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(57) Sang ché dé cap dén ché phim bao gdm cac loi khuén (cac ching vi khuan song
va c6 thé sdng duoc hoic duoc lam bét hoat) va axit hyaluronic hosc mudi cia né
ding dé phong ngira, diéu tri (tri liéu hodc ding trong thdm m¥) hozc lam thuyén giam
it nhit mot dau hiéu hodc triéu chung Kkét hop véi, hoac do chung 180 hoa da gay ra
hodc sy mirc giam kha ning bao vé mién dich ctia da hodc viém/nhiém da gay ra, nhu

viém da do tia cuc tim gay ra.
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Linh vire ky thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén ché phdm bao gdm céc loi khudn (cAc ching vi khuan sdng
va ¢c6 thé Séng duoc hoic duge 1am bat hoat) va axit hyaluronic hodc mudi cia n6 dé
sir dung trong phong ngira, didu tri (trj liéu hodc ding trong tham m¥) hozc 1am thuyén
giam it nhat mot ddu hiéu hoic tridu chimg két hop véi, hodc do ching 130 hoa da gay
ra hodc su mirc giam kha ning bao vé mién dich ctia da hoic viém/nhiém da gay ra,

nhu viém da do tia cyc tim gy ra.

Tinh trang ky thuit ciia sdng ché

Da 14 16p 16t ngodi cing cta co thé ngudi va nd tao thanh 16p 16t bdo vé thir
nhét cla co thé chéng lai su x4m 14n bén ngoai, da biét réng da hoat dong dudi dang
hang rao giai phiu chéng lai cAc mim bénh tiém 4n va cac tic nhan gay hai c6 thé xiy
ra. Céc thay dbi ctia da c6 thé tao thuan loi cho viéc khai phat cac bénh vé da, cu thé 1a
do mam bénh gay ra. Vi du, khi da 140 ho4, da tré nén méng hon va yéu hon, diéu nay
1a do thyc t& ring sy tai tao t& bio trd nén chdm hon va thuong 1a khoang tir 3-4 tudn
dén 4 tuan hodc tham chi 6 tuin. Da trai qua cac thay d6i vé ciu tric theo thoi gian, do
mdt vai yéu t6 c6 ngudn gde khac nhau gay ra, ma xac dinh mic mit nude cia da, gy
ra cac vi nép nhin, sy mat tinh dan hdi, ting stmg hod va hinh thanh cic diém ting sic
t6.

Hon nita, h¢ vi sinh vat phong phu tao khuan lac trén da nguoi, thuc hién cac
chirc ning quan trong va hitu ich dé chéng lai sy bim dinh va phét trién ctia cdc mam
bénh trén da, nhu bang cach vi du Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Propionibacterium acnes, c6 thé phai dbi mat véi sy méit can béng hoic r6i loan hé vi
sinh v4t do céc yéu t6 khac nhau.

Khi xay ra rdi loan hé vi sinh vat trén da, céc loi khuan c6 thé hoat dong dudi
dang tac nhan diéu bién, khoi phuc su can béng & muc cho phép cua hé vi sinh vét trén
da. Trong thap ky qua, viéc st dung céc k¥ thuat méi da tao thuén loi cho viéc phan

tich danh phap hé vi sinh vit trén da, ma quan thé vi khuan trén da c6 thé 1én dén
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khoang 1010 loai vi sinh vat, thudc nhiéu hon 25 phila, ma trong sb ching duoc dai
dién nhiéu nhit 1 Actinobacteria, Firmicutes, va Proteobacteria. Cac bénh khac nhau
vé da c6 lién quan dén cac thay ddi ciia hé vi sinh vat trén da, vi du P. acnes dugc xem
1a vi khuén gay bénh két hop v6i mun tring c4 trén da. Do d6, viéc duy tri tinh trang
ndi can béng cua hé vi sinh vat trén da hoac khoi phuc tinh ndi can bﬁng nay sau 16i
loan hé vi sinh vat 13 co sé dé ngan ngira hodc didu tri cic bénh trén da, cu thé 1a
nhiém tring da hodc viém da, cu thé hon nita 14 nhiém tring da hodc viém da do cic
tdc nhan gy bénh, nhu vi khuén hoic virut cling nhu do birc xa da véi tia cuc tim
(ultraviolet ray-UV) hodc do da tiép xuc voi cac diéu kién khong thuan loi.

Theo k§ thuét cb dién, cac vin d& nay duoc giai quyét bang viéc st dung céc tac
nhan khang vi khuén, nghia 14 sir dung céc chat tiy rira va thudc khang sinh ding khu
trii. Mot mat, mic du chic chin hitu hiéu, bén canh viéc loai bd vi khudn cé loi, thubce
khang sinh c6 nguy co gdy man cam va céc su kién bat 1oi tiém 4n, cu thé 13 véi viec
sir dung kéo dai cac thubc khang sinh phd rong.

Hon nita, cach tiép can thong thudng dé ngin ngira cac van dé t6n thuong hosic
150 ho4 da do buc xa da bing tia cuc tim 14 sir dung kem hoic céc san phdm ding cho
da ma phan xa hoac hép thu tia cuc tim, thuong duogc goi 1a tac nhéan loc 4nh néng mit
trol. Céac hoat chét cling dugc goi la tdic nhan loc 4nh néng méit troi “hod hoc”
(salixylat, xinamat, oxybenzon, octylcrylen va céc tac nhan khac), nhd céu tric cla
ching, c6 thé hip thy 4nh sang tia cuc tim. Mit khdc, titan dioxit va kém oxit la cac
chét khoang tro v&i kha nang che phtt manh, ma vé mit vat Iy phan xa anh ning mit
troi va do do cac tic nhin nay cling dugc goi la tac nhéan sang loc vat ly.

Tuy nhién, cic tac nhan loc 4nh ning mit trdi chi cho phép ngin nglra su tuong
tac cua tia cuc tim véi da, trong khi chung khong kich thich viéc duy tri tinh ni can
bing clia hé vi sinh vét trén da, cling nhu khong khéi phuc tinh ndi cdn bing niy trong
truong hop bi rdi loan hé vi sinh vat hodc nhiém tring da hoic viém da do tia cuc tim
gdy ra ma c6 thé khong dugc che chin hoan toan boi cac tac nhan loc 4nh ning mit
troi.

