh vyre k§ thuit dwge dé cap

Séng ché dé cap dén ché phim chura L-ergothionin (EGT). Cu thé hon, sang ché
dé cap dén ché phim trong d6 tinh én dinh cia L-ergothionin (EGT) duogc ting cudng
khi c6 mat cia N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin (DTH), va phuong phép san xuit ché

phém nay.

Tinh trang ky thuit clia sing ché

L-ergothionin (& ddy, d6i khi dugc goi 1a "EGT"), mét loai axit amin chira luu
huynh, dugc biét dén 1a c6 nhiéu hoat dong sinh 1y khéc nhau bao gdm kha ning chéng
oxy hoa.

Vi du, Tai liéu phi sang ché 1 boe 16 ring BGT c6 kha ning céi thién hiéu qua
cta ligu phap mién dich bing vc xin ung thu bao gdm khang nguyén lién két khéi u
(TAA) va chét phu tro. Tai li:éu sang ché 1 boc 10 r?mg EGT c6 kha ning diéu tri cac
bénh nhiém tring do vi khuél;. Thi nghiém 1 cta Tai liéu sang ché 1 d4 x4c nhan ring
EGT & nong d6 5 mM va 50 mM ngin chdn sy phat trién ciia Escherichia coli. Do do,
c6 thé hiéu réng viéc ngan chin nhiém tring do vi khuin dugc mo té trong Tai liéu sang
ché 1 dat dugc bing cach ac ché tryc tiép sw phat trién ctia vi khudn béi EGT.

Tai liéu phi sang ché 2 boc 10 ring viéc san xudt céc cytokin (IL-6, IL-12p40,
IL-1 8, IL-10) boi cac dai thyc bao c6 ngudn gde tir tiy xuong chudt trong diéu kién
kich thich v6i phdi tir thu thé giéng Toll dugc thic ddy bdi 10 mM EGT chr khong phai
boi 1 mM, va trong qua trinh déng nudi cdy dai thuc bio F4/80 va t& bao T OT-II CD4*,
s phan cye Th17 cia té bao T OT-II CD4* duoc thiic diy béi EGT 30 mM. Nhu di mo
ta & trén, Tai liéu phi sang ché 2 boc 16 ring EGT & ndng do cao tir 10 mM tré 1én s&
kich hoat cac dai thuc bao.

Tai li¢u phi sang ché 3 1a mot danh gi vé céc hoat dong sinh I cta EGT. Tai
1
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liéu phi sang ché 3 boc 16 ring EGT dugc hdp thu va tich lity trong co thé dong vat va
thuc vat.
Tai li¢u tinh trang k¥ thuat
Tai liéu sang ché
Tai liéu sang ché 1: WO2019/089878
Tai liéu phi sdng ché
Tai liéu phi sang ché 1: S. Yoshida et al., Front. Immunol. 10:671(2019)
Tai liéu phi sang ché 2: PLoS ONE 12(1):e0169360
Tai liéu phi sang ché 3: Bulletin of the College of Agriculture, Tamagawa

University 1: 17-41 (2016)

Ban chit ky thuiit clia sang ché

Vén @ can dugc gidi quyét boi sang ché
Tuy nhién, d6 6n dinh ciia cong thirc trong cdc ché phdm chtra EGT vn chua
duoc nghién ciru ky ludng. Dic biét, anh hudng ciia cdc thanh phan khac cling t4n tai

trong cac ché phim chita EGT chua dugc bo céo chi tiét.

Céch thuc dé giai quyét van dé

Trudce céc van dé trén, két qua ctia cac nghién ctru chuyén sdu dd nhan thiy
ring trong truong hop ché phdm chtta EGT trong d6 N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin
(DTH) cting ton tai, EGT bi mét én dinh, va do do, viéc ddi mau cta ché phim chita
EGT x4y ra, cho dén nay didu nay chua dugc béo cdo.

D¢ gidi quyét van dé méi la ndy, cdc nha phét minh hién nay d& phat hién ra
rang trong ché phim chira EGT va DTH, viée giam ham luong DTH c6 thé ting cuong
d6 6n dinh cia EGT va ngan chin sy ddi mau ctia ché phdm, tir d6 hoan thanh sang ché.

D6 14, sang ché nay d& xuit ché phim sau day.

[1] Ché phim cha L-ergothionin va N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin, trong d6

2
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ham lugng ctia N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin dugc giam bat,

[2] Ché phim theo [1], trong d6 ham lugng ctia N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin
dugce gidm xudng do d6 sy déi mau cia ché phdm duge ngin chin.

[3] Ché phim theo muc [1] hodc [2], trong d6 ham lugng cia N,N-dimetyl-L-2-
thiohistidin 12 bang hofc it hon 50 phin theo khéi lugng déi véi 100 phan theo khéi
luong ctia L-ergothionin.

[4] Ché phédm theo muc bt ky trong sb cac muc [1] dén [3], trong d6 ham
luong ciia N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin Ia bing hogc nhidu hon 0,0001 phan theo khdi
luong d6i véi 100 phén theo khéi lugng L-ergothionin .

[5] Ché phim theo muyc bat ky trong s6 cic muc [1] dén [4], trong d6 ham
luong ciia N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin 14 bing hofic nhidu hon 0,05 phin theo khéi
lwong dbi v6i 100 phén theo khéi Iugng ctia L-ergothionin,

[6] Ché phim chia L-ergothionin va N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin, trong d6
ham luong cia N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin 1a bing hodc it hon 50 phin theo khéi
lugng d6i véi 100 phan theo khéi luong cia L-ergothionin dé trc ché sy d6i mau cta

ché phim.

Sang ché cling d& cap dén phuong phép san xuét sau day.
[7] Phuong phép san xuit ché phém chira L-ergothionin va N,N-dimetyl-L-2-
thiohistidin bj ngén chin sy d6i mau, phuong phép nay bao gdm buée gidm ham lugng

ctia N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin .

Sang ché ciing d& cap dén phuong phép sau day.

[8] Phuong phap dé tao tac dung ngin chin sy ddi mau cho ché pham chira L-
ergothionin va N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin, trong d6 ham lugng cuia N,N-dimetyl-L-
2-thiohistidin 12 bing hofc it hon 50 phin theo khéi luong déi véi 100 phan theo khébi

luong cua L-ergothionin.
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Hi€u qua dat dugc cua sang ché

DTH da dugc tim thdy nhu mt thanh phin ¢6 dnh huéng dén sw én dinh cia
EGT. Theo d6, trong ché phim c¢6 EGT va DTH cling ton tai, viéc gidm ham lugng
DTH c6 thé tdng cudong d6 6n dinh cua cdng thirc va ngin chin su d6i mau cia ché

phim.

MG ta van tat cac hinh vé

Fig.1 1a céc biéu dd thé hién két qua dénh gi4 d6 én dinh cia ché phim chira
EGT va DTH trong Vi du thtt nghiém 1.

Fig.2 1a céc biéu do thé hién két qua the nghiém ngén chin sy d6i mau cua ché

phim chita EGT va DTH trong Vi dy thit nghiém 2.

Fig.3 1a c4c bieu do thé hién két qua thir nghiém ngan chin su dbi mau clia ché

pham chita EGT va DTH trong Vi du thir nghiém 2.

Fig.4 1a biéu d6 thé hién két qua ciia mot thir nghiém giam DTH trong phuong

phap 1én men EGT trong Vi du thit nghiém 3.

