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(57) Ché phim chwa axit amin sir dung trong phong ngira va/hodc didu tri cac bénh
vé gan & mot loai dong vat c6 va, ché phém bao gém mét hoat chét, hoat chit d6 c6
chtta céc axit amin leuxin, isoleuxin, valin, threonin, lysin va céc axit cacboxylic axit

citric, axit succinic, axit malic.
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Linh vwe ky thuit dugc dé cap

Sang ché d& cap chung dén ché phdm bao gdm axit amin. Cu thé hon, sang ché
@& cap dén ché phim bao gdm axit amin s&t dung trong phong ngira va/hodc didu tri

cac bénh vé gan.

Tinh trang ky thuét ciia sing ché

Céc bénh v& gan 13 mdt trong nhiing bénh xay ra thudng xuyén nhit giy ra boi
nhitng diéu kién moi trudng khong c6 lgi khac nhau, vi du nhu, ky sinh trung va virut,
chit gay nghién, chat doc, ching nghién rugu, va hut thudc 14. Cac bénh nay thuong 1a
c4c bénh mén tinh véi cac tridu chimg 1am sang c6 dién bién theo chiéu huéng x4u di.
Céc bénh gan man tinh c6 nhitng bidu hién vé su pha hily tir tir cia nhu md gan qua
thoi gian, v6i cdc phan ing viém va su tich md, véi cac thuong t6n hoa xo va su kich
hoat bién dbi té bao din t6i viéc phat trién thanh ung thu trong rat nhiéu trudng hop.
Do d6, cac bénh vé gan c6 thé bao gdm chimg gan thodi héa md, xo gan, chai gan, va
ung thu biéu mo té bao gan do nhitng chiing rdi loan 14m sang ning dan cia gan.
Chung chai gan 1a hé qua ctia bénh gan cép tinh va man tinh va c6 nhiing biéu hién
nhu su thay thé mo gan bdi X0 seo va cac ndt u tai tao dan t6i viée dan din mét di chirc
nang gan. Ching X0 gan va cac ndt u tai tao din t&i sy mat di cdu tric thong thudng
clia tiéu thily gan. Ching xo gan dic trung boi su phat trién cia cac md seo bit ngudn
tir, vi du nhu nhiém trung, viém, thuong tbn va ca trong viéc chita lanh. Qua thoi gian,
céc x0 seo dan dén thay thé cic mé gan chirc ning binh thudng, hiu qua tir sy giam
thiéu cua luong méu chay vao gan khién cho gan khong dt kha ning chuyén hoéa hoan
toan céac chét dinh dudng, hoc mon, céc loai thubc va cac chét doc hai c6 trong mach
mau. Cac nguyén nhan thuong thdy cua ching chai gan bao gdm chimg nghién ruou,
viém gan siéu vi C, an phai doc t4, va nhidu nguyén nhén khac c6 thé xay ra. Nhu da
d& cap bén dudi, ching rdi loan dich t& thuomg gap nhét lién quan t6i chimg xo gan va
kha nang la ung thu, 13 sy tding m& co thé va tich m& gan. Viéc tich m& nay c6 thé 1a

do hai biéu hién 14m sang chi yéu: lam dung ruou bia va bénh béo phi.
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Viéc st dung rurou, bia thudng xuyén va qua mic co thé gy ra bénh ly gan do
rugu bia (ALD), mot mbi de doa strc khde toan ciu nghiém trong. C4c dic diém bénh
ly ciia ALD phat trién trong mdt khoang thoi gian dai, bao gbdm ching gan tho4i hoa
md, chitrng viém gan nhiém md, ching chai gan cho dén giai doan ung thu.

Céc ching bénh phat sinh ra bdi etanol xuét phat tir nhidu yéu t6. Cic biéu hién
ban dau, vi du nhu tdn thuong ty thé, su san sinh cua géc tu do 6xy hoa (ROS), va su
tich m& dudong nhu 1a nhitng hé qua tryc tiép cua su chuyén héa etanol va c6 chung
biéu hién véi bénh ALD va bénh gan nhiém m& khong do rugu hay con goi la NAFLD
(xem bén du6i) (Mantena et al. 2008).

Co ché bao vé té bao khoi tac hai ctia rurgu bia thudng bi hiéu sai. Tu thuc bo,
12 mot co ché thodi bién té bao quan trong ma trong d6 viéc ti€u héa cac té€ bao
protein va cac co quan t& bao nham tao ra ning lugng hodc phan hily nhiing chu truc té
bao da bi thuong ton, dugc dé xuét 1a mdt nguyén nhan dan t6i ALD, mic di nhing
hidu biét v& cac co ché nay van con roi rac (Lin et al. 2015). Co ché tu thuc bao duong
nhu ¢6 nhitng chirc ndng nhét dinh trong céc t& bao nhu mo gan va céac loai té bao khac
(tlrc 1a céc dai thyc bao va té bao géc & gan), tac dong tGi sy nhay cam cla insulin, sy
tich tu lipid, cac thwong tén té bao gan, va ca nhimg phan mg mién dich bim sinh.

Céc nghién ctru gﬁn day trén chudt va cac mau té bao cho théy ngd doc rugu
chp tinh 1am phat sinh co ché tu thye bao & gan (Ding et al. 2010; Ni et al. 2013; Lin et
al. 2013).

Ngugc lai, ching ngd doc ruou méan tinh lai duong nhu ngén chédn co ché tu
thuc bao & gan (Thomas et al. 2015; Cho et al. 2014). Sy uc ché tu thuc bao duoc cho
thdy c6 thé 1am giam chimg gan thoai héa m& do etanol va thuong tdn gan & chudt
(Ding et al. 2010; Ni et al. 2013; Lin et al. 2013).

Nguge lai, su déy manh co ché tu thuc bao trong dugc ly hoc dudng nhu da
lam giam bét chimg gan thoai héa m& do etanol va thuong tbn gan (Lin et al. 2013).
Két qua 1a tu thuc bao dugc coi nhur 1a mot co ché bao vé khoi nhitng tic dong gy doc
hai cho té bao ctia etanol va d tré thanh muc ti€u cho sy phat trién ctia phuwong phép
tri liéu trung gian cho bénh ALD.

Nhu d3 d& cap trude d6, nguyén nhan chi yéu thir hai gy ra ching rdi loan v&
gan d6 12 bénh béo phi, cdn bénh phd bién rong rdi & cdc nude phat trién va qua nghién

ctru dich t& thi cling dang tang 1én ¢ cac nuée dang phat trién, va gdy ra cin bénh goi
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13 bénh gan nhiém m& khéng do rugu hay NAF LD. Nhitng tién trién trong su nhiém
bénh viém gan nhiém md, chimg chai gan, va ung thu biéu mo té bao gan chinh 12 tinh
trang khén cAp ngdy mdt gia ting trén toan cAu. Co ché hoa sinh va phan tir bao gdm
trong tinh trang nay co thé dit chdng khit 1én nhau véi cac co ché twong tmg thuong
dugc md ta trong bénh ALD.