Sau khi nghién ctru chuyén siu va hoat déng phét trién, céc tac gia sing ché da
giai quyét duoc va khic phuc dugc céc van dé k¥ thuét néu trén bing céch tao ra cac

ché phim sang tao (goi tit 13 (c4c) ché phdm cua sang ché) chira hdn hop (goi tat 1a
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hdn hop cia sang ché) bao gbém hoic theo cach khéc, ¢ ching vi khuan séng va séng
duoc hodc duoc 1am bt hoat, thudc cac lodi Lactobacillus paracasei dugc nhan biét
dudi dang Lactobacillus paracasei LPC-S01 DSM 26760 va axit hyaluronic hoéc

mudi ctia n6 (goi tat 1a HA).

Ban chit k¥ thuit ciia sdng ché

Theo khia canh thir nhat, sang ché mé ta viéc st dung ché phém bao gém loi
khuén va axit hyaluronic hozc mudi ciia né dé ngan ngira, 1am thuyén gidm hoic didu
tri ching 180 hod da tw nhién hodc chimg ldo hod da do tiép xic voi cac yéu t6 bén
ngoai gay ra, nhu vi du tia cyc tim (UV).

Theo khia canh th®r hai, sang ché mé ta viée str dung ché phém bao gdm loi
khuén va axit hyaluronic hodc mudi ctia né dé ngin ngira, 1am thuyén giam hoic didu
tri it nhat mét ddu hidu hodc triu chimg két hop v6i hodc sy mire giam kha ning bao
vé mién dich ctia da giy ra.

Theo khia canh thir ba, sang ché mé ta viéc sit dung ché phdm bao gdm loi
khudn va axit hyaluronic hodic mudi ciia né dé ngan ngira, 1am thuyén giam hodc diéu
tri it nhat moét d4u hiéu hoic triéu ching c6 lién quan dén hoic do viém/nhiém da giy
ra.

Theo muc dich cua sang ché, cac loi khuin dic biét hiru ich 13 vi khuan thude
chi Lactobacillus, tbt hon 1a thudc loai Lactobacillus paracasei, nhu ching L.
paracasei LPC-S01 DSM 26760.

Trén thuc té, cac tac gia sang ché d phat hién ra ring ché phim bao gém cac
loi khuén, t6t hon 12 vi khuén thudc chi Lactobacillus va axit hyaluronic ¢ thé 1am
ting kha ning bao vé mién dich bing cach kich thich giai phéng céc peptit khang vi
sinh vat va cac chemokin cua da, 1am ting qua trinh phan hod théng thudong va thay
thé t& bao bidu bi va ting cudng ciu tric ctia 16p biéu bi.

Hon nita, c4c tac gia sang ché con phat hién ra ring viéc sir dung ché pham bao
gém axit hyaluronic va loi khuén, t5t hon 14 13 vi khudn thudc chi Lactobacillus, c6
kha nang thyc hién hoat dong chbng viém va ngin ngira hoat hod viém do tia cuc tim
kich g hodc gay ra.

Cu thé, ché pham va hdn hop ctia sang ché c6 kha ning:
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- gay ra cic co ché bao vé va/hoic chita lanh vét thuong cia da, cu thé 12 cac co ché
diéu bién mién dich;

- phong ngtra va/hodc didu tri c4c tinh trang viém hodc nhiém tring da, cu thé 1a cac
tinh trang do birc xa tia cuc tim, cd UV-A va UV-B kich tng;

- chéng lai sy tdng sinh ctia mAm bénh vi khuén ddi véi da;

- duy tri hodc khdéi phuc tinh trang ndi can béng ctia da va/hodc murc cin bang cia hé
vi sinh vat trén da;

- kich thich, tao thuan loi, thuc ddy va/hoic lam ting tdc quy trinh chira lanh vét
thuong va/hodc quy trinh tai tao biéu mo va/hoic quy trinh lién seo;

- chéng lai va/hoic 1am cham su 130 hoa da.

Hon nita, ché phédm ciia sang ché c6 kha ning kich tmg va/hoic thuc day hidu
qua tich curc ca trong ngan han va dai han.

Ngoai ra, hdn hop va dwoc phim cia sang ché khéng c6 cac tic dung bat loi
déng k& va ching c6 thé duoc ding cho tt ca cac ddi tuong, dic biét 1a cho cac dbi
tugng la tré nhé va phu ngt mang thai hoéc cho con bu.

Cudi cing, hdn hop va/hoidc ché phim ciia sang ché d& bao ché va tiét kiém chi
phi.

Cac muc dich nay va cac muc dich khic, ma s& tré nén rd rang khi doc phén
md ta chi tiét sau ddy, thu dugc bdi hdn hop va ché phim (chtra hdn hop nay) ctia sang

ché nho céc dic tinh k§ thuat dugce néu trong cac diém yéu cau bao ho.

MO ti vin tit cic hinh vé

Sang ché s& duoc mo ta mot cach chi tiét va duge minh hoa duéi day co dua
vao céc hinh v& kém theo, trong do:
Fig.1 thé hién hinh anh c6 d6 phéng dai 20x va 40x ctia cAc phan md 1an luot duge xir
Iy bang dung dich nuéc mudi (A) va bang ché phdm bao gbém chung LPC-S01 (B),
duoc dénh ddu béng thudc nhudm tricrom Masson;
Fig.2 thé hién hinh 4nh c6 d6 phong dai 20x va 40x cla cic phan md duge danh diu
bang thubc nhudém tricrom Masson, 14n lugt dugc xir Iy biang ché phdm bao gdm axit

hyaluronic (A) va bang ché phdm bao gdm ching LPC-S01 + axit hyaluronic (B);
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Fig.3 thé hién viéc dinh Iuong chuyén doan trong nhan ctia NFxB trong mé dugc phoi
trdn voi buc xa tia cuc tim va duoc xtr Iy bang ché phim bao gdm ching LPC-S01
(P1), bing ché phdm bao gbém ching LPC-S01 + axit hyaluronic (P2) va bang ché
phim bao gdm axit hyaluronic (P3);