Fig.5 12 biéu d6 thé hién két qua ctia mét thir nghiém giam DTH trong phuong

phép 1én men EGT trong Vi dy thir nghiém 3.

MG ta chi tiét sing ché

Ché phim theo sing ché 1a ché phim chira L-ergothionin (EGT) va N,N-
dimetyl-L-2-thiohistidin (DTH), trong d6 ham lwong DTH duge gidm bét.
[L-ergothionin (EGT)]

EGT 1a mot dan xuét histidin (N,N,N-trimetyl-L-2-thiohistidin), c6 cAu tréic
dugc biéu dién bing cong thirc 1 sau day.

[Cong thire 1]
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H V2
EGT c6 thé thu dugc bing mot phuong phép da dugce biét dén cong khai nhu
phuong phap tong hop, phuong phap chiét xuét hogc phuong phép 1én men, va ciing c6
thé thu dugc va st dung mot san phém thuong mai c6 sin.
Vi du vé sin phim thuong mai c6 sin ciia EGT 1a L-ergothionin (do
Tetrahedron sin xuAt).
[N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin (DTH)]
DTH 12 mdt chat twong tu ciia EGT, ¢6 cu triic duoc bidu didn bing cong thirc
2 sau day.
[Cong thirc 2]

SN

OH
HN— / .

—N O -
\ e (2)

DTH c6 thé thu duge bing mot phuong phép di duoc biét dén cong khai nhu
phuong phép téng hop, phuong phép chiét xuit hoic phuong phép 1én men, va ciing ¢6
thé thu duoc va sir dung san phim thuong mai c6 sin.

Vi du vé sin phdm thuong mai c6 sn cia DTH Ia N,N-dimetyl-L-2-
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thiohistidin (do Tetrahedron san xuét).

EGT va/hodc DTH c6 thé & dang tw do hoic & dang mubi. Mubi ctia EGT
va/hodic DTH c¢6 thé 1a mudi duoc tao thanh véi nhom cacboxyl trong cac cu tric nay,
hodic c6 thé 1a mubi dugc tao voi nhém trimetylamino hodc nhém dimetylamino. L-
ergothionin hodc chat tuong ty L-ergothionin cfing c6 thé 13 solvat nhu hydrat.

Mubi ciia EGT va/hogc DTH khéng bi gi6i han dic biét midn 13 mudi do l1a
mubi duoc chip nhan vé mat dugc 1y hodc sinh 1y va cac vi du cu thé cia ching bao
gém mudi ctia axit hitu co, mudi cua axit v co, mubi ciia bazo hitu co va mubi cta
bazo v co. Vi du v& mudi cua axit hitu co bao gdm monocarboxylat nhu axetat,
trifloaxetat, butyrat, palmitat va stearat; carboxylat da héa tri nhu fumarat, maleat,
sucxinat va malonat; oxycarboxylat nhu lactat, tartrat va Xitrat; va cac sulfonat hitu co
nhu metansulfonat, toluensulfonat, va tosylat. Vi du v& mudi axit vo6 co bao g@)m
hydroclorua, sunfat, nitrat, hydrobromua va phosphat. Vi du vé mudi cua bazo hitu co
bao gdm mudi cta cdc amin hitu co nhu metylamin, trietylamin, trietanolamin,
dietanolamin, morpholin, piperazin, pyrolidin va etylendiamin. Vi du vé muéi ctia bazo
v0 co bao gdm cac mudi khac nhau nhw mudi ctia kim loai kiém nhu natri va kali, kim
loai kiém thd nhu canxi va magie, va c4c kim loai nhu nhém. Céc mudi cia EGT
va/hogc DTH nay c¢6 thé duge sir dung mdt minh, hogc c6 thé duoc sir dung trong bét
ky su két hop ndo cua hai hogic nhidu hon cac mubi d6. "Mudi duge chép nhan vé mat
duoc 1y hodc sinh 1y" ¢6 thé bao gdm solvat hoic hydrat ctia mubi.

Trong cac vi du sau déy, céc téc gia sang ché da phat hién ra ring trong trudng
hop ché phim chtta EGT trong d6 DTH cing tn tai, EGT bi mit én dinh va do d6,
hién tugng d6i mau cua ché phim chtra EGT xdy ra, cho dén nay diéu nay chua duoc
béo cdo. Hon nifa, c4c nha phat minh d3 phat hién ra ring trong ché phim chtta EGT va
DTH, viéc gidm ham luong ctia DTH ¢6 thé ting cudng tinh dn dinh cta EGT va ngan

chin sy d6i mau cia ché phim. Cac phuong én ctia ché phim chira EGT trong d6 DTH

6

6/30



43951

cling ton tai khong bi gidi han dic biét. Vi du, DTH ¢6 thé duoc thém vao ché phim
chira EGT hogc ¢6 thé dugc bao gdm ndi sinh, vi du, tap chit trong phuong phap chiét
xuét, hodc san phim phu trong phucmg phap tong hop, phuong phap 1én men hoic
tuong tu.

Trong ché phim theo sang ché, "su ddi mau da bi ngin chin" c¢6 nghia 1a 46
hip thu & bude song 400 nm bi giam di bing cach giam ham luong cua DTH trong ché
phém chtra EGT va DTH véi lugng bing nhau trong cling diéu kién pH. Su giam d6
hip thu & buédc song 400 nm c6 thé duoc xac dinh bang cach st dung mét may quang
pho duge biét dén cong khai. Vi dy, su giam d¢ hap thu & bude séng 400 nm tét hon 13
giam it nhit 5%, 6t hon 14 gidm it nhét 10% so véi ché phém chira EGT va DTH véi
luong bang nhau.

Trong ché phim theo sang ché, dbi véi ty 16 ham luong ctia DTH so véi EGT,
ham luong clia DTH t6t hon 1a bing hodc it hon 50 phdn theo khéi lugn, t6t hon 1a
béng hoic it hon 40 phan theo khéi lugng, van 6t hon 1a bing hodc it hon 30 phdn theo
khoi lugng, dic biét tdt nhit 1a bing hoiic it hon 20 phén theo khéi lugng, tét nhat 1a
bing hoit it hon 10 phan khdi luong so véi 100 phin theo khéi lugng cia EGT, theo
quan diém vé sy ngan chin d6i mau cua ché phdm va quan diém vé do 6n dinh ctia EGT.

Ngoai ra, trong ché phdm theo sang ché, dbi véi ty 1¢ ham lugng cua DTH so
v6i EGT, ham lugng ctia DTH t5t hon 1a bing hogc nhiéu hon 0,0001 phin theo khéi
luong, t6t hon 13 bang hoic nhidu hon 0,001 phan theo khdi lugng, van t6t hon 1a bing
hogc nhiéu hon 0,005 phin theo khéi lwong, dic biét tt hon 14 bang hoic nhiéu hon
0,01 phan theo khi lugng, 6t nhét 1 bing hoic nhidu hon 0,05 phéan khéi luong so véi
100 phan theo khéi lugng clia EGT, theo quan diém v& hiéu qua san xuét cua ché phim
va tuong tur.