La su chuyén héa nhitng axit amin bi bién ddi, 1a du higu phan biét cic bénh
vé gan, c6 lién két vGi ca viéc tiéu thu rugu va nhitng tién trién cta bénh béo phi, dic
biét 1a c6 cac dic diém cua mirc do giam thiéu cua céc axit amin truc phan nhénh
(BCAAs) (Charlton, 2006), hién cac hudéng tiép can nhim chita bénh dua trén sy bd
sung cac axit amin nhu mot liéu phap diéu tri cho gan dang ngay cang thu hut duge su

quan tam.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Phéin md ta theo diy nhim muc dich cung cép céc ché pham gbc axit amin méi
hiéu qué trong phong ngura va didu tri cac bénh vé gan.

Theo mo ta hién tai, muc dich trén dat dugc nho vao d6i tugng bao ho duge
nhéc lai trong cac yéu cu bao ho kém theo, dugc hidu 12 mot phan khong thé thiéu
trong ban bdc 16 nay.

Mot phurong an theo ban mo ta hién tai cung cAp mot ché phim ding trong didu
tri bénh gan & loai dong vat co vu, ché phém bao gém hoat chét, hoat chat d6 c6 chua
c4c axit amin leuxin, isoleuxin, valin, threonin, lysin va cac axit cacboxylic axit xitric,
axit succinic, axit malic.

Theo mot hodc nhiéu phwong é4n, hoat chét cta ché phdm c6 chira mot hodc
nhidu axit amin duoc chon trong nhém bao gém histidin, phenylalanin, methionin,
tryptophan, cystein va tyrosin.

Theo mot phuong an dugc uu tién, bénh gan cé thé duoc chon trong nhom bao
gdm bénh gan do rugu (ADL), bénh gan nhiém m& khong do rugu (NAFLD) loan
dudng md, viém gan, chai gan, ung thu bidu mo té bao gan (HCC).

Mot phuong 4n khac cta ban boc 10 hién tai cung cip mot phuong phap diéu tri
c4c bénh vé gan & dong vat c6 v, phuong phép bao gbm viéc Iya chon ché phim bao

gom hoat chat, hoat chat do bao gom axit amin leuxin, isoleuxin, valin, threonin, lysin
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va céc axit cacboxylic axit xitric, axit succinic, va axit malic, cau thanh nén chée pham

diéu tri bénh gan & dong vat co vi.

M6 ta vin tit cic hinh vé

Séng ché s& duge mod ta hoan toan bang vi du c6 tham chibu dén cac hinh vé
kém theo, trong do:

- Fig. 1 thé hién sy biéu hién gen dudi dang mic 4o mRNA trong cac té bao
HepG2 dugce xir Iy qua cac ché pham gbc axit amin khac nhau va etanol (EtOH) trong
9 ngay (*gid tri P < 0,05 va **P < 0.01 so vé6i cac té bao CTRL).

- Fig. 2 thé hién muc do protein p62 trong cac té bao HepG2 dugc xur ly qua cac
ché pham gbc axit amin khac nhau va EtOH trong 9 ngdy (*gia tri P < 0,05 va **P <
0,01 so véi céc té bao CTRL; #gié tri P < 0,05 so v6i céc t€ bao dugc xi Iy qua BtOH.

MG ta chi tiét sang ché

Trong phén md t& sau day, nhiéu chi tiét cu thé duge dua ra dé gitp hiéu o vé
cac phuong an. Céc phuong an 6 thé duoc thuc hién ma khong c6 mot hodc nhiéu chi
tiét cu thé, hodc vé6i cac phuong phap, thanh phén, vat liéu khac, v.v. Trong cac truong
hop khéc, cac ciu trac, vat liéu hodc hoat dong da duoc biét dén rong rii khong dugc
thé hién hodic mo ta chi tiét dé tranh gy phan tan khi tim hiéu cac khia canh cta céc
phuong an.

Xuyén sudt ban md ta, cac ddu hiéu “mot phwong an” hodc “phuong an”, cb
nghia 12 mdt tinh nang, cAu tric hodc dic tinh cu thé dugc mo ta lién quan dén phuong
4n duoc bao gbém trong it nhit mot phuwong 4n. Do do, su xuét hién cla cac cum tur
“theo mot phurong an” hodc “theo phuong an” & nhiéu chd trong ban mo ta nay khong
nhét thiét 1a dang dé cap dén ciing mot phuong an. Thém vao do, cic tinh nang, chu
triic hodc dic tinh cu thé c6 thé dugc két hop theo bét ky cach thic phu hgp ndo trong
mdt hodc nhidu phuong an. Cac tiéu @& duge cung cdp & day chi nhdm tién dbi chiéu
va khong dién giai pham vi hay ¥ nghia ctia cdc phuong 4n.

Bénh gan do rugu (ALD) ciing nhu bénh gan nhiém m& khong do ruou
(NAFLD) la nhitng mbi de doa strc khde toan cau nghiém trong. Cac dic diém bénh ly
cia ALD phat trién trong mot khoang thoi gian dai, bao gdm chiing gan thodi hoa md,

ching viém gan nhiém md, chimg chai gan cho dén khi bi ung thu.
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Cé4c biéu hién ban d4u, vi du nhu tdn thuong ty thé, su san sinh cia géc tu do
6xy hoa (ROS), va su tich m& c6 chung biéu hién véi bénh ALD va bénh NAFLD.

Ngoai ra, su chuyén héa nhiing axit amin bj bién dbi 1a dic diém phan biét cla
bénh gan, c6 cidc dic didm ctia mirc d6 thip cla céc axit amin truc phdn nhanh
(BCAAsS), va su bd sung thém BCAAs xem ra la c6 lién quan t6i vi€c giam tan sb cla
cac bién chung ctia ching chai gan khi dwoc k& don nhu mét liGu phap duy tri
(Charlton 2006).

Tac gia sang ché da nhén thiy ring bang viéc thém mot axit cacboxylic cu thé
vao mot ché phdm bao gbm hdn hop cua leuxin, isoleuxin, valin, threonin va lysin,
hiéu qua cao trong viéc chita tri cac bénh vé gan, vi du nhu ALD va NAFLD, la ¢6 thé
dat dugc.

Ché phém duoc bdc 10 - bao gém hoat chét céac axit amin leuxin, isoleuxin,
valin, threonin, lysin héa hgp véi ba axit cacboxylic ma la cac chét nén ctia chu trinh
axit tricacboxylic, bao gdm axit citric, axit succinic, va axit malic theo luong cu thé -
duoc chi ra 1a ¢ thé hoi phuc su chuyén héa céc axit amin bi bién dbi gay ra béi
etanol va do d6 c6 thé ngin ngira co ché tu thuc bao. Chu trinh axit tricacboxylic, (chu
trinh ATC), hay con goi 1a chu trinh Krebs va chu trinh axit citric, thuong duoc thuc
hién trong ma trin ty thé, 1a giai doan tht hai ciia hd hép t& bao, mt qué trinh gém ba
giai doan ma trong do cac té bao séng phan nho céc phén tir tir nhién liéu hiru co hi¢n
hitu trong khi oxy dé thu nap ning lugng ching can dé c6 thé phat trién va phén tach.