Fig.4 thé hién anh chup c6 d6 phéng dai 20x clia cac phin md lan luot dugc xir 1y
bing dung dich nuwdc mudi (A), bing ché pham bao gdbm ching LPC-S01 (B), bang
ché phim bao gdm axit hyaluronic (C) va biang ché phdm bao gdm ching LPC-S01 va
axit hyaluronic (D), 4 gi¢ sau khi birc xa tia cuc tim, dugc danh dau béng cach nhuém
haematoxylin-eozin;

Fig.5 thé hién anh chup c6 d6 phong dai 20x clia cdc phin mo 1an lugt duge xir ly
bang dung dich nuéc mubdi (A), bing ché phim bao gdbm ching LPC-S01 (B), bing
ché phidm bao gdm axit hyaluronic (C) va bing ché phdm bao gébm ching LPC-S01 va
axit hyaluronic (D), sau 24 gi¢ birc xa tia cuc tim, dugc danh dau béng cach nhuém
haematoxylin-eozin.

Céc hinh v& Fig.6a, Fig.6b, Fig.6¢c, Fig.6d: cac hinh anh thu dugc duéi kinh hién vi
ctia phép phéan tich mé hoc bang cach nhuém H&E trong mé hinh ndi cin bang & 24
gio (Fig.6a: NC ¢ 24 gio, Fig.6b: P3-i ¢ 24 gio) va & 48 gio (Fig.6c: NC & 48 gio,
Fig.6d: P3-i & 48 gi0).

Fig.7: cac két qua biéu hién gen (QRT-PCR) & 24 gio (RQ dugc tinh toan bing NC &
24 gid =1; RQ<0,5 didu chinh giam, RQ>2 diéu chinh ting) trong md hinh ndi can
bang ddi véi cac san pham P1-i, P2-i, P3-i.

Fig.8: giao thirc xir Iy so bo tuong tmg véi birc xa tia cuc tim trén mo “dugc cao” bang
ché phim ctia sang ché chira ching dugc 1am bat hoat.

Fig.9: giao thirc sau xir ly twong tmg v6i birc xa tia cuc tim trén mo “dugc cao” bang
ché phim ctia sang ché chira chung bat hoat.

Céc hinh v& Fig.10 va Fig.11 thé hién muc giam kha ning sdng ctia mam bénh C.
acnes DMS1897 dugc tinh theo Logl0 CFU trén phan da 1dng vao in vitro trong cac

diéu kién thir nghiém: 1an lugt 12 md hinh loai trir va mé hinh canh tranh.

Mo ta chi tiét sang ché
Céac dinh nghia
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Theo sdng ché, thuat ngfr “da” dugc dung dé chi 16p 16t bao vé thir nhat ddi véi
mdi trudng bén ngoai; cu thé, viéc bao vé duoc thuc hién thdng qua su hoat dong cla
té bao biéu mé stmg dwoc phan tan trong 16p da bén ngoai (biéu bi) ma & d6 ching c6
thé gay tiét xytokin va chemokin dé truyén thong tin canh béo dén cic 16p da sau hon,
tao ra ddp Ung viém.

Theo sang ché, thuat ngft “ldo hoa da” duoc dung dé chi quy trinh tién hoa
khong thuén nghich; n6 dugc biéu hién trong nhém cac thay dbi sinh 1y ma xac dinh
murc mit nuée cta da, vé bén ngoai cua cac vi nép nhan, muc mét tinh dan hdi, tdng
simg ho4 va hinh thanh céc diém ting sic t6, dugc goi 1a “tan nhang do tudi gia”.

Theo sang ché, thuat ngft “loi khuan” duoc ding dé chi theo dinh nghia do FAO
va WHO dua ra: “vi sinh vt song ma khi dwoc dimg véi luong thich hop tao ra loi ich
stkc khéo cho vat chi*. N6i cach khac, loi khudn 1 c4c vi sinh vat (ching vi khudn) ma
chimg t6 ban thin c¢6 kha ning, mét khi dugc dung véi lugng thich hgp, tao ra cac
chirc nang c6 lgi cho sinh vét.

Theo sang ché, thuit nglt “axit hyaluronic” dugc ding d& chi
glycosaminoglycan c6 cac don vi ldp lai cia glucosamin va axit glucuronic, duge lién
két v6i nhau, theo cach khic, bang cac lién két glycosidic p1—4 va f1—3, cling nhur
bing cac lién két hydro ndi phan tr, ma lam 6n dinh cac cdu hinh ciia ching.

Muc dich cta sang ché 12 d& xuit ché phdm (goi tét 14 ché phim cia sang ché
hodc ché phim) chira (I) hdn hop M chira, hodc theo cach khic, chi chita ching vi
khuin thudc loai Lactobacillus paracasei duoc nhéh biét va duoc luu trit dudi dang
Lactobacillus paracasei LPC-S01 DSM 26760 (dan xuét sbng va séng duoc hoic
dugc 1am bét hoat cia né) va axit hyaluronic hodc mudi cta né; va (II) it nhét mot chét
phu gia va/hodc ta dugc duoc dung hoic loai ding trong m§ phim hoic thuc pham.

Muc dich cta sang ché 1a d& xuit ché phim hoic hdn hop M ciia sang ché, bao
gdm hoic theo cach khéc, c6 chung vi khuén thudc loai Lactobacillus paracasei dugc
nhan biét va duoc luu trit dudi dang ching L. paracasei LPC-S01 DMS 26760 va axit
hyaluronic hojc mui ctia né (theo phuong 4n bét ky trong sb cc phuong 4n duge md
t3), dé sir dung lam thude.

Theo khia canh thtr nhét, sang ché d& cap dén ché pham (ché phim cia sang
ché) chira loi khuén (L. paracasei LPC-S01 DSM 26760, song duge, dugc lam bat
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hoat hodc din xuét cia n6), tot hon 1 13 vi khuén loi khuin va axit hyaluronic hoic
mudi cta né dé s dung trong viéc didu tri (chita bénh hodc m§ phim), dé ngan ngira
hodc lam thuyén gidm it nhat mot ddu hiéu hodc triéu chung c¢6 lién quan dén hodc do
150 ho4 da gy ra (150 hoa do yéu t8 n6i tai hodc 130 hod do yéu t& bén ngoai, nhu dwoc
xac dinh dudi day).