Ngoai ra, trong ché phdm theo sang ché, dbi véi ty 16 ham lugng cia DTH so

v6i EGT, ham luong ctia DTH t5t hon 14 tir 0,0001 dén 50 phin theo khéi luong, t6t

7
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hon 13 tir 0,001 dén 40 phén theo khéi lwong, vin &t hon 1a tir 0,005 dén 30 phan theo
khdi lugng, ddc biét tdt hon 1a tir 0,01 dén 20 phén theo khdi lugng, ot nhét 1a tir 0,05
dn 10 phan khéi luong so véi 100 phin theo khdi Iwgng clia EGT, theo quan diém vé
su ngan chin dbi mau cua ché phém, quan diém vé d6 6n dinh ctia EGT, quan diém vé
hiéu qua san xuit cua ché phim va twong tu.

Ngoai ra, trong ché phdm theo sang ché, ham luong ctia EGT duogc didu chinh
mdt cach thich hop tuy thudc vao dang va cach stir dung cong thirc, loai va ham lugng
cta cac thanh phan khac, va tuong tu, va khong bi gi6i han, nhung c6 thé 1, vi du,
0,000001% khéi luong tr& 1én dbi véi tdng luong ché pham, bao gdm 0,000005% khéi
luong tr& 1én, 0,00001% khéi lugng trd 1én, 0,00005% khdi lugng tré 1én, 0,0001%
khdi lugng trd 16n, 0,0005% khéi lugng trd 16n va 0,001 % khéi lugng trd 1én. Ngoai ra,
ham luong ciia EGT c¢6 thé 13, vi du, 99,999% khéi lugng tré xudng so véi tong luong
ché phdm, bao gbm 99,9% khdi luong tré xubng, 99,5% khdi lugng tré xudng, 99%
khdi lugng tré xudng, 98,5% khéi lwong trd xudng va 98% khdi luong trd xubng. Theo
mdt phuong an khac, khi duge bao ché dudi dang ché pham 16ng, ham lugng cia EGT
khong bi gi6i han, nhung c6 thé 13, vi du, tir 80% khdi luong tré xubng ddi véi tong
luong cta ché phim, bao gbm 70% khbi lwong tré xudng, 60% khéi lwong khdi luong
trd xubng, 50% khdi lugng trd xubng, 40% khdi lugng trd xudng, 30% khbi lugng tré
xudng, 20% khdi luong tré xudng, 10% khdi luong trd xudng, 5% khéi lugng tré
xudng va 1% khbi lugng tré xudng.

[Str dung]

Trong ché phdm chira EGT va DTH, viéc giam ham luong ciia DTH ¢6 thé ting
cuong tinh 6n dinh cia EGT, va do d6 sang ché c6 thé dugc sit dung dé ngin chin su
i mau cua ché pham.

Ngoai ra, md ta & trén da duoc biét ring EGT c6 cac hoat dong sinh 1y khac

nhau bao gém kha ning chdng oxy héa. Ciing trong ché phim chira EGT va DTH, khi
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str dung sang ché, do én dinh ciia EGT c6 thé duge ting cuong va sy phan hity cta nd
c6 thé dugc ngan chin dé EGT khong bi suy gidm ma c6 thé biéu hién cac hoat dong
sinh Iy vén co.

Ciing trong ché phafni chira EGT va DTH, khi st dung sang ché, ché phdm c6
thé dugc st dung thich hgp dé chéng oxy hoa, cdi thién chirc ning nio, chéng 130 héa,
st dung cho c4c bgnh vé mat, 1am tring da, hp thu tia cyuc tim, dé ngin chin san xuét
héc t6, dé loai b6 cac gc oxy hoat tinh, d& trc ché hoat ddng cua elastaza, & ngin chin
sw hinh thanh nép nhin, dé ngan chin sy chy xé cta da, dé ngan chin su hinh thanh
cc dom da, dé ngan chin cac quing t5i quanh mét, dé giam ton thuong da (ngin chin
su 180 hoa do 4nh sang) béi tia cyc tim, sir dung cho da khd, da nhay cam, st dung cai
thién toc, thiic ddy qua trinh tu thye bao va twong tu, ma la nhitng hoat dong sinh ly vbn
co cua EGT.

Ché phim cua sang ché c6 thé chira thém thanh phan hoat tinh hoic chit phy
gia mdt cach thich hop c6 thé duge st dung cho thuc phdm hodc db uéng, thuc phim c6
cong bd chirc ning, thuc phim cho myc dich y t& cu thé, duoc m§ phim, dugc phim,
sén phAm m§ phém, nhu yéu phim hang ngay, thirc &n chin nudi, va nhitng thir tuwong
tw, va c6 the duge bao ché mot cach thich hop bing phuong phap bao ché da duoc bibt
dén cong khai dugc sir dung cho nhitng ché phim nay.

Nhu céc sén phdm m§ phdm va nhu yéu phim hang ngay, vi du, ché phim theo
sing ché c6 thé duge bao ché thanh kem xtrc dudng da, nhil twong, gel, serum, kem
dudng, kem chong néng, kem dip mat, mit na, kem nén, bt dap mt, chét dung dé tim,
kem xitc dudng thé, dau goi, dung dich dé cham séc téc, 1 téc, diu x4, ché phdm I1am
téc, thube bd toc, bot danh ring, nudce stic mi¢ng va céc loai twong tu.

[Cong thirc]
Ché phim theo sang ché c6 thé duge stt dung qua dudng ubng hodc dudng tiém

(ké ca dung bén ngoai), vi dy, ché pham dang rin nhu vién nén, vién nang, hat, hoac

9
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bot; hodc dudi dang cong thirc chét 1ong nhu dung dich, xi-rd, thudc tiém, kem, kem
xtrc dudng da, bot nhio, thudc md, nhii twong (nhii twong dau trong nudc, nhil trong
nuée trong diu, nhil twong nhiéu 16p, vi nhii tvong, nhii tvong PET, nhil tvong nhd
giot), gel (hydrogel, gel cdn), hodc huyén phu. Dbi véi ché phim rén, ta duoc, ta duoc
tron, t4 dugc dinh va ta duoc rd ¢6 thé dugc sir dung; va dbi véi cong thirc chit long,
dung méi, chat hoa tan, chit nhii héa, chét én dinh nhii twong, chit lam dic, chét giit
am, chit tao huyén phu, chét ting truong luc, chit dém, chit giam dau, va nhitng chét
tuong trr ¢6 thé duge st dung. Néu cén, chét phu gia nhu chat khu tring, chét chéng
oxy héa, chét tao mau, chit tao ngot hodc nuéc hoa cling c6 thé dugc sir dung.

Vi du vé té duge bao gdm rugu dudng nhu sorbitol, mannitol va xylitol, sacarit
nhu glucoza, duong tréng, lactoza va fructoza, xenluloza tinh thé, natri carmelloza,
natri croscarmelloza, canxi hydro phosphat, tinh bdt mi, tinh bot gao, tinh bdt ngé , tinh
bdt khoai tdy, dextrin, B -xyclodextrin, axit silixic khan, oxit titan, magie aluminat
metasilicat, bot talc, kaolin va diu 6 liu.

Vi du v& t4 dugc dinh bao gdm cac din xuét xenluloza nhu metyl xenluloza,
etyl xenluloza, hydroxypropyl xenluloza va hydroxypropyl metyl xenluloza, polyvinyl
pyrolidon, rugu polyvinylic, polyme gdc axit acrylic, gelatin, gdm arabic, pullulan, tinh
bot bién tinh, aga, nhua tragacan, natri alginat va propylen glycol alginat.