Céc ché pham bao gbm hoat chét néi trén ciing nhu céac ché pham bao gbm hoat
chit trén gdm thém céc axit amin cu thé (dugc liét ké trong Bang 1 duéi day) c6 hiéu
qua déng ké hon mot ché pham axit amin twong tw khong bao gbm céc axit cacboxylic
cu thé do.

Theo mot hodc nhiéu phuong an, trong ché phém dugc boc 16 ty 1€ trong luong
gifta tdng lugng axit xitric, axit succinic va axit malic va tong luong céc axit amin
leuxin, isoleuxin, valin, threonin, lysin nam trong khoang tir 0,05 dén 0,3, t6t nhat 1a tir
0,1 dén 0,25.

Theo mot hodc nhiéu phuong 4an, hoat chét c6 thé bao gébm thém mot hodc
nhidu axit amin dugc chon tir nhém bao gdm histidin, phenylalanin, methionin,

trytophan, cystein, va tyrosin.
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Theo mot hodc nhidu phuong 4n, cc axit cacboxylic chira trong ché phim gdm
¢6 axit citric, axit succinic, va axit malic.

Theo mot phuong an khéac, hoat chét trong ché phﬁm duogc bdc 10 co thé bao
gdm axit aspartic va/hodc ocnithin L-alpha ketoglutarat (OKG).

Theo mdt phuong 4an, ché phim bao gdm mot hoat cht, hoat chit 6 bao gém
leuxin, isoleuxin, valin, threonin, lysin, histidin, phenylalanin, methionin, trytophan,
cystein, va tyrosin khong bt budc, cling nhu axit citric, axit succinic, va axit malic,
céc axit amin d3 dugc dé cdp 14 cdc axit amin duy nhét chira ché phdm nay. Axit citric,
axit succinic, va axit malic ¢6 thé 12 cac axit cacboxylic duy nhét chira trong ché phim
nay.

Theo mot phuong an khéc, ché phidm c6 thé bao gbdm céc axit amin isoleuxin,
leuxin, va valin v6i lugng tir 35% dén 65% trong lugng, tot nhét 1a tir 42% dén 56%
trong lugng so vdi trong luong cta hoat chét.

Theo mdt hodc nhidu phuong 4n, ty 1& trong luong gitta leuxin va axit xitric
nam trong khoang tir 5 dén 1, tot nhat 1a trong khoang tir 2,5 dén 3,5.

Theo mdt phuong an khéc, trong lugng hodc s6 mol axit xitric cao hon trong
lugng hodc sb mol riéng cta axit malic va axit sucxinic. Tét hon 13, trong lwgng hodc
s6 mol cia axit xitric cao hon trong lugng hodc tbng sb mol cia axit malic cong Vi
axit sucxinic. Theo mdt phwong 4n khéc, ty 18 trong luong gitta axit xitric va tdng axit
malic va axit sucxinic nim trong khoang tir 1,0 dén 4.0, tdt nhét 12 tir 1,5 dén 2.5. Theo
phuong 4n dugc wu tién, ty 16 trong lwong axit xitric:axit malic:axit sucxinic nim trong
khoang tir 10:1:1 dén 2:1,5:1,5, tdt hon Ia trong khoang tir 7:1:1 dén 1,5:1:1, t6t nhét Ia
trong khoang 5:1:1 va 3:1:1. Theo mdt phuong 4n dugc wu tién ty 1¢ trong luong axit
xitric:axit malic:axit succinic 1a 4:1:1.

Theo mot sb phuong 4n dugc boc 10 trong tai liéu nay, ty 18 mol
isoleuxin:leuxin dugc uu tién nam trong khoang 0,2-0,7, t6t nhét 1a trong khoang 0,30-
0,60 va/hoic ty 1€ trong lugng valin: leuxin dugc uu tién nim trong khoang 0,2-0,70,
t6t nhat 13 trong khoang 0,30-0,65.

Theo mdt phuong an khéc, ty 16 mol threonin:leuxin nam trong khoang 0,10-
0,90 tit nhét 1a trong khoang 0,20-0,70 va/hodc ty 1€ trong luong lysin:leuxin nim
trong khoang 0,20-1,00, tdt nhét 13 trong khoang 0,40-0,90.
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Theo mdt phuong 4n dugc uu tién, ty 1€ gitra tbng s6 mol axit xitric, axit malic,
axit succinic va téng sb mol ctia methionin, phenylalanin, histidin va trytophan cao
hon 1,35.

Theo mot hodc nhidu phuong 4n, ty 1& trong luong gitta tdng axit xitric, axit
malic, axit succinic va téng axit amin chudi nhanh leuxin, isoleuxin, valin nam trong
khodng tir 0,1 dén 0,4, t6t nhit 1a tir 0,15 dén 0,35.

Theo mdt phuong an khéc, tbng khbi lugng cua cac axit amin chudi nhanh
leuxin, isoleuxin, valin cdng v6i threonin va lysin cao hon tdng khéi lugng cia ba axit
cacboxylic, nhu axit xitric, axit malic va axit sucxinic. Tét hon 13, trong lwong cia cac
axit don (axit Xitric, axit sucxinic hogc axit malic) nhé hon khéi luong cla timg loai
axit amin leuxin, isoleuxin, valin, threonin va lysin.

Theo mdt phuong an khodc, tbng s6 mol clia lysin va threonin cao hon tdng sb
mol ctia ba axit cacboxylic axit xitric, axit succinic, axit malic. Tét hon 13, ty 1€ gifta
téng s& mol cua ba axit cacboxylic axit citric, axit succinic, axit malic va téng s6 mol
cua lysin va threonin nam trong khoéang tir 0,1 dén 0,7, tbt nhét 12t 0,15 dén 0,55.

Theo mot hodc nhiéu phuong 4n, ché phém dugce boc 10 trong tai liéu nay con
bao gém cac vitamin, tot nhéit 13 dugc chon trong nhém vitamin B, chéng han nhu
vitamin B1 va/hodc vitamin B6.

Theo mdt phuong an khac trong ban boc 10 nay, ché phim c6 thé bao gdbm
cacbohydrat, chét phu gia va/hodc cac chét tao huong vi.

Theo mdt phuong an duge uu tién, ché phim nhim phong ngira va/hoic diéu tri
mot bénh vé gan trong mot nhém bao gém bénh gan nhiém md, bénh loan dudng md,
bénh viém gan, bénh chai gan, bénh ung thu biéu md té bao gan (HCC).