Céc dau hiéu hoic triéu chimg 130 hoa da c6 lién quan dén mot loat cac cai bién
ma thudng dan dén viéc méng va/hoic tao ra cau tric da.

T6t hon, néu 10 hod 13 do yéu t6 noi tai hodc theo thoi gian, 150 hoa ma vé co
ban phu thude vao cac yéu tb di truyén (hoic ndi tai). V& nguyén tac, 130 hoa do yéu tb
ndi tai thudong bit dau sau 25 tudi. Tét hon, néu déu hiéu hoic triéu chimg c6 lién quan
dén hoic do 140 hod da do yéu td noi tai gay ra dugc chon tur: nép nhan, yéu da, méAt
hodc giam tinh nguyén ven cuta da, thiéu tinh dan hdi cua da, thiéu mau da, da méng,
troc da va mét nu6e & da, hinh thanh cac ddm den hoic tdng séc tb da, cling dugc goi
14 “dém do tudi tac”.

Do d6, sang ché mo ta viée sit dung ché phim hodc hdn hop M cia séng ché
cho muc dich thAm m¥, bao gdm hoic theo cach khic, c6 ching vi khuan thudc loai
Lactobacillus paracasei duge nhan biét va duoc luu trit dudi dang chiing L. paracasei
LPC-S01 DMS 26760 va axit hyaluronic hodc mubdi ctia né va, tuy y, co chit thir nhat
va/hodc co chét thir hai (theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n dugc mo ta),
dé duy tri tinh ndi cAn bing cta da va/hodc 1am tac nhan chéng 130 hoa da, vi du dé
diéu tri nép nhan cho muc dich thim my, su mét tinh dan hoi cta da (bénh soi dan hoi
do 4nh ning mit troi), da kho hoic da mét nudce, da thd rap, 180 hod do 4nh séng, do
da, su xuét hiéu clia cic mao mach co gifn trén m4, miii va/hoic tai, dbm den do 4nh
ning mit trd, tao sic t§ khac thuong hodc khong ddng déu hoic ting sic t6 da hoic
lam cho da sang hon va ty nhién hon.

Theo céch khéc, 130 hoa da do yéu t6 bén ngoai, nghia 1a do cac yéu t6 méi
truong bén ngoai (yéu t6 bén ngoai) gy ra. Vi du, 130 hoa da do yéu t6 bén ngoai do
su xAm 14n cia cac tac nhan bén ngoai va/hoic cac yéu t6 bén ngoai nhu burc xa tia cuc
tim (gdy ra ldo hoa do anh sang), khoéi thubc 14, lam dung bia rugu, 6 nhiém, tiép xuc

lién tuc v6i chét kich thich, thoi tiét lanh, gié va t6 hop ctia ching. Lao hod do 4nh
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sang 1a van dé quan tam ddc biét vi nd lién quan dén cac bénh khic nhau hodc ton
thuong da ma ciing cé thé dan dén cac bénh trim trong, nhu khéi u da.

Tbt hon, néu diu hiéu hoic triéu chirng c6 lién quan dén hodc do 130 hoa da do
yéu t6 bén ngoai gy ra dugc chon tir: ban do, sic t6 hoa do anh ning mit trdi hodc
dbém den do 4nh ning mat trdi, day simg, cu thé 14 ting day simg, do da, chdy ning,
bong, 140 hoa do anh néng mit trod, bénh soi dan hdi do anh néng mat troi, duc vo thuy
tinh thé, mong thit, phan Gng ctia bénh hecpet méi, tén thuong da c6 ban chét bit ky
(loét, vét thuong hoic vét thAm tim), cu thé 13 tén thuong méi va/hoic mb tiép hop,
khdi u 4c tinh da, ung thu biéu mé vay da, ung thu biéu mo & bao gbc (ung thur t bao
d4y), ung thu biéu mé té bao vay hoic ung thu bidu mé mang két.

Lio hod da c6 lién quan dén sy thay dbi v& cdu tric ctia da, ma chic chin din
dén tang kha nang mic cac bénh viém va/hoic nhiém tring.

Theo mot phuong 4an, ché phdm hodc hén hop M ciia sang ché chia loi khuan
(L. paracasei LPC-S01 DSM 26760, séng va séng duoc hodc dugc lam bit hoat hodc
din xuét cta né) va axit hyaluronic hoic mudi cta né duoc st dung dé didu tri
(phuong phép tri liéu), dé ngan ngua hodc lam thuyén giam it nh4t mo6t ddu hiéu hodc
triéu chimg c6 lién quan dén hoic do viée giam hé thdng mién dich ctia da giy ra hodc
cac bénh viém va/hodc nhidm tring da. Néi cach khac, ché phdm dugc sir dung dé 1am
ting kha ning bao vé mién dich cua da.

ft nhAt mét d4u hiéu hoic triéu chimg c6 lién quan dén hodc su muc giam kha
ning bao vé mién dich ctia da hodc do céc tinh trang viém da giy ra duoc chon tur:
chiing viém da, cu thé 1a ¢6 lién quan dén su kich thich hodc tréy da, mun tring ca,
viém da c4p tinh hoic man tinh (vi du trimg c4 d6 hoic miii d8), nhiém trung da, viém
da, ban do6, loét, bénh vay nén, viém da di ung, viém tai, nut né, 6ng do va bénh tri.

Céc tinh trang hodc bénh vé da c6 thé lién quan dén, hodc do mam bénh gay ra.
Trong trudng hop nay, cac mam bénh c6 thé 1a vi khuin, ndm, nAm men, virut va td
hop cua ching.