Vi du vé ta dugc ri bao gdm tinh bot, hydroxypropyl xenluloza dugc thay thé
thép, canxi carboxymetyl xenluloza, natri croscarmelloza, tinh bdt hydroxypropyl va
tinh bot bién tinh mot phan.

Vi du v& dung méi bao gdm nuée, ruou, propylen glycol, macrogol, diu mé va
diu ngo.

Vi du vé t4 dugc tron bao gdm axit stearic, magie stearat, canxi stearat,
polyoxyl stearat, cetanol, bot talc, dau cing, este sucroza cua axit béo,

dimetylpolysiloxan, sip ong va sdp ong trang.
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Vi du vé chit hoa tan bao gdm polyetylen glycol, propylen glycol, mannitol,
benzyl benzoat, etanol, tris(hydroxymetyl)aminometan, cholesterol, trietanolamin, natri
cacbonat va natri xitrat.

Vi du vé chét tao huyén phi/chit nhil hoa bao gdm chat hoat dong bé mit nhu
stearylamin, trietanolamin, natri lauryl sulfat, axit laurylaminopropionic, lexitin,
benzalkonium clorua, benzethonium clorua, va glyceryl monostearat; polyme wa nudc
nhu ruou polyvinylic, polyvinylpyrolidon, natri carboxymetylxenluloza,
metylxenluloza, hydroxymetylxenluloza, hydroxyetylxenluloza va
hydroxypropylxenluloza; va cac loai sdp nhu sap shellac, sap ong, sap carnauba, sap ca
nha tang, lanolin, lanolin 1éng, lanolin dugc khtr, lanolin ctimg, lanolin vong, sap lanolin,
sap candelilla, sap Nhat Ban, sap montan va sap gao.

Vi du vé chét tang treong luc bao gdm natri clorua, glycerin, va D-mannitol.

Vi du vé chit dém bao gdm chit dém phosphat, axetat, cacbonat va xitrat.

Vi du vé chét khir tring bao gém este cua axit paraoxybenzoic, clobutanol,
ruou benzylic, rugu phenetylic, axit dehydroaxetic va axit sorbic.

Vi du vé chit chng oxy héa bao gdm sulfit va axit ascorbic.

Khi ché phém theo sang ché duogc tao thanh trong mdt cong thirc rin, mot
phuong phap san xudt dugc biét dén cong khai trong linh vuc c6 thé dugc st dung. Vi
du vé phuong phép nay bao gdm phwong phap trong d6 san phdm duoc ép dim, tao hat
va tao khudn bang cach nhao tron ché pham va dwa ché phim da nhao qua sang dé dugc
tan thanh bot va dinh cd, va phuong phap khuéy tao hat dugc thuc hién bang cach thém
nude nhao vao ché phim, tiép theo 1a duc bing may tao hat thing dimg, va sau d6 san
phim tao hat dugc nghién thanh bdt bing may nghién va sang. Ngoai ra, mot phuong
phép duoc bao gdm trong d6 thanh phan cong thirc dwoc nén bing may dim lan, sau d6
nghién thanh bt bing mdy tao hat cudn va sang. Hon nita, mot phuong phap dugce bao

gdm trong d6 sdy tang sb6i dwoc thuc hién sau khi khudy hat. Hon niva, vi du, trong
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truomg hop san xudt bang phuong phép nén truc tiép, ché phim da pha tron c6 thé dwoc
dua truc tiép vao may ép vién va nén.
[Thuc phdm va dd udng]

Ché pham theo sang ché cling c6 thé duogc str dung nhu mét ché phdm thuc
phém va dd uéng, hodc ¢6 thé dugc cung cép ¢ trang thai dugc bao g@)m trong thuc
phém hoac thuc phém chirc néng. Vi du vé cac loai thuc phém hoac thuc phém chirc
ning d6 bao gdbm gao; céc loai mi khac nhau bao gdm mi kiéu mach, mi Nhat Ban, mi
harusame, mi Trung Qudc, mi #n lién va mi ly; d6 ubng nhu nuée ngot, dd ubng c6 ga,
dd ubng dinh dudng, dd udng trai cay, dd udng chira axit lactic va dd ubng thé thao; ca
1i roux, mén him, va cdc mén stip khéac nhau; banh keo dong lanh nhu kem, kem ga
ngot va da bao; banh keo nhu keo Nhét, banh quy, keo, keo cao su, sécdla, banh keo
vién, banh keo &n nhe, banh quy bo, thach, mut, kem va cic loai banh keo nudng khéc;
thye phim ché bién tir ¢4 va gia stic nhw kamaboko, hanpen, dim bong va xtic xich; cac
san phim tir sita nhu sita ché bién va sita 1én men; ddu va md, va cac loai thuc phim
ché bién tir diu va m& nhu diu xalat, ddu tempura, bo thuc vat, sét mayonnaise,
shortening, kem danh bong va nudc x4t; gia vi nhu nude chim, nuée xét, miso, nudc
twong va nudc thit; sup, mon ham, xalat, mon an kém, banh furikake va rau mudi; va
nhidu dang thuc phdm bd sung dinh dudng va stc khoe khéc, thuc phim c6 cong bd
chirc nang va thuc phém cho céc muc dich sirc khde cu thé.

Ngoai ra, cac chit b sung (nhw bdt, hat, vién nang mém, vién nang cimg, vién
nén, vién nén nhai, vién nén tan nhanh, xi-rd va cong thirc 1éng) bao gdbm ché phim
theo sang ché ¢6 thé duogc didu ché.

Ché phim theo sing ché cling c6 thé dugc bao gdm trong thic an cho dong vat
nhu vat nudi.

Néu cin, cac chit phu gia duoc thém vao thuc phém hodc d6 uéng. Vi du vé

cdc chat phu gia nhur vdy bao gom glucoza, fructoza, sucroza, maltoza, sorbitol,
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trehaloza, steviosit, rubusosit, xi-r6 ngd, lactoza, mannitol, dextrin, axit xitric, natri
xitrat, axit tartaric, axit malic, axit sucxinic, axit lactic, L- axit ascorbic, tocopherol,
natri erythorbat, glycerin, propylen glycol, este glycerin ctia axit béo, este polyglycerin
cua axit béo, este sucroza cua axit béo, este sorbitan cua axit béo, gdm arabic,
carrageenan, casein, gelatin, pectin, aga, vitamin B, amit nicotinic axit, canxi
pantothenat, axit amin, mudi canxi, chit hoat dong bé mat, thude nhudm, huong liéu va
chit bao quan.

Ché phim theo ché do sang ché c6 thé dugc sir dung cho céc loai thuc phim
hozic dd uéng ma chi dinh cai thién, ngin ngira, tién trién hodc twong ty céc triéu chimng
hogc tinh trang khéc nhau. O ddy, trong sang ché nay, thyuc phdm hodc dd udng cho
phép chi dinh cai thién, ngin ngira, tién trién, hodc tuong tir cac triéu ching hoic tinh
trang cho phép 1a thuc phdm va dd udng c6 hiéu luc duge chinh phi hoic t6 chirc cong
cap phép/chi dinh, va vi du 13, thuc pham c6 cong b chuc ning, thyc pham chirc ning
cho strc khoe nhu thue phim cho céc muc dich y t& cu thé va thuc phdm va thyc phim
chuyén dung. Luu ¥ ring tén va quy dinh cia céc loai thuc phdm va dd ubng do6 khac
nhau tity thudc vao tinh hudng, thoi diém va hé théng & mdi qubc gia, nhung ching v&
co ban 12 gidng nhau va duoc bao gdm trong sang ché.