Theo mot hodc nhiéu phuong 4n, bénh gan 12 mot chimg bénh gan nhiém ma.
Bénh gan nhiém md c6 thé bj gy ra bsi viéc st dung ruou bia (bénh gan nhiém m& do
ruou, ALD).

Theo mot hoac nhiéu phuong én, bénh gan nhiém m& ¢6 thé 1a bénh gan nhiém
md khong do rugu (NAFLD).

& mét hodc nhiéu phuong an, bénh gan nhiém md c6 thé bi gdy ra boi cac loai
thudc va cac chat doc hai, vi du nhu amidoron, methotrexat, diltiazem, liéu phép khang

retrovirus ¢ hoat tinh cao, thudc glucocorticoid, thudc tamoxifen, ngd doc nam doc.



48337 8/24

THon nita, dic biét 12 khi didu ché céc ché phdm boc 16 theo day, cu thé 1a véi
hoat chét, t6t nhét nén tranh dung axit amin arginin. Thém vao d6, trong thanh phin
dugc néu trong tai liéu nay tot nhit nén loai trir cac loai axit amin 13 serin, prolin,
alanin. Céc axit amin trén c6 thé phan tic dung hodc thim chi c6 hai khi & mot s6 néng
do hodc ty 1€ can bang héa hoc trong ché phim.

Céc axit amin dugc boc 16 trong phin mé ta tai dy c6 thé dugc thay thé bing
céc din xut dugc phim twong tmg, cu thé 1a mubi.

Nhu sé& néu rd sau day, viéc sir dung céac ché phém duoc boc 10 1a dac biét hicu
qué trong phong ngura va/hodc didu tri cac bénh vé gan.

Theo phuong an dugc uu ti€n, cac ché phém dugc boc 16 co thé dugc str dung
trong diéu tri bénh gan do rugu (ALD).

Theo mot phuong an khac, cac ché phdm axit amin c6 thé bao gbm cac ta duge
duogc phém, nhu protein, vitamin, cacbohydrat, chét 1am ngot tu nhién va nhén tao
va/hodc cac chét tao hwong vi. Theo mdt phuong an duge vu tién, cic ta dugc phém co
thé duoc lwa chon tir dam véang sita, maltodextrin, fructoza, canxi caseinat, dau ca,
sucraloza, este sucroza, vitamin D3, vitamin nhom B.

Pé dung cho dudng ubng, cac ché phdm theo mo ta c6 thé & dang vién nén, vién
nang, hat, gel, bot gel, hodc bot.

Céc thong sb k§ thuat khic vé sb lugng va ty 1é giita cac axit amin khac nhau
cung cip cho cac ché phim s& dugc bao ham trong yéu cu bao ho kém theo, 1a mot
phén khong thé thiéu cta huéng din k¥ thuat cung cip theo day lién quan dén séng

ché.

Vi du thue hién sang ché

Béang 1 thé hién hai ché phim gdc axit amin khdc nhau dugc thir nghiém bang
phuong phép trong 6ng nghiém in vitro trén céac té bao gan (cac t& bao HepG2) va
phuong phép thir nghiém sir dung dong vat thi nghiém in vivo trén chudt sir dung
etanol, nhu duoc bdc 10 dudi day.

Ché phém co tén “BCAAem” bao gém mot hoat chit c6 chira céc axit amin
leuxin, lysin, isoleuxin, valin, threonin, cystein, histidin, phenylalanin, methionin,
tyrosin, trytophan.

Ché phdm c6 tén “alpha 5m (a5m)” bao gdm mot hoat chét cé chira cac axit

amin giong vay cdng vdi axit citric, axit succinic, va axit malic.

8
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Ché pham (%) BCAAem| a5
L-Leuxin 30,01 31,0885
L-Lysin HCI clohydrat 19,58 16,903
L-Isoleuxin 15 10,3628
L-Valin 15 10,3628
L-Threonin 8.4 7,254
L-Cystein 3,6 3,1089
L-Histidin 3,6 3,1089
L-Phenylalanin 2.4 2,0726
L-Methionin 1,2 1,0363
L-Tyrosin 0,72 0,6218
L-Tryptophan 0,48 2,0726
OKG (ocnithin L-a ketoglutarat) - -
Vitamin B1 (thiamin clohydrat) - 0,004
Vitamin B6 (piridoxin clohydrat) - 0,0038
Axit xitric khan - 8,0000
Axit malic - 2,0000
Axit L-aspactic - -
Axit Succinic - 2,0000 |
Ty 1¢ Leuxin:Isoleuxin: Valin 2:1:1 3:1:1

Bang 1

Céc ché pham trong Béng 1 nhu trén c6 thé chuin bi truéc bing cach sang tt
¢4 céc thanh phin bing ludi 0,8. H3n hop thd dugc tao ra bing cach 14y mdi thanh
phan (v6i lugng <10% tinh theo tdng khdi lugng) cho vao tui polyetylen véi mot phan
L-lysin HCI sao cho dat duoc 10% khéi luong cia ¢ ché phim. Sau d6 lic tai nay
trong 5 phut. Sau d6 d6 hdn hop thd nay vao mot may tron (chan khong) voi céc thanh
phdn con lai va trdn trong khoang thoi gian 15 phit voi tbc dd 120 vong/phit dé thu
duoc ché phim thanh phim ddng nhét.
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PHUONG PHAP

Déng vdt va phwong phdp xir [y

Giao thirc thyc nghiém dugc phé chuén va didu khién thyc hién theo Chi thi cta
Hoi ddng cong ddng Chau Au ngay 24/11/1986 (86/609/EEC), va Bo Y t6 Y, va tudn
theo cac dudong 16i chi dao bao vé dong vat quéc gia.

Chudt Wistar duc (3 thang tubi) tir Phong thi nghiém Charles River (Calco,
Como, Y) dugce st dung trong phén tich thuc nghiém dugce boc 10 trong tai liéu nay.

Pong vat dugce nudi riéng biét trong cac 16ng nhua polypropylene va dugc chia
ra thanh sdu nhom:

1) Nhém duge nudi theo cap (CTRL nudi theo cdp, n = 6) dugc cho an theo ché
d6 an udng han ché chit long, trong d6 etanol (EtOH) duoc thay thé boi dextran
mantoza c6 cung mot lugng calo;

2) Nhém EtOH (EtOH, n = 7) dugc cho an theo ché do #n 16ng Lieber-DeCarli
¢6 chira EtOH tuy thich [tang dén luong EtOH, dat t6i 36% luong calo nap vao sau 1
tuln, tuong Gmg voi nbéng dd cudi cling 13 6,2% (vol/vol)];

3) Nhém BCAAem (BCAAem, n = 6) dugc cho an theo ché d6 dn udng han ché
chét 16ng, trong d6 EtOH dugc thay thé boi dextran mantoza c6 cing mot lugng calo,
va dugc bd sung vi ché phim axit amin chudi nhanh (“BCAAem” trong Bang 1) ma
cung cip BCAAem 1,5 g/kg/ngay;

4) Nhém alpha 5 (a5m, n = 6) dugc cho &n theo ché @5 #n ubng han ché chit
16ng, trong d6 EtOH dugc thay thé bsi dextran mantoza c¢6 cung mot lugng calo, va
duogc bd sung véi ché phim axit amin (“a5m” trong Bang 1) ma cung cdp BCAAem
1,5 g/kg/ngay;

5) Nhom EtOH cong v6i BCAAem (EtOH + BCAAem, n = 7) dugc cho dn
theo ché d6 an 1éng Lieber-DeCarli ¢6 chira EtOH va ché phém BCAAem tuy thich;
va

6) Nhém EtOH cong v6i a5Sm (EtOH + a5Sm, n = 7), dugce cho an theo ché d6 an
16ng Lieber-DeCarli c6 chira EtOH va ché phim aSm tuy thich.