Theo mdt phuong 4n, ché phdm hoic hdn hop M ctia sang ché chira lgi khuan
(L. paracasei LPC-S01 DSM 26760, séng duoc hodc duge 1am bat hoat hodc din xuét
clia nd) va axit hyaluronic hodic mudi ctia né duogc sir dung dé diéu tri (phwong phéap tri

liéu), d& ngan ngira hodc 1am thuyén giam it nhit mot ddu hiéu hodc triéu chimg c6
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lién quan dén hodc do viém/nhiém da gy ra, vi du c6 lién quan dén hodc do mam
bénh gay ra.

Tt hon, nfu mim bénh 1a vi khudn, 6t hon 13 vi khudn thudc chi
Propionibacterium, tbt hon 13 thudc lodi acnes (Propionibacterium acnes hoic
Cutibacterium acnes, viét tit 13 C. acnes); Staphylococcus, tot hon 1 thube cac loai
epidermidis, aureus, warneri, pyogenes, mitis; Corynebacterium ssp; Pseudomonas,
t6t hon 1a thude céac loai aeruginosa; Acinetobacter, t6t hon 14 thude cac loai johnsonii;
Streptococcus, tot hon 13 thudc cac lodi pyogenes; Micrococcus ssp., Brevibacterium
SSp.

Dir liéu thir nghiém duoc cac tac gia sang ché bao co cho biét rang ché phdm
hozc hdn hop M cua sang ché chira axit hyaluronic va loi khuan (L. paracasei LPC-
S01 DSM 26760, séng va séng duoc hodc duoc 1am bét hoat hodc dan xuét cia nd) c6
kha ning tao ra tic dung chéng viém va/hodc diéu bién mién dich & muc do t& bao
biéu mé stmg va do d6 c6 kha ning tao ra tac dung chbng viém va/hoic diéu bién mién
dich cho da.

Khong mudn bi rang budc béi Iy thuyét bit ky, viée sir dung ché pham la do
kha ning chéng viém, didu bién mién dich, t4i tao t€ bao biéu bi, phan hoa biéu bi va
ting cudng cu tric da nhd loi khuén va nho axit hyaluronic ¢6 trong ché pham.

Cu thé, cac tac gia sang ché d3 cho biét ring khi da tiép xtic voi ché phdm bao
gdm axit hyaluronic va loi khudn, né ¢6 kha ning lam ting quy trinh phan hoa biéu bi,
cu thé 13 16p simg tré nén day hon. Ngoai ra, cic tac gia sdng ché di quan sat duoc
rang soi colagen day dic hon va nhé gon hon.

Hon nita, ché phdm ciia sang ché chira lgi khudn (L. paracasei LPC-S01 DSM
26760, séng duge hodc duoc 1am bit hoat hodc din xuét ctia n6) va axit hyaluronic
hodc mubi cta néd c6 kha nang tao ra tic dung didu bién mién dich (hoic kich thich
mién dich) cta hé mién dich cta da, 12 bing chung thu dugc tir viéc d4nh gid su biéu
hién cua gen ma hoa dbi v&i chemokin va defensin. Cu thé, viéc gia tang muc biéu
hién ctia defensin P2 d& duoc quan sat ca boi loi khuan va béi ché phdm cta séang ché
chtra axit hyaluronic va loi khuan.

Theo phuong 4n cta séang ché, 6t hon 1a cac loi khudn (c6 mit trong ché phim

cua sang ché cung vai axit hyaluronic hodc mudi ctia nd) duge chon tir: vi khuan, nam,
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nidm men va t6 hop ctia ching; t6t hon 13 13 vi khuin, t6t hon nita néu 1a ching vi
khun thuoc loai Lactobacillus paracasei va dugc nhan biét dudi dang L. paracasei
LPC-S01 DSM 26760 (séng, duoc 1am bat hoat hodc din xuét cta no).

Theo khia canh dugc uvu tién ctia sdng ché, vi khuén thudc it nhat mot chi duoc
chon tir: Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Propionibacterium, Streptococcus,
Lactococcus, Aerococcus va Enterococcus.

T8t hon nita, néu vi khuan thude chi Lactobacillus.

Theo khia canh khic dugc wu tién cua sang ché, vi khuin thudc chi
Lactobacillus thudc it nhit mot loai trong s6 cac loai dugc chon tir: Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus amylolyticus, Lactobacillus
amylovorus, Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus aviaries, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus
corymiformis, Lactobacillus  crispatus, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus farciminis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
gallinarum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus hilgardii,
Lactobacillus  johnsonii, Lactobacillus  kefiranofaciens, Lactobacillus  kefiri,
Lactobacillus mucosae, Lactobacillus panis, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus
paraplantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
pontis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus sakei,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus sanfrancisensis va t6 hop cia chiing.

T6t hon nita, néu lactobacilli thudc loai Lactobacillus paracasei, t6t hon 12 1a
chung Lactobacillus paracasei DG® CNCM 1-1572 va/hodc chung Lactobacillus
paracasei LPC-S01 DSM26760.

Ca hai ching ndy dugc phéan lap va dugc luu trlt bédi SOFAR S.p.A.; cu thé,
chiing vi khuén L. casei DG ® (nhdn hiéu hang hod d3 dugc ding ky boi Sofar, Italy)
dwoc Iuu trit bdi SOFAR S.p.A. vao ngdy 5 thang 5 nim 1995 & Bé suu tip qudc gia
v& nudi céy vi sinh vat cia vién Pasteur & Paris duéi sb luu trit CNCM I-1572. Ban
dau, ching nay c6 tén Lactobacillus casei DG sub. casei (dugc phan loai lai thanh
Lactobacillus paracasei DG® CNCM 1-1572).

Chung vi khuan Lactobacillus paracasei LPC-S01 duge luu trit & Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen duéi s truy cdp DSM 26760 vao
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ngay 15 thang 05 nam 2017 bdi SOFAR S.p.A. (ngay ndp don chuyén dbi hru trir theo
hiép udc Budapest; ngay luu trit ban ddu: ngay 11 thang 01 nam 2013).

Céac ching Lactobacillus paracasei dugc phan loai lai thanh Lacticaseibacillus
paracasei.

Theo phwong 4n dugc uu tién cia sang ché, ché phdm bao gém Lactobacillus
paracasei LPC-S01 va axit hyaluronic hodc mudi cia né.