Trong sang ché nay, lwong pha tron ciia ché phim theo sang ché khong bi dic
biét giéi han, va duoc thiét 1ap thich hop tiy thudc vao muc dich ung dung (bénh muc
ﬁéu, logi triéu chimg, v.v.), vi tri dich dugc ép dung, gi6i tinh va tudi cia dbi twong ap
dyng, céc dang san phim nhu thyc pham va dd udng, thyc phim c6 cong bé chire ning,
thue phém cho muc dich y t& cu thé, dwoc m§ pham, duge phéim, m¥ phdm, nhu yéu
phdm hang ngay hodc thtc dn chin nudi, phuong phép va sé luong sir dung hodc tiéu
thu ching, va sé thich.

Khi ché phém theo ché do sang dugc st dung, c6 thé dit mot lugng hitu hiéu cé

thé thé hién cac hoat dong sinh 1y vbn ¢6 cia EGT nhu mét lugng an (luong st dung)
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mdi ngay. Vi du, khi dugc tiéu hoa boi (4p dung cho) mot ngudi 16n khde manh, luong
EGT 4n vao (lugng ap dung) mdi ngay c¢6 thé duogc sir dung, vi du, 0,005 dén 4000 mg,
t5t hon 12 0,1 dén 3000 mg, t6t hon nita 14 0,5 dén 2000 mg, van t6t hon nita la tir 1 dén
1000 mg, dic biét tdt hon 14 tir 2 dén 500 mg, ot nhét 13 tir 3 dén 300 mg.

Khi ché phém theo sang ché duogc str dung 1am thuc phém hodc dd uéng, thuc
phém hozc d6 ubng khong bi gi6i han, nhung t&t hon 13 thue phdm chirc ning trén quan
diém c6 thé biéu hién cic hoat dong sinh 1y vén c6 cia EGT. Trong sé cac sén phim
thuc phém chiic ning, vi du nhu thuc phim c6 cong bd chirc ning, thuc phém chirc
ning dinh dudng, thuc phdm bd sung dinh dudng va thuc phim cho cac muc dich stc
khée cu thé, nhimg thuc phdm cé cong bd chic ning dugc wu tién st dung trén quan
diém c6 thé biéu hién 13 rang cong dung.

[Di tugng duge 4p dung] |

Péi twong ma ché phim sang ché dugc ap dung khong bi gidi han dic biét
mién 13 d6i twgng & trong d6 tudi cAn céc hoat dong sinh 1y vén c6 cua EGT, nhung d6i
tuong c6 thé khoang 30 tudi trd 1én, trong do tudi nhém d& bj cing thing tir moi trudong
sdng nhu cdng viée, ¢6 thé 14 ngudi trung nién (khoang tir 45 dén 55 tudi) thudc nhém
tudi d& cam thy co thé c6 su thay dbi do thay ddi cin bing hormon, thay ddi moi
trudng séng, hodc twong tu hodc c6 thé 1a ngudi gia (55 tudi tro 1én).

[D6 pH]

Do pH cua ché phim theo sang ché dugc thiét 14p thich hop tuy thudc vao loai
va ham lugng cla céc thanh phan pha tron khac, cong thirc ché tao, phuong phép st
dung va tuong tu, va khong bi giéi han mién 13 &6 pH nim trong khoang chip nhan
dugc vé mit duge 1y hoic sinh 1y, nhung c6 thé 13, vi du, d6 pH tir 2 d&n 10. Tir quan
diém biéu hién hiéu qua cta sang ché mot cach én dinh, d6 pH ctia ché phim theo sang
ché c6 thé 13, vi dy, pH tir 2 dén 10, pH tir 2 dn 9, pH tir 2 dén 8, pH tix 2 dén 7, pH tir
3dn 10, pH tir 3 dén 9, pH tir 3 dén 8, pH tir 3 dén 7, pH tir 4 dén 10, pH tir 4 dén 9,
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pH tir4 dén 8, pH tir4 dén 7, pH tir 5 dén 10, pH ti 5 &én 9, pH tir 5 dén 8, pH tir 5 dén
7, pH tir 6 dén 10, pH tir 6 dén 9, pH tir 6 dén 8 hogic pH tir 6 dén 7.
[Phuong phap san xuat ché phdm chira EGT va DTH ma da bi ngén chin sy d6i mau]

Trong sang ché niy, phwong phép sén xut ché phim chita EGT va DTH ma da
bi ngin chin sy d6i mau bao gdm budc giam ham lugng ciia DTH.

V& bude giam ham lugng ciia DTH, bat ky céch thirc duoc biét dén cong khai
nao déu co thé duogc st dung mién 13 lam gidm ham luong DTH. Vi du, khi EGT va
DTH dugc trdn dé bao ché mot ché phdm, bude giam ty 16 ham luong ctia DTH so véi
EGT c6 thé dugce thuc hién. Nhu dd mé ta & trén, cach thitc ma DTH ciing ton tai trong
ché phim chira EGT khéng bi gi¢i han dic biét, va ¢6 thé 13, vi du, céch thirc trong d6
DTH t6n tai trong cac tap chét trong phuong phép chiét xudt EGT hoidc cach thiic trong
d6 DTH ton tai duéi dang san phim phy trong phwong phap téng hop, phuong phap 1én
men hodc tuong tu.

Vi du vé phuong phép gidm DTH trong tap chét'trong phuong phép chiét xuit
EGT tir nim, thuc vat, va tuong tw bao gdbm chiét xuét bing dung moi, tach bang chénh
léch d6 hoa tan, sic ky nhu séc ky sir dung chit hép phu nhur silica gel hoic nhom osit,
séc ky trao ddi cation , séc ky trao dbi anion, séc ky ky nude, séc ky loc gel, sic ky
thiopropyl-sepharose 6B, hoic sic ky pha dao, cac phuong phép nhu két tinh, xir ly
than hoat tinh va xir Iy mang, va céc phwong phap két hop céc phuong phap nay.

Vé phuong phép san xuét EGT bang phuong phap 1én men, mot phuong phap
str dung E. coli ho#c loai twong ty dwoc biét dén cong khai tir WO 2019/163767 A va
twong tu. Vi du vé phwong phép gidm DTH trong tap chét trong phuong phap 1én men
cho EGT bao gdm céc phuong phap duge md ta trong phin Vi du thuc hién séng ché
dugc mé ta dudi ddy. Cu thé, trong phuong phép 1én men EGT, ap dung buéc x6a gen
metJ ctia vi khudn thudc ho Enterobacteriaceae ¢6 kha ning san xuit EGT c6 thé 1am

giam DTH trong dung dich nu6i cdy, va san xuit EGT mot cach hi¢u qua.
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O bude xéa gen met), mot phuong phap duge biét dén cong khai ¢6 thé duoc
st dung va céc vi du vé phuong phép d6 bao gdm phuong phap lam mét chirc ning
hogc lam bién ddi cdu trirc gen metJ bing t4i t& hop twong ddng, xir Iy dot bién, chinh
stra by gen hodc twrong tu.

Vi dy v& vi khuin thude ho Enterobacteriaceae c6 khd ning sin xuét EGT bao
gbm, nhung khong gi6i han boi, vi khudn thude cac chi Escherichia, Enterobacter,
Pantoea, Klebsiella va Salmonella. Cac vi dy dic biét thich hop vé vi khudn dudng rudt
bao gbém vi khudn duong rudt thudc Escherichia nhuw Escherichia coli va Pantoea nhur
Pantoea ananatis.