Mau thir cua ché pham

Gan (n = 4 dong vat/nhom) duge xir Iy vO co cho ning thém, duge ddng nhit
trong ti 1& methanol lanh:nude (v/v, 1:1), va ph?m chiét theo nhu Want et al. (Want et

al. 2013). Cac mAiu thir duge chung c4t chan khong khong dung hoi nuéc dugc tha nbi
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lo limg trong 120 pl/50 mg md cua metanol:1 mM TDFHA = 1:1 va dugc ly tdm &
16.000 g trong 10 phut & 4°C. Hai pl ciia dung dich chiét dugc dat trye tiép 1én phé ké
va dugc phén tich nhu bao c4o bén dudi. Bén ban sao k¥ thuat cia mi mau thir duwge
thuc hién st dung ba phuong phép khic nhau.

Phuwrong phdp sdc ky va viée xdc dinh $6 lhrong axit amin trong gan

Céc axit amin tiéu chudn duge mua tr Sigma (Milan, Y). Mbi dung dich gbec
cia axit amin dugc pha ché & 1 mg/ml nu6e, duge pha loang t6i ndng do6 cudi clng 1a
3pmol/pl, va dugc truyén truc tiép 10 pl/min bing Ong tiém vao khdi phd ké
TripleTOF 5600+ (Hé thong AB Sciex, Milan, Y). Do do, thé phan nhém (DP) va
nang lrong va cham (CE) dugc tbi vu hoa cho mbi axit amin.

Tiép theo, ba hdn hop axit amin duge pha ché trén co s& thong s6 DP va CE:
Hon hop 1, ¢6 chira threonine, asparagin, tyrosin, va serin, va dugc phén tich v¢i thong
s6 DP: 30 V, CE: 15 V; Hén hop 2, ¢6 chtra glyxin, alanin, leuxin, isoleuxin, valin,
prolin, histidine, methionine, axit aspatic, glutamin, va phenylalanine, va dugc phin
tich vdi thong sb DP: 40 V, CE: 15 V; va Hon hop 3, c6 chia axit glutamic, lysin,
arginin, va tryptophan, va dugc phan tich v6i thong s6 DP: 80 V, CE: 18 V.

Céc tham s6 ban dAu 1a: khi 1: 33 psi, khi 2: 58 psi, mang chan khi: 25 psi, nhiét
d6: 500°C, va ISVF (DPién ap troi IonSpray): 5500 V.

P& 1am duoc db thi thir nghiém, bdn ban sao k¥ thuat véi cac lwgng khac nhau
(10, 33, 50, 100, 200, 400 pmol) ctia ba hén hop phai duge bom vao khéi phd ké bang
viéc phan tach UPLC, st dung UPLC 1290 (Agilent Techonologies Italia, Cernusco
sul Naviglio, Milan, Y). Cot sac ky 1a tir Waters, Acquity HSS T3 C18 2,1 x 100 mm,
1,7 pm, trong khi giai doan bién dong 13 A: 1 mM TDFHA (axit
tridecafluoroheptanoic) trong nuéc; B: 1 mM TDFHA trong acetonitrile. A chénh léch
véi B tir 12,5% t6i 26,5% trong 4 phut, theo sau 1a mot sy tang vot tr 25,5 t61 92%
trong 3,5 phut dugce st dung dé phan tach tAt ca cac axit amin, v6i luu lugng 0,35
ml/phut va cdt nhiét dd 65°C nhu mo6 ta (Le et al., 2014).

Tiém mau tr dong dugc dit & 4°C. Cac pham vi miii tin hiéu va cac hdi quy cb
trong lugng (1/x cho tht ca cac ché phim ngoai trir asparagin, tyrosin, valin, va axit
glutamic, dd dugc didu chinh phu hgp thanh 1/x2) bing phwong phép phan mém
MultiQuant phién ban 2.1 (SCIEX) duoc sir dung dé v& cac dd thi thir nghiém. Céc

thong s6 dinh lugng cho m&i axit amin (pmol) & cac mau thir trén gan chudt dat dugc
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tir viéc lién két cac pham vi mili tin hiéu v6i cac pham vi bat nguon tir cac thtr nghiém
tiéu chuan dang duoc vAn hanh bén ngoai va dugc binh thudng hoa thanh cac mo

(mg).

Nubi cdy té bao va cdach xit Iy

Céc té bao HCC HepG2 & ngudi duge mua tir Hé théng Ching chuin cia Hoa
Ky (HB-8065; ATCC, Manassas, VA). Cac té bao duoc nudi cdy thong thuong trong
moéi truong RPMI-1640, dugc bd sung 10% huyét thanh thai bo, penicillin (100
U/mL), va streptomycin (100 pg/mL), trong mdi trudng ¢6 5% khi CO2 & 37°C. Hai
triéu té bao HepG2 dugc nudi cdy mbi 75 cm? binh (Corning Inc., Corning, NY).

Sau sdu tiéng nudi cdy, 75 mM (0.34 %) EtOH va 1% BCAAem hodc a5Sm
dugc thém vao, mdt minh hodc theo hdn hop. Cac té bao chwa duge xtt Iy duoc boc
vao 1am céc mAu dbi chimg. Mdi 24 giv, mdi trudng s& duge thay thé béi ca cac binh
d6i chung va cic binh dang dugc x ly, véi moi truong sach, c6 hodc khdng cd lan
luot EtOH va BCAAem hodc aSm. Bén ngay sau khi dugc nudi cy, céc té bao dugc
phén ly bang cach st dung trypsin va dugc nudi ciy vao cac binh méi, hai triéu té bao
c6 thé phat trién dugc trong mdi binh, v6i su thay ddi mdi truong hang ngay, nhu duge
m ta trude d6 (Pochareddy et al. 2012). Nam ngay sau qua trinh phan tach (téng cong
9 ngay c6 hodc khong co lan luot EtOH, BCAAem hodc a5m), céac t€ bao nay thu
duoc két qua nhu dugce bao céo bén dudi cho nhidu xét nghiém khac nhau.