Theo khia canh khac dugc wu tién cua sang ché, vi khuidn thudc chi
Bifidobacterium thugc it nhét mot loai trong s6 céac loai dugc chon tir: B. animalis, B.
bifidum, B. breve, B. infantis, B. longum, B. adolescentis, B. catenulatum, B.
angulatum, B. asteroides, B. boum, B. choerinum, B. coryneforme, B. cuniculi,
denticolens, B. dentium, B. gallicum, B. gallinarum, B. indicum, B. inopinatum,

lactis, B. magnum, B. merycicum, B. minimum, B. pseudocatenulatum,

W % = W

pseudolongum, B. pullorum, B. ruminantium, B. saeculare, B. subtile,
thermacidophilum B. thermophilum e B. tsurumiense; t6t hon nita néu dugc chon tir:
Bacillus clausii, Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus megaterium Bacillus
halodurans, Bacillus thuringiensis, Bacillus insolitus e Bacillus marinus.

Theo khia canh khic dugc wu tién cta sang ché, vi khudn thudc chi
Propionibacterium thudc it nhat mot loai trong sb cac loai dugc chon tir: P. shermanii,
P. acnes, P. australiense, P. avidum, P. cyclohexanicum, P. freudenreichii, P.
granulosum, P. jensenii, P. microaerophilum, P. propionicum va P. thoenii.

Theo khia canh khac dugc uu ti€n cua sang ché, vi khuin thudc chi
Streptococcus thudc it nhat mot loai trong sd céc loai duge chon tir: Streptococcus
thermophilus, Streptococcus salivarius, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
anginosus, Streptococcus bovis, Streptococcus canis, Streptococcus constellatus,
Streptococcus  downei,  Streptococcus  dysgalactiae,  Streptococcus — equinus,
Streptococcus ferus, Streptococcus infantarius, Streptococcus iniae, Streptococcus
intermedius, Streptococcus milleri, Streptococcus mitis, Streptococcus mutans,
Streptococcus  oralis, Streptfococcus orisratti, Strepfococcus — parasanguinis,
Streptococcus peroris, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pseudopneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus ratti, Streptococcus tigurinus, Streptococcus

sanguinis, Streptococcus sobrinus, Streptococcus suis, Streptococcus uberis,
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Streptococcus vestibularis, Streptococcus viridans va Streptococcus zooepidemicus.

Theo khia canh khac dugc wu tién cua sang ché, vi khudn thudc chi
Lactococcus thudc it nhat mot loai trong sb cac loai dugc chon tir: L. chungangensis,
L. formosensis, L. fujiensis, L. garvieae, L. lactis, L. piscium, L. plantarum, L.
raffinolactis va L. taiwanensis.

Theo khia canh khac duoc wu ti€n cua sang ché, vi khudn thudc chi
Aerococcus thudc it nhat moét loai trong sb céac loai duoc chon tir: A. wrinae, A.
sanguinicola, A. christensenii, A. suis, A. urinaeequi va A. urinaehominis.

Theo khia canh khic dugc wu ti€n cua sang ché, vi khuin thudc chi
Enterococcus thudc it nhat mot loai trong sb cac loai dugc chon tir: Enterococcus
avium, Enterococcus durans, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Enterococcus  gallinarum, Enterococcus haemoperoxidus, Enterococcus hirae,
Enterococcus malodoratus, Enterococcus moraviensis, Enterococcus mundltii,
Enterococcus pseudoavium, Enterococcus raffinosus va Enterococcus solitarius.

Theo khia canh khiac dugc wu ti€én cua sang ché, ndm men thudc chi
Saccharomyces, tbt hon nita néu thudc cac loai Saccharomyces cerevisiae va/hoac
Saccharomyces boulardii.

Trong h8n hop hoic ché phim cta sang ché, loi khuén, t&t hon 13 14 ching vi
khudn L. casei DG® CNCM I-1572 va/hoic ching vi khudn Lactobacillus paracasei
LPC-S01 DSM 26760, dugc st dung (cing véi axit hyaluronic hozc mudi ctia no)
sbéng, tir 1a ching duoc sir dung lam loi khuén. |

Theo céch khac, cac loi khuén nay, tét hon 1a 13 ching vi khuén L. casei DG®
CNCM 1-1572, va/hoic ching vi khudn Lactobacillus paracasei LPC-S01 DSM
26760 chét va/hoic duge lam bit hoat va/hodc duoc thanh trung nhiét theo phuong
phép Tyndall. |

Vi dy, ching vi khuén séng duoc (loi khuin) ciia sang ché (vidu L. paracasei
LPC-S01 DSM 26760) c6 thé dwoc 1am bt hoat bing cach gia nhiét hodc bit hoat
bing phuong phép tyndall hoic chiéu xa gama hodc siéu 4m. Viéc bit hoat bang cach
gia nhiét hoic bing phuong phép tyndall c¢6 thé dugc thuc hién & nhiét d6 nim trong
khoang tir 50°C dén 120°C, t6t hon 1a ndm trong khoang tir 65°C dén 105°C, t6t hon
nira néu tir 75°C dén 95°C, vi du khoang 85°C, trong thdi gian nim trong khoang tir 30
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phat dén 120 phut, t6t hon 1a tir 45 phit dén 85, vi du khoang 60 phut; hoic, theo cach
khéc bang phuong phép tyndall. Viéc gia nhiét hoic phuwong phap tyndall hodc chiéu
xa gama hodc quy trinh si€u 4m dugc thuc hién theo cac ky thudt, quy trinh va thiét bi
da biét dbi v6i ngudi 6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.

Vi khuin duoc dua vao quy trinh bat hoat béng cach gia nhiét hodc béng
phuong phép tyndall 13 bi chét (diéu khién bing phuong tién dém trén dia va/hogc
phén tich huynh quang té bao) trong khi vach t& bao vain nguyén ven, tot hon 12 & a %
vi khuAn nim trong khoang tir 70% dén 99,5%, tot hon 13 tir 80% dén 95%, tinh theo
tong s6 luwong vi khun duoc dua vao quy trinh gia nhiét hodc k§ thuat bét hoat theo
phuong phép tyndall.