Viéc nubi céy vi khuin thudc ho Enterobacteriaceae c6 thé dugc thuc hién bﬁng
phuong phép tiéu chuan. Cy thé, c6 thé s dung moi truong LB, méi truong 2 x YT,
moi trudong NZY, moi truong M9, moi trudng SOC, mdi truong YPD hoiic tuwong tu.
Moi trudng duge md td & trén c6 thé duoc sir dung @ san xudt EGT va DTH, nhung
moi truong duge sur dung khong bi gisi han ¢ 6. EGT va DTH duogc tao ra co thé duge
tich Ifly trong t& bao vi khuan, hodc c6 thé duoc tiét ra va tich lily bén ngoai té bao
(trong dung dich nuéi céy).

Viéc thu thdp EGT va DTH c6 trong té bao vi khuin hoic duoc giai phong khoi
t€ bao vi khuan c6 thé dugc thyc hién bing phuwong phap d duoc bidt dén cong khai.
Vi dy, phan ndi trén bé mit nudi cdy (dich chiét) cia EGT va DTH c6 thé thu duoc
bang céch sy nudi cdy dugc dua sang phan tach réin-1ong nhu Iy tim hodc loc, trong khi
dich chiét ctia chiing trong té bao vi khuin ¢6 thé thu dugc bing cach chibt dung méi,
chiét nude néng, xtr Iy nghién nat, hoic tuong tu. TU dich chiét EGT va DTH hoic
phén ndi trén bé mit nuodi cdy, ¢6 thé thu dugec EGT bang cach cho dich chiét hozc phin
ndi trén bé mat nudi cdy vao sic ky da duoc biét dén cong khai nhu sic ky trao ddi ion,
sic ky ky nuéc, hodc sic ky loc gel.

Trong céc cach thic khic nhau dé giam ham luong DTH, ty 1¢ ham lugng wu
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tién cia DTH so v6i EGT 1a nhu dugc mo ta & trén.
Phuong phap san xuét c6 thé con bao gdm bude diéu chinh d6 pH. S6 pham vi
pH t6i wu 13 nhu duge mo ta & trén.
[Phuong phép dé tao tac dung ngin chin sy ddi mau cho ché phim chtra EGT va DTH]
Trong sang ché ndy, ciing c6 thé dua ra phuong phép dé tao téc dung ngan chin
sy d6i mau cho ché phim chira EGT va DTH bing c4ch dit ham lwong ctia DTH thanh
bang hogc it hon 50 phan khdi lugng so v6i 100 phin theo khdi lwong ciia EGT. Ty 18

ham luong wu tién ctia DTH so v6i EGT 1a nhu dugc md ta & trén.

Vi du thwe hi¢n sang ché

Tiép theo, mot ban mo ta cy thé duge dua ra vé sang ché c6 tham chiéu dén cac
Vi du va Vi du Thir nghiém, nhung sdng ché nay khong bi gi61 han trong cac Vi du va
Vi du Thir nghiém sau ddy. Khi khong c¢6 mo ta cu thé, thi nghiém duoc thuc hién béng
phuong phép dugc mo ta trong b quy trinh chuén lién quan dén sinh hoc phan tir va vi
sinh Umg dung, hodic mdt phwong phap @3 dugc stra ddi hodc bién dbi. Trir khi ¢6 chi

dinh khéc, % biéu dién cho % trong luong/thé tich.

(Vi du thtr nghiém 1. D4nh gi4 d¢ on dinh 1 trong ché d6 chira EGT va DTH)

Péi voi céc ché phdm chira L-ergothionin (EGT) va N,N-dimetyl-L-2-
thiohistidin (DTH), d6 6n dinh bao quéan trong céc diu kién pH khac nhau duoc kiém
tra nhu sau.

EGT (do Tetrahedron san xuét) va DTH (do Tetrahedron san xut) dugc hoa tan
riéng 1¢ trong Britton-Robinson Buffers (ndng d6 cubi cing: 30 mM) c6 d6 pH 14 3, 4,
5,6,7,8,9 hodc 10 sao cho néng d6 cubi cung cua EGT va DTH, va d6 pH dugc thé
hién trong Bang 1. Bang c4ch nay, mdi dung dich hdn hop ctia DTH va EGT duoc

chuén bi c6 thé tich 3,0 ml va c6 do pH va ndng d6 khac nhau.
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Britton-Robinson Buffer, 14 mét loai dém khoéng rong dugc st dung dé didu
chinh d§ pH, duoc chuin bi nhu sau. Dung dich hdn hop axit boric + axit phosphoric +
axit axetic (ndng do cudi cling: mdi axit 200 mM) dugc phan doan thanh cac phan doan
20 ml va céc phan doan duge diéu chinh riéng 1& thanh pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 hoiic 10 véi
NaOH 1 N, va sau d6 pha loéng thanh 40 ml véi nuéc @ tao ra 300 mM (mdi axit 100
mM) Dém Britton-Robinson ¢6 pH tir 3 d&n 10. Hon nita, dém Britton-Robinson 300
mM & mdi pH va nudc duoc st dung & hoa tan EGT va DTH sao cho ndéng d6 cudi
cung ciia dém Britton-Robinson 1 30 mM. Bang c4ch nay, cac dung dich hdn hop EGT
va DTH trong Bang 1 d3 dugc chudn bi.

D6i v6i mbi sé miu, cho vao hai éng nghiém dugc chuyén 1,0 ml dung dich
hén hgp EGT va DTH dugc md ta trong Bang 1, sau d6 d# o nhiét d6 H3O°C hoéc 70°C
trong 21 ngay. Ngay sau khi bt ddu (vio Ngay 0), vao Ngy 8, Ngay 14 va Ngay 21,
mdt birc anh ciia dng dugc chup dé ghi lai sw thay ddi mau sic ctia dung dich, va thém
100 1 1dung dich dugc liy méu, va sau d6 dugc dinh lugng EGT va DTH bing sic ky
16ng hiéu néng cao (do Tép doan Shimadzu san xudt) trong cac didu kién duge mo ta
trong Bang 2. Fig.1 12 dnh chup céc dung dich dugc thyc hién vao ngay 14.

Nhu thé hién trong Fig.1, trong s6 cc miu duge bdo quan & 70°C trong 14
ngay, mau cua dung dich tir trong va khong mau dén nau d6 da duge xac nhén trong cic
mAu ciia cic nhém thir nghiém c6 EGT 100 mg/L + DTH 20 mg/L, EGT 100 mg/L +
DTH 50 mg/L va EGT 100 mg/L + DTH 100 mg/L. Ngoai ra, mitc dd mau tré nén
manh hon khi nc‘“)ng do DTH ting 1én. Hon nita, mirc d mau tré nén manh hon khi thoi
gian bdo quin DTH ting 1én. Tir nhitng diéu trén, mot vAn & ma dung dich hdn hop

ciia EGT va DTH ¢6 mau lan d4u tién duge x4c nhan trong Vi du thir nghiém nay.