Phdn tich dinh luvong RT-PCR

Céac phan tmg dinh lugng RT-PCR duoc thuc hién nhu md ta (Tedesco et al.

2008) va hoat dong bing iQ SybrGreenl SuperMix (Bio-Rad; Segrate, Y) trén mot hé
théng phat hién iCycler iQ Real-Time PCR (Bio-Rad).

Noéi ngin gon, ARN bi tach ra khoi mod bang bd cong cu md mini RNeasy®
(Qiagen, Milan, Y). ¢cDNA duoc tng hop st dung bd cong cu tbng hop iScriptTM
cDNA (Bio-Rad Laboratories, Segrate, Y).

Cic doan mdi dugc thiét ké b?mg phén mém Beacon 2.6 tir Premier Biosoft
International (trinh tu dugc bdo cdo trong Bang 2 bén dudi). Cac sd chu ky ma trong
d6 c6 thé phat hién ra cac ban sao chép lai khac nhau (ngudng chu ky, CT) duge so
sanh véi cac s6 ctia TBP, duge xem 12 ACT. Céc mirc gen tuong ddi duge thé hién 1a

2-(AACT), trong d6 AACT bing ACT cua EtOH — hoic BCAAem — hodc chudt si

12
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dung hdn hop CAA (hodc sit dung céc té bao HepG2) trir di ACT ctia chudt di chimg
(hodc cac t& bao HepG2 khong dugc xit 1y).

Gen Poan moi Trinh tuw Kyhiéu | Ta
PGC- | Sense 5°-3’ 5’-GACCCCAGAGTCACCAAATGAC-3’ S6 1 60
la Antisense 5°-3’ 5’-TTGGTTGGCTTTATGAGGAGGA-3’ S62
Tfam Sense 5°-3° 5’-AGATTGGGGTCGGGTCAC-3’ S63 60
Antisense 5°-3’ 5°- GACAACTTGCCAAGACAGATG -3’ S64

NRF1 | Sense5’-3’ 5°’-ACTCGTGTGGGACAGCAAGC-3’ S65 60
Antisense 5°-3’ 5’-ATGGTGAGAGGCGGCAGTTC-3’ S6 6

Cyte Sense 5°-3° 5’-CGTTGTGCCAGCGACTAAAAA-3’ S67 60
Antisense 5°-3° 5’-TTCCGCCCAAAGAGACCA-3’ No.8

TBP Sense 5°-3° 5°-AGGCACCACAGCTCTTCCAC-3’ S69 60
Antisense 5°-3’ 5’-CCCAGAACTCTCCGAAGCTG-3’ S6 10

Bang 2

T, nhiét d6 @ (°C); Ma s truy cap PGC-1a: NM_013261; Ma s8 truy cap Tfam: NM_009360.4; M s6
truy cap NRF1: NM_005011; Ma s6 truy cdp Cytv: JF919224.1; Ma s6 truy cip TBP: NG_051572

duoc st dung dé chuan hoa sy bicu hién gen.

Phén tich tham tdch mién dich

Chiét xuét protein dugc 14y tir gan véi thudc thir chiét xuét protein tir dong vt
¢6 va T-PER (Piercem ThermoScientific, Rockfod, Hoa Ky) nhu dugc md ta bdi nha
san xudt, ciing véi dung dich chit gay wrc ché proteaza va photphataza (Sigma Aldrich,
Milan, Y). Thanh phén protein dwgc do bdi xét nghiém protein axit bicinchoninic
(BCA, Pierce, Euroclone, Milan, Y), va 50 pg protein dugc phén tach st dung k¥ thuét
dién di dtng SDS-PAGE trong diéu kién khir. Cac protein dugc phan tach sau d6 dugc
di chuyén dién di t6i mang nitro xenlulozo (Phong thi nghiém Bio-Rad, Segrate, Y).
Céc protein quan trong dugc tiét 10 v6i cac khang thé riéng biét: anti-p62 va anti-o-
actin (tit ca 13 tir Cell Signaling, Euroclone, Milan, Y), & ti 18 pha loang 1:1000. Hoéa
m6 mién dich dugc phat hién ra st dung cy cai ngua lién hop peroxidazo khong st
dung dugc trén thd hodc cac globulin mién dich khdng st dung duoc trén chudt trong
mot gid & nhiét do phong. Luong protein dugc do bing cach sir dung chit nén
SuperSignal (Pierce, Euroclone, Milan, Y), va duoc xac dinh s6 luong béng ty trong
ké v6i phin mém phan tich hinh 4nh IMAGEJ.

Phn tich thong ké
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DPéi vé6i tht ca dit 1iéu biéu hién gen, cac thir nghiém t véi cac bién sb theo cap
v& hai phia duge st dung d8 so sanh gi4 trj giita té bao d6i chimg va té bao xur Iy. Gia
tri p <0,05 thi dwoc coi 14 ¢6 ¥ nghia théng ké.

KET QUA

Ché phém a5m cé hidu qud hon ché pham BCAAem trong viée héi phuc céc

tang sinh ty thé ean v cdc chike ndng bi suy véu do sir dung EtOH

Dung tich ctia c4c ché phim BCAAem va a5m nham cai thién céc tang sinh ty
thé bi suy yéu va chirc ning do tiép xac véi EtOH duge ude lugng. Nhim nghién ctru
céc co ché phan tir bao gdm céc anh huéng gay ra bdi cac ché phim BCAAem vi o5m
trong mdt miu thir vé d6 doc ciia EtOH & gan dung phuong phép trong 6ng nghiém in
vitro dugc st dung.

Dé dat dugc didu nay, cac té bao gan HepG2 dugc tiép xuc v6i 75 mM EtOH c6
hodc khong c6 ché phdm BCAAem o5m, trong 9 ngdy. Chét ddng hoat hoa y thu thé
kich hoat ting sinh vi thé 1a (PGC-1a), c4c yéu t6 ho hip hat nhan-1 (NRF-1), nhan t6
phién ma ADN ty thé A (Tfam), va cac mirc mRNA cyt ¢ 1a khong ddi hogc thap hon
mot chiit & cac té bao HepG2 tiép xuc véi 75 mM EtOH trong 9 ngay, so véi cdc té
bao dbi chirng khéng duge xtt 1y (Fig. 1).

Tuy nhién, vigéc xir ly ché phim BCAAem va a5m trong 9 ngdy da lam ting
mutc PGC-1a va Tfam mRNA ddi v6i ca céc té bao EtOH duge xir ly va khong dugc
xt ly (Fig. 1).

Déang chd ¥, tinh hiéu qué cia ché phim o5m nhim cai thién chit danh déu tang
sinh ty thé c6 théng s6 cao hon so v6i tinh hidu qua ctia BCAAem.