Theo phuong 4n khac, loi khuén, tot hon 13 1a ching vi khuan L. casei DG®
CNCM 1-1572 va/hoic ching vi khudn Lactobacillus paracasei LPC-S01 DSM 26760,
duoc str dung (cing véi axit hyaluronic hoic mubi ctia né) & dang dich tan va/hodc
phén chiét, tie 1a, chung dugc str dung lam tién loi khun.

Theo cach khac, loi khudn, t6t hon 14 14 ching vi khudn L. casei DG® CNCM
[-1572 va/hodc ching vi khuén Lactobacillus paracasei LPC-S01 DSM 26760, dugc
sir dung (cling véi axit hyaluronic hoic mudi ctia né) & dang san pham vi khuan duge
chon tir: dich ndi, chit chuyén ho4, san phém sinh hoc chuyén ho4, sau loi khudn, vach
t€ bao va cac thanh phan ciia ching, exopolysacarit, ribosom va glycoprotein, glucan
va céc polysacarit khéc, lipopolysacarit va thanh phan bét ky ctia dich ndi.

No6i tém lai, theo sang ché, cach bidu dién “(cac) din xudt” cta ching vi
khuén ho#c cua ching vi khuén séng duge hodc loi khuin (vi du L. paracasei LPC-
S01 DSM 26760) tién loi khudn néu trén (dich tan hodc phan chiét) hodc din xuit bit
ky va/hodc thanh phin cta ching vi khuén (dich ndi, chit chuyén ho, san pham sinh
hoc chuyén hod, sau loi khudn, vach t& bio va cac thanh phﬁn cia chung,
exopolysacarit, ribosom va glycoprotein, glucan va céac polysacarit khdc,
lipopolysacarit hodc thanh phan bit ky cua dich nbi) ma, néu dugc ding (qua dudng
miéng hodc dung khu trit) véi lugng thich hop, tao ra loi ich cho ngudi tiéu thu hodc
dong vat.

Theo sang ché, thuat ngtt “loi khuén”, trir khi ¢6 quy dinh khac, cho biét va
bao gdm céc ching vi khudn (vi du L. paracasei LPC-S01 DSM 26760), song va duoc
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lam bét hoat va din xuét cia chting vi khuén, nhu duoc x4c dinh trén day.

No6i chung, cac loi khudn 14 cac vi sinh vat don 1é hodc t6 hop clia céc vi sinh
vat hodc mang ludi, cua cac loai vi sinh vat bét ky duoc liét ké trong danh muc QPS
cua EFSA.

T6t hon, néu ché pham nhu duoc mé ta trén day bao gdm t6 hop cia cac
ching duoc néu trén ddy v6i céc vi sinh vét khac nhu duge mé ta trén day, t6t hon 1a
duoc chon tir: vi khudn, ndm, ndm men va td hop ctia ching.

Tét hon, néu loi khuén 14 chung vi khudn L. casei DG® CNCM I-1572 va/hoic
chung vi khuan Lactobacillus paracasei LPC-S01 DSM 26760, c6 mit trong ché pham
(cing vé6i axit hyaluronic hoic mubi ctia né) voi luong t6i thiéu di dé cho phép tao
khudn lac tam thoi trén da, rudt va/hodc céc vung khac cta sinh vit. Tt hon, néu
lwong nay thay dbi véi ndng d6 nim trong khoang tir 1x10¢ CFU dén 1x10'? CFU, tdt
hon 14 ndm trong khoang tir 108 dén 10'2 don vi vi sinh vat, t5t hon nita néu ndm trong
khoang tir 10° dén 10! don vi vi sinh vét, vi du khoang 1x10° don vi tao khuin lac
(Colony Forming Unit-CFU) hoic 16n hon, so v6i mtic ding hang ngdy (hoic liéu
don) ché phim cia sang ché.

Loi khudn ctia sang ché, t&t hon 13 1 ching vi khudn L. casei DG® CNCM I-
1572 va/hodc chimg vi khudn Lactobacillus paracasei LPC-S01 DSM 26760, t&t hon
14 duge dung véi luong thay dbi nim trong khoang tir 108 dén 10'2 don vi vi sinh vat,
t6t hon nita néu nim trong khoang tir 10° dén 10'! don vi vi sinh vat, d6i véi mdi lan
dung.

Theo khia canh duoc wu tién, viée dung loi khuén, t5t hon 1a 12 vi khun, dugc
thuc hién it nhét 1-2 1an mét ngay. ,

Nhu duoc mé ta trén ddy, ché phdm hodc hdn hop M cua sang ché chira axit
hyaluronic hodc mubi cta né va td hop ciia chung. Axit hyaluronic hozc mudi cia né
(viét tit 1a HA), c6 mit trong ché phdm ciia sing ché cing v6i ching L. paracasei
LPC-S01 DMS 26760 va, tuy ¥, it nhit mot co chat thir nhat hogc thir hai khac (theo
phuong 4n bét ky trong s cac phuong an dugc mo ta), tot hon 13 ¢6 trong lugng phan
tr trung binh ndm trong khoang tir 10 kDa (kiloDalton=1.000,00 Dalton hodc 103
Dalton) dén 3.000 kDa, t6t hon 1a nim trong khoang tir 800 kDa dén 2,500 kDa, t6t
hon nfta néu ndm trong khoang tir 1.000 kDa dén 2.000 kDa, vi du khoang 1.300 kDa,
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1.400 kDa, 1.500 kDa, 1.600 kDa, 1.700 kDa, 1.800 kDa. Theo mot phuong én, mudi
cua axit hyaluronic (vi du, hyaluronat cia kim loai kiém hodc kim loai kiém thé) duoc
chon tir: natri hyaluronat, kali hyaluronat, amoni hyaluronat, canxi hyaluronat, magie
hyaluronat, kém hyaluronat, coban hyaluronat va t& hop cia ching.

Hon nita, theo séng ché, thuat ngft “axit hyaluronic hodc mudi cta n6” hoic
“HA” hodc don gian 13 “axit hyaluronic” duoc ding dé chi axit hyaluronic nhu va axit
hyaluronic dwoc thuy phan (vi du thu dugc bing cach 1én men), cling nhu mudi cta
axit hyaluronic (hyaluronat) nhu dugc mé ta trén day.