[Bang 1]
EGT DTH EGT DTH
No. H No. H
® | (mgL) | (mgn) P ® | (mgL) | (mgL) P
1 100 0 3 17 100 50 3
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2 4 18 4
3 5 19 5
4 6 20 6
5 7 21 7
6 8 2 8
7 9 23 9
8 10 || 24 10
9 3 25 ‘ 3
10 4 26 4
11 5 27 5
12 6 28 6
= 100 20 - % 100 100 -
14 8 30 8
15 9 31 9
16 10 32 10
[Béang 2]

Thiét bi dugc sir dung

HPLC Prominence dugc san xuit boi Tap doan Shimadzu

Cot

YMC-Pack ODS-AQ (4.6 x 250 mm, duong kinh hat 5 pm) san
xuat bédi YMC

Dung méi 0.1% axit formic
Piéu kién Gradien dang dong

Budc song phat hién 263 nm

Téc do dong 0.8 mL/phiit
Nhiét d¢ cot 30°C

Luong tiém Sul

Thoi gian rira giai

DTH: khoang 5.1 min, EGT: khoang 6.0 min

(Vi du thir nghiém 2. DPanh gi4 1 vé sy ngan chan ddi mau trong ché phim chia EGT va

DTH)

Tur ket qua cia Vi du thir nghiém 1, mdt van d€ méi da duoc tim ra 13 dung

dich hdn hop cia EGT va DTH d4 dwoc déi mau. Theo d6, mirc 46 d6i mau duge dinh

lugng bang phép do d6 hip thy, trong khi néng d6 ctia EGT va DTH dugc tht nghiém

khac nhau dé tim kiém mot phuong phap d& ngin chin sy ddi mau.

19

19/30



43951

20/30

[0088]

Theo céch gidng nhu trong Vi du thir nghiém 1, EGT (do Tetrahedron sén xuét)
va DTH (do Tetrahedron san xuit) dwoc hoa tan trong Britton-Robinson Buffer (ndng
do cudi cting: 30 mM) sao cho ndng d6 cudi cing cia EGT va DTH, va d pH duge thé
hién trong Béang 3 va 4, va mdi dung dich hdn hgp EGT va DTH dugc chuén bi c6 thé
tich 2,0 ml.

[0089]

1,5 ml ctia mdi dung dich hdn hop EGT va DTH dugc md ta trong Bang 3 va 4
duoc chuyén vao mot 6ng 2,0 ml. Sau d6, 200 1 diu khodng dugc phu 18n bé mat
chit 16ng dé ngan sy bay hoi ctia dung dich. Mu d4 chuan bi dwoc dé & nhiét do 70°C
trong 28 ngdy, va 200 u 1 dugc thu thip trong mot khay vi thé 96 giéng ngay sau khi
bat diu (vao ngay 0), vao ngdy 4, vdo ngay 7, vao ngay 14, vao ngay 21 va vao ngay 28,
dé do do hap thy & bude séng 250 dén 800 nm bing MULTISKAN GO (do Thermo
SCIENTIFIC san xuat). Fig.2 dugc tao ra bing cach st dung dit lidu do hép thu & 400
nm trong s6 dit liéu thu duge bang phép do do hap thu cho c4c mAu trong Bang 3. Hon
nita, st dung 100 u 1 miu sau khi do do hép thu, viéc dinh lugng EGT va DTH duoc
thuc hién bang séc ky léng hiéu ning cao (do Tap doan Shimadzu san xuit) véi céc

diéu kién néu trong Bang 2.

[Béang 3]
EGT DTH EGT DTH
N mgm) | gy | PR N gn) | (mgny | P

1 50 37 50

2 20 38 20

3 10 39 10

4 100 5 3 40 100 5 7
5 2.5 41 2.5

6 1 42 1

7 0.1 43 0.1
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8 0.01 44 0.01
9 0.001 45 0.001
10 50 46 50
11 20 47 20
12 10 48 10
13 5 49 5
14 100 2.5 4 50 100 2.5 8
15 1 51 1
16 0.1 52 0.1
17 0.01 53 0.01
18 - 0.001 54 0.001
19 50 55 50
20 20 56 20
21 10 57 10
22 5 58 5
23 100 2.5 5 59 100 2.5 9
24 1 60 1
25 0.1 61 0.1
26 0.01 62 0.01
27 0.001 63 0.001
28 50 64 50
29 20 65 20
30 10 66 10
31 5 67 5
32 100 2.5 6 68 100 2.5 10
33 1 69 1
34 0.1 70 0.1
35 0.01 71 0.01
36 0.001 72 0.001
[Bing 4]
EGT DTH EGT DTH
No | mgmy | amgmy | PR N | gy | mgry | PH
1 500 37 500
2 200 38 200
3 1000 100 3 39 1000 100 7
4 50 40 50
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5 25 41 25

6 10 42 10

7 1 43 1

8 0.1 44 0.1

9 0.01 45 0.01
10 500 46 500
11 200 47 200
12 100 48 100
13 50 49 50
14 1000 25 50 1000 25 8
15 10 51 10
16 1 52 1

17 0.1 53 0.1

18 0.01 54 0.01
19 500 55 500
20 200 56 200
21 100 57 100
22 50 58 50
23 1000 25 59 1000 25 9
24 10 60 10

25 1 61 1

26 0.1 62 0.1

27 0.01 63 0.01
28 500 64 500
29 200 65 200
30 100 66 100
31 50 67 50

32 1000 25 68 1000 25 10
33 10 69 10
34 1 70 1

35 0.1 71 0.1

36 0.01 72 0.01

Bang 3 dugc thé hién trong Fig.2. Nhu thé hién trong Fig.2, d6i véi miu EGT 100
mg/L + DTH 50 mg/L, do hép thu & budc song 400 nm (Gia tri A 400) dai dién cho

mirc d§ mau duoc ting 1én theo thoi gian & tat ca cac nhém pH va mau cia dung dich

Két qua cua thir nghi€ém danh gia sy ngén chin doi mau st dung cic miu cia
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hdn hop EGT va DTH duoc xéac nhan trong Vi du 1 ciing ¢6 thé dugc x4c nhan tir do
hép thy. Hon nita, nhu két qua cia viée kiém tra céc ndng @6 DTH khac nhau, da xéc
nhén ring gia tri A 400 d3 duoc ha xubng bang cach giam ndng 46 DTH trong tt ca cac
nhoém pH. Mic du khong b gi6i han, nhung thdy ring viéc déi mau theo thoi gian bi
ngin chin déng ké, dc biét khi ty 18 ham luong ctia DTH 1a bing hofc it hon 20 phin
khdi lwgng so voi 100 phan theo khéi lugng ctia EGT. Két qua dinh luong EGT trong
mdi mAu chi ra ring su phan hity EGT c¢6 thé dugc ngan chin bang cach giam ndng do
DTH, tuong tu nhu sy d8i mau duge chi ra.

Ngoadi ra, trong thir nghiém déanh gi4 su ngin chin dbi mau bang céch sir dung
dung dich hén hgp EGT va DTH dugc trinh bay trong Béang 4, két qua tuong ty nhu két
qué da thu dugc cua cac méuétrong Béng 3. Két qua dugc thé hién trong Fig.3. Cu thé,
c6 thé khing dinh ring gi4 tri A 400 d& dugc ha xuéng bing céch giam ndng d6 DTH
trong tat ca cic nhém pH, vi dic biét, x4c nhan duge ring sw ddi mau theo thoi gian ¢
thé dwoc ngan chin déng ké bing cach thiét lap ty 1¢ him lwong cia DTH 1a bang hoic

nhé hon 20 phén theo khéi lugng dbi v&i 100 phin theo khéi Iuong ctia EGT.,

(Vi du thir nghiém 3. Thir nghiém dé giam DTH trong phuong phap 1én men EGT)

San xuat EGT b'fmg vi sinh vat da dugc thir st dung Vi’ khuén E. coli bidu hién
cdc gen tong hop EGT (tai liéu tham chiéu: WO 2019/163767 A). Két qua cia céc
nghién ctru chuyén sdu vo tinh phat hién ra ring him luong DTH trong dung dich nuéi
cdy da giam dang ké do str dung mot ching trong d6 gen metJ bi pha v&. Duéi day 1a
mb ta vé vi dy nay.