Phén tich co ché ti thire bdo

Théng luong tu thyce bao c6 thé dugc suy ra tir viée két hop vai chit danh dau,
bao gém mirc protein cia p62/SQSTMI1 cung véi ty 1€ LC3II/LC3I, Beclinl, va
photphorin héa 4EBP1 (Klionsky et al., 2016). p62/SQSTM1 dugc cho thdy da dugc
hop thanh trong céc autophagosome va bi suy bién trong céc autolysosome. Do do,
muc protein p62/SQSTM1 suy gidm chinh 1a su 1y gidi cho viéc tu thuc bao gia ting
(Klionsky et al. 2016).

Nhu thé hién trong Fig. 2 cua sang ché, miic protein p62 trong cic té bao
HepG2 tiép xtic v6i 75 mM EtOH trong 9 ngy thi thip hon mirc d6 trong cac té bao

d6i chimg chua duge xir 1y.
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Tuy nhién, sau 9 ngay xit ly céc ché phdm BCAAem hodc a5Sm, mirc protein
p62 di cao hon d6i v6i mire p62 clia ca cac té bao khong duoc xtr Iy va duge xit 1y véi
EtOH.

Ciing trong trudng hgp nay, tinh hiéu qua cua ché phim o5m c6 thong s6 cao
hon tinh hiéu qua cta ché phdm BCAAem.

Swe xdc dinh s6 leong axit amin & gan

Nhu d3 bdc 10 bén trén, sy chuyén hoa mot axin amin bi bién dbi — chinh x4c 13
cac muc do thép ctia viéc tudn hoan ciac BCAA — di dugc cho théy 12 mot dic diém
nhiam phén biét cc bénh gan do rugu (Charlton, 2006).

Dit liéu dugc cung cip sau diy nhic dén anh hudéng cia cic ché phim
BCAAem hodc a5m lén su chuyén héa axit amin trong gan cuia chudt stt dung EtOH
kinh nién.

Pé dat duge muc dich ndy, cdc mitc axit amin ty do dugc do béng vi€c str dung
phén tich sdc ky trong md gan & chudt chi sir dung EtOH hoic két hop v6i céc ché
phidm thubc thi.

Nhu dwoc bao céo trong Bang 3, viée bd sung céc ché phdm BCAAem va a5m
vao Arginin, Leuxin va Trytophan 1a khéng hiéu qua. Nguoc lai, viée st dung EtOH
d4 dAn t6i su giam thiéu trong mitc axit amin & gan.

Dic biét, viée xir Iy cac ché phdm BCAAem va a5m & chudt st dung EtOH da
ngén chan viéc gidm thiéu Arginin, Leuxin, va Trytophan.

Ngoai ra, cac néng d Isoleuxin, Serin, Tyrosin, va Valin thip hon trong gan
ctia chudt str dung ché do an uéng co chira EtOH.

Mic du viée bd sung BCAAem khong thé ngdn chédn sy sut gidm cua cac ché
phém nay, sy bd sung o.5m thi nguoc lai khi ¢6 hiéu qua trong viéc ngdn chan sy giam
thiéu stir dung EtOH cta isoleuxin va valin.

Cac néng do cua cac axit amin con lai khong khac nhau vé mit thong s6 trong
cac nhom.

Céc két qua nay nhit quan v6i kha ning cu thé cua ché phim a5m so sanh véi
ché pham BCAAem trong mirc ti chudn hoa ciia cac BCAA trong cdc mau thir gan

cta chudt st dung EtOH.
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EtOH + EtOH +
CTRL BCAAem aSm EtOH
BCAAem aSm
Alanin 670.1 £ 832.0+ 932.0+ 691.2 + 679.0 = 703.0 +
65.7 25.0 34.0 128.0 110.0 90.0
Arginin 6.6+0.7 43+0.8 53+£0.7 246+0.5%  43+0.7# | 4.6+0.5#
Asparagin 89+24 7.9+2.7 9.1+1.7 8.1+2.1 69+2.8 7.8+23
Glyxin 409.8 + 479.8 + 442 .8 + 424.1 + 440.7 £ 416.7 +
78.2 32.0 54.0 52.0 67.2 59.2
Axit 5232.0 + 5394.0 5193.0 5970.5 + 471770 £ | 4928.67 =
glutamic 430.0 438.0 328.0 832.0 850 550
Histidin 527.9-103+ i 606.8-10° 705.8-10° 461.1-10° | 406.0x10° | 606.0x103
80.3-10° +10.8-10° | +10.5-10>°  +44.6-10°  +19.3-10°% | +11.3-10°
Isoleuxin 141.9 + 1444+£4.5  153.4+34 92.9 + 932+ 143.1 +
29.7 16.6* 17.9* 16.4#
Leuxin 195.0+ 189.1 £ 197.1+ 1102 + 188.9 + 195.8 +
56.4 81.9 71.6 18.8 * 92.44# 82.3#
Lysin 722+16.8 90.5+197 875+17.8 623+9.6 @ 533+64 i 672+73
Methion. 12.9+5.5 17.9+53 16.5+39 @ 11.9+39 17.8+4.7 | 159+5.1
Phenylal. 320+132 i 364+48 @ 392+33 277+102  288+52 | 356+4.5
Prolin 33.7+£52  335+13  339+23 | 272+87 | 24.6+42 | 31.7+39
Serin 348.7+ 362.4+9.9 385.4 + 220.7 £ 2154+ 342.4 +
33.9 10.9 58.4*% 43.0* 39.1*
Threonin 55.5+241 ¢ 522+£20 | 512+17 @ 529+25 | 51.5+22 | 53.5+1.7
Tryptop. 1252.8-10° | 1350.4-10%  1299.4-10° | 787.1-10° | 1038.2-10° | 1178.2:10°
+ + +994-10° + + +
226.4-10° 74.54-10° 112.7-10°* | 169.9-10% | 178.9-10%#
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Tyrosin 5145+ 382.6+ 472.6 £ 311.7 + 274.6 £ 354.8 +
63.3 19.7 29.7 71.89 * 39.7* 35.6*
Valin 4299 + 4553 + 5643 £ 2919+ 290.8 £ 450.8 =
46.7 17.7 20.7 61.1 48.9 62.7#
Bang 3

Céc thong s& duoc bao cao nhu mot cach thire £ SD (pmol/mg clia md), n = 4 loai dong vat/nhém; *P

<0.05 so véi. nhém CTRL; #gia tri P < 0.05 so vdi nhém EtOH.

Téng két lai, két qua cta phuong phap trong dng nghiém in vitro va phuong
phap thtr nghiém sir dung dong vat thi nghiém in vivo cho thay ché d6 an uéng bd sung
mot ché phém bao gém mot hoat chét, hoat chit d6 chtra hdn hop cua leuxin,
isoleuxin, valin, threonine, lysin, axit citric, axit succinic, va axit malic ¢6 hi€u qua
dang ké trong viéc phong ngira cac tén thuong ty thé ciia cac té bao nhu mo gan tiép
xuac voi EtOH.