Khi axit hyaluronic ctia sang ché 13 axit hyaluronic dwoc thuy phan vé mit cong
nghé sinh hoc bing cach 1én men, n6 c6 thé c6 trong lugng phén tir trung binh khoang
10 kDa. Khi axit hyaluronic ctia sang ché 13 natri hyaluronat (vi du CAS N° 9067-32-
7, Mw-trong luong phéan tir 1.000-1.400 kDa hodc Mw 1.000-1.700 kDa) hodc kali
hyaluronat, né c6 thé c6 trong lwong phén tir trung binh ndm trong khoang tr 1.000
kDa dén 2.000 kDa.

Bén canh L. paracasei LPC-01 DSM 26760 va HA, t6t hon 1a ché pham ctia
sang ché con chira cac t4 duge duge dung va/hoic cac co chét khac (vi du, co chit thir
nhét hodc co chit thit hai nhw dwoc mé ta dudi diy) va/hodc chit mang.

Bén canh L. paracasei LPC-01 DSM 26760 va HA va, tuy y, co chét thir hai
(dwoc xé4c dinh dudi ddy), tot hon 1a ché phdm cta sdng ché con bao gdm co chét thir
nhét duoc chon tir: huyét twong, PRP, tdc nhan seo hod, tac nhén tai tao biéu mo, chat
tao 4m, tc nhan hydrat ho4, tic nhan 1am mém, tdc nhan hap phy, tic nhan lam giam
dau, tdc nhan gitt 4m va tai tao mo, tac nhan chéng viém, thube gidn co, thudc khang
sinh, tic nhan khang vi khudn, tdc nhan chdng nim, tic nhin chdng virut, thudc diét
sinh vét gy hai, peptit va/hodc tac nhan protein va/hodc protein, nhu colagen, céc tac
nhan thuéc mé lién két nhu glycosaminoglycan, t5t hon 14 13 chondroitin sulphat,
va/hodc td hop ciia ching.

Theo phuong 4n cia sang ché, ché phdm duogc bao ché (vi du & dang rin, ban
ran hoic dang 16ng) dé ding khu tra hodc ding khu trt cho da, t6t hon 12 & dang kem,
gel, dau, nhii tuong (hodc bot), dung dich, thé phén tan (dang rén-léng hodc dang 16ng-
16ng), huyén phi, hdn hop hai pha, thube xit (chat long ding dé xit), gac, bang dan,
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bang cudn, thube xuc ngoai da, bot, mat na (mat na &p dung dugc cho da), thubec m&
hodc bdt nhao.

Theo phuong 4n cua sang ché, ché pham dugc bao ché dé dung qua duong
miéng, tdt hon 1a & dang vién nén, vién nang, dang thanh, bdt hat, dang hinh bau duc,
hat hoa tan dugc trong miéng, gbéi hodc vién thudc, huyén phu (vi du lo nho c6 thé
ubng duoc) hodc dung dich (m6t pha hoic hai pha).

Theo cach khéc, ché phidm duoc bao ché theo cach tuy y bang cach tron ché
phim véi nuée.

Theo cach khac, ché phdm dugc bao ché theo cach tuy y bang cach trdn ciing
v6i hai thanh phan, loi khuan (L. paracasei LPC-01 DSM 26760) va axit hyaluronic
hodc mudi cua né, vi du dé tao ra mit na s& duge ap dung cho da hodc huyén phu dé
ding qua dudng miéng (lo nho c¢6 thé ubng). Cu thé, thiét b dé bao ché tuy y ché
phim cta sang ché c¢6 thé bao gém lo nhd chira dung dich trong nuéc chia axit
hyaluronic hodc mubi ciia né va phﬁn & mot du chai (vi du dé bit kin lo nho, nhur nép)
bao gdm chung vi khudn (L. paracasei LPC-01 DSM 26760, sdng dugc hodc duoc lam
bét hoat hodc din xuit cta nd) trong d6 & dang bot rin, hat hodc vién nén; viéc bao
ché tuy v ché phim cua sang ché xay ra bang cach giai phong (vi du bang cach ép)
chung vi khudn & dang rén tir phan & du lo nhé vao dung dich chira axit hyaluronic
hodic mubi ctia né ¢6 trong lo nho.

Theo phuong an dugce wu tién, bén canh L. paracasei LPC-01 DSM 26760 va
HA va, tuy ¥, co chét thir nhit, ché phim cta sang ché con chita cac co chat khac (co
chét tht hai) duge chon tir: axit amin, chit b sung, vitamin, cic nguyén t6 vi luong
nhu k&m va selen, chit dinh dudng da luong va vi chat dinh dudng, enzym va/hodc
cac co chit loi khudn nhu fructooligosacarit (fructooligosaccharide-FOS), galacto-
oligosacarit (galacto-oligosaccharide-GOS), xylo-oligosacarit (xylo-oligosacarit-
X0S), inulin, gébm guar hoic t6 hop cua ching.

Ché phim cua sang ché, chira L. paracasei LPC-01 DSM 26760, HA va, tuy ¥,
co chét thir nhit hodc co chit thir hai, con chira (II) it nhit mot chat phu gia va/hodc ta
duoc duge dung hoic loai ding trong thie phim hoic loai ding trong m§ phdm, ma 14
co chit khong c6 hoat tinh diéu tri thich hop dé str dung trong dugc pham hoic thuc

phdm. Theo sang ché, c4c chit phu gia va/hoic ta dugc chip nhan dugc dé dung trong
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duoc phim hoic thuc phdm hodc m§phim bao gdm tit ca cic co chat phu tro da biét
ddi véi nguoi c6 hidu biét trung binh trong linh vure nay dé bao ché ché phdm & dang
ran, ban rin hodc léng nhu, vi du, chét pha loang, dung méi (bao gém nudce, glyxerin,
rugu etylic), cht hoa tan, tic nhan axit hod, chat don, chét tao ngot, chét tdng cuong
huong vi, chét tao mau, chat bdi tron, chét hoat dong bé mit, chit bao quan, dung dich
dém 