Vién Khoa hoc va Cong nghé Nara da thu dugc mdt ching vi khuén E. coli A
metJ thiu gen ma hoa met] duge didu ché tir chiung vi khuin E. coli BW25113
(NBRC103404) theo phuong phip dugc md ta trong Mol. Syst. Biol., 2006; 2:

2006.0008 (Baba, T., et al., Construction of Eschetichia coli K-12 in-frame, single-gene
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knockout mutants: the Keio collection).

Chiing vi khudn E. coli AmetJ cfing c6 thé dugc diéu ché, vi du, theo phuong
phép sau. Ciu tao dwoc thye hién bing mot phuong phap thong thuong da biét dé xé6a
timg ving gen clia ching vi khuin E. coli BW25113 bang phuong phép tai t& hop
tuong dong sir dung vecto chon loc ngugc (bao gdm gen sacB hoic gen khang thubc)
bao gém trinh ty nguge dong va xudi dong cua gen met]. D6i véi ciu tao cia ching bi
pha v& ndi trén, c6 thé tham khao M. S. Donnenberg and J. S. Kaper, Infect. Immun.,
1991, 4310-4317, H. Mizoguchi et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 2007, 71 (12),
2905-2911, va tuong tu.

La mdt vecto san xuit EGT, pACG-EGT (tai liéu tham chiéu: WO
2019/163767 A) da dugc str dung. Chung BW25113 va ching A metJ di duogc sir dung,
va qué trinh bién ddi duoc thuc hién béng cach st dung pACG-EGT dé tao ra cac
chiing san xudt EGT (BW25113/pACG-EGT, A met]/pACG-EGT).

Mot thir nghiém san xuit 1én men EGT dugc thuc hién béng cach st dung
ching san xuét EGT Amet)/pACG-EGT nhu di xdy dung ¢ trén. BW25113/pACG-
EGT thu dugc bang cach dua pACG-EGT vao ching BW25113 dugc st dung lam
ching ddi chimg. Mbi gdc glycerol ciia BW25113/pACG-EGT va A metJ/pACG-EGT
duoc thém vao mot dng nghiém bao gdm tetracycline (ndng 6 cubi cung: 10 u g/mL)
trong 3 mL mdi trudng LB (10g polypepton, 5g chiét xuit nAm men, 10g moi trudong
NaCl/1 L), tiép theo lic méi trudng nuoi cdy & 30°C, 200 vong/phut trong 15-18 gio
cho dén khi dat pha tinh dé thu duoc dung dich truéc nuodi cdy. Hon nita, dung dich
truée nudi cdy dugc thém vao 5 mL méi trudmg 2 x YT (16g polypepton, 10g chidt xudt
nim men, 5g NaCl, 5% Glucoza, 5 mM L-Histidin, 2,5 mM L-Cystine, 5 mM L -
Methionine, 10 u g/mL tetracycline/l L mdi truong nudi cdy) trong éng nghiém @
24 mm dé c6 OD = 0,5, tiép theo la nudi cdy chinh kém theo lic & 30°C, 300 vong/phit

trong 96 gio.
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Dinh lugng EGT va DTH dugc thyc hién nhu sau. Trong sudt qué trinh nudi
cdy chinh, 1 mL dung dich nudi cdy duogc iy miu & 24, 48, 72 va 96 gi®r sau khi bét
dau nudi cdy dé danh gid miu nudi cdy. PO duc té bao vi khudn (OD 600) clia dung
dich nudi cdy ldy mau duoc do, sau d6 ly tam & tdc do 14000 vong/phut trong 10 phut
dé tach dung dich nudi cdy ngoai bao ra khoi két tia (t bao vi khuin). Ham lugng EGT
trong dung dich nudi cdy ngoai.bio da tach (mAu ngoai bao) duge do bing HPLC. Céc
diéu kién do HPLC duoc thé hién trong Bang 5 dudi ddy va viéc dinh lugng dugc thuc

hién dya trén dinh EGT xut hién trong khoang thoi gian luu gift 14 10 phat va dinh

43951

DTH xuét hién trong khoang thoi gian hru gitt 1a 8 phut.

[Bang 5]

Cot Inertsil HILIC (5 pm; 4.6 gmm x 250 mm) san xuit béi
GL Sciences Inc.

Dung méi 100 mM ammonium axetat/acetonitril/isopropanol/nuéc
(2:82:6:10)

Diéu kién Gradien Ding dong

Budc séng phat hién 265 nm

Téc d6 dong 1 mL/phut

Nhiét do cot 40°C

Két qué kiém tra luong san xudt EGT va DTH tir WT/pACG-EGT va A
metJ/pACG-EGT duoc nuéi cdy nhu duoc thé hién trong cac Fig.4 va 5, thdy ring khi

chung A metJ duoc str dung, lugng DTH trong dung dich nudi ciy & 96 gid giam dang

ké xubng khoang 1/7 so véi WT.
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YEU CAUBAO HQ

1. Ché pham chira L-ergothionin va N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin, trong d6 ham lugng
clia N,N-dimetyl-L-2-t11iohistidin 12 bing hoc it hon 50 phén theo khdi lugng so voi

100 phén theo khdi lugng ctia L-ergothionin.

2. Ché phém theo diém 1, trong d6 ham lugng ctia N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin 1
bing hogc nhidu hon 0,0001 phén theo khéi lugng so véi 100 phin theo khdi lugng clia

L-ergothionin.

3. Ché phdm theo diém bét ky trong s cic diém 1 ho#c 2, trong d6 ham lugng cua
N.N-dimetyl-L-2-thiohistidin 12 bing hogc nhiéu hon 0,05 phan theo khéi lugng so véi

100 phén theo khdi lugng ctia L-ergothionin.

4. Phuong phép san xuét ché phim chira L-ergothionin va N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin
bi ngén chan sy d6i mau, phuong phép nay bao gbm budc thiét 14p ham lugng cta N,N-
dimetyl-L-2- thiohistidin 12 bing hoc it hon 50 phan theo khdi lugng so v6i 100 phan

theo khdi Iugng cia L-grgothionin.

5. Phuong phap tao hiéu qua ngén chan su d6i mau cho ché phdm chira L-ergothionin
va N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin, phuong phép nay bao gdm budc thiét 1ap ham lugng
ctia N,N-dimetyl-L-2-thiohistidin 1 bing hogc it hon 50 phan khoi lugng so véi 100

phan khéi lugng cta L-ergothionin.
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Fig.1
EGT(100mg/L)+DTH(Omg /L) EGT(100mg/L)+DTH(20mg/L)
H3_pH4. pHs_pHS pH3. pH4 pHS pHE  pH7 pH8 pHI pH1O

EGT(10
H3

T R
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