Su tac dong nay thuong di kém v6i su sut gidm cua co ché tu thyuc bao (tic 13,
sy gia ting mitc protein p62) ma gia ting (tirc 13, sy syt giam mirc protein p62) do tiép
xac véi EtOH.

EtOH thuec chdt c6 thé 1am ting co ché tu thuc bao nhdm dén bu cho d6 ddc cia
EtOH va, n6i cu thé, cac ton thuong ty thé ma rd rang trong cac té bao nhu md gan tiép
xtic v&i con va trong gan cia cac dong vat tiéu thu con.

Thue chét, ty thuc bao 1a mdt co ché t& bao nham muc dich loai trir nhitng truc
trac trong cac co quan té bao, bao gbm ty thé. Khi cac t& bao nhu mo gan tiép xuc véi
con va cdc chirc ning ty thé bi sut giam, co ché ty thuc bao gia ting, cling duge bde 1§
trong sang ché nay, 1a hitu ich trong viéc loai trir nhiing truc tric ty thé.

Céac ché phém axit amin dugc bdc 10, bao gém hdn hop cla leuxin, isoleuxin,
valin, threonine, lysin, cling v6i axit citric, axit succinic, va axit malic, c6 thé phong
ngira ton thuwong ty thé, do d6 cac té bao khong cin co ché tu thuc bao dé duy tri chirc
ning hoat dong cia nd. Vi vay, co ché tu thuc bao suy gidm (nhu dugc thé hién trong
mirc protein p62 gia tang, th8 hién trong sang ché nay).

Hon nita, va quan trong nhét 13, ché phém duoc bdc 16 da dugce phat hién 1a rat
hiéu qua trong viéc phuc hdi cac ndng d6 BCAA tu do, Arginin, va Trytophan trong
gan cta chudt sir dung EtOH.
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Déang chu ¥, c4c két qua so b cho thiy céc ché phdm axit amin duge bdc 19 bao
gém hdn hop cta leuxin, isoleuxin, valin, threonine, lysin, cing véi axit citric, axit
succinic, va axit malic cling ¢ thé 1am giam dudng kinh cla cac giot nho lipid trong
cac té bao nhu mo gan cta chuft ma sir dung ché d6 #n ubng nhidu chét béo trong
vong 6 thang (HFD, 60% calo tir chét béo), mot mau chudt dugc st dung rong rai ciia
bénh NAFLD. Nhin chung céac két qua ndy d4 ching minh r3 rang khai niém rang cic
ché phérn axit amin dugc boc 10 va c6 trong do ddc ctia gan phu thude vao rugu, ¢ thé
¢6 loi cho stc khoe trong viéc phong ngira sy phat trién va tinh trang té di cia bénh
NAFLD.

Nhu di d& cap trude do, c6 thé thdy mot diém rd ring vo cung nbi bat d6 13 cac
ché phdm theo nhu ban bdc 16 nay c6 ich trong viéc phong ngira va/hodc didu tri cac
bénh vé gan trén toan thé gi6i va c6 anh hudng t6i s6 luong 16n dan s6 12 nguoi trudng

thanh, ciing véi nhitng chi phi x8 hdi ngay mot gia tng.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Ché pham chira axit amin st dyng trong phong nglra va/hodc diéu tri bénh gan
& loai dong vat co vu, ché phém bao gom hoat chét, hoat chat d6 c6 chira cac axit amin
leucin, isoleucin, valin, threonin, lysin va céc axit cacboxylic bao gdm axit citric, axit

succinic, axit malic, trong d6 ch€ pham khong chira arginin.

2. Ché pham cho viéc st dung theo diém 1, trong d6 ty 1€ trong luong giita tong
lugng axit xitric, axit malic, axit succinic, va tdng lwong leucin, isoleucin, valin, lysin,

threonin ndm trong khoang tir 0,05 dén 0,3, tt nhét 13 tir 0,1 dén 0,25.

3. Ché phadm cho viéc st dung theo diém bat ky trong s cac diém da néu, trong
d6 ty 1€ trong lugng giira tbng lwong axit xitric, axit malic, axit succinic va tbng luong

leucin, isoleucin, valin nam trong khoang tir 0,1 dén 0.4, tdt nhit 1a tr 0,15 dén 0,35.

4, Ché pham cho viéc st dung theo diém bat ky trong so cc di€m dé néu, trong
d6 ty 18 trong lugng gilta axit citric va tong axit malic va axit succinic ndm trong

khoang tir 1,0 dén 4,0, t6t nhét 1a tir 1,5 dén 2,5.

5. Ché phim cho viéc st dung theo diém bat ky trong sb cac diém da néu, trong
d6 ty 1¢ trong lugng axit xitric:axit malic:axit succinic nim trong khoang tr 10:1:1 dén
2:1,5:1,5, tdt hon 1a trong khoang tur 7:1:1 dén 1,5:1:1, tot thém vao d6 1a trong khodng
tir 5:1:1 dén 3:1:1.

6. Ché phim cho viéc sit dung theo diém bét ky trong sb cac diém da néu, trong
d6 hoat chit d3 néu bao gém thém it nhit mot axit amin dugc chon trong nhém bao

gdm histidin, phenylalanin, methionin, tryptophan, tyrosin, cystein.
7. Ché phém cho viéc st dung theo diém bat ky trong sb cac diém d4 néu, trong

d6 hoat chit da néu bao gdm thém histidin, phenylalanin, methionin, tryptophan,

cystein va c6 the thém tyrosin.
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8. Ché pham cho viéc str dung theo diém bat ky trong so cac di€ém da néu, trong
do ty 1€ gifta tong sd mol axit xitric, axit malic, axit succinic va tong s mol cla

methionin, phenylalanin, histidin va tryptophan cao hon 1,35.

9. Ché phidm cho viéc sir dung theo diém bét ky trong s cac diém da néu, trong
d6 ty 16 giita tong s6 mol ctia ba axit cacboxylic axit xitric, axit succinic, axit malic va
téng s6 mol cua lysin va threonin nam trong khoang tir 0,1 dén 0,7, t5t nhét 13 tir 0,15

dén 0,55.

10.  Ché pham cho viéc st dung theo diém bét ky trong sb cac diém da néu, trong
d6 trong lwgng hodc s6 mol cla axit xitric cao hon tong trong lwong hodc téng sé mol

cla ca axit malic va axit succinic.

11. Ché phém cho viéc str dung theo diém bt ky trong sb cac diém da néu, trong
d6 ty 16 trong lugng giita leucin va axit xitric nim trong khoang tir 5 dén 1, t&t nhit 1a

trong khoang tir 2,50 dén 3,50.
12. Ché phdm cho viéc sir dung theo diém bat ky trong s6 cac diém da néu, trong

d6 ché phém con bao gém thém mot hodc nhidu vitamin, t6t nhét 1a dugce chon trong

nhom vitamin B, chrfmg han nhu vitamin B1 va/hoéac vitamin B6.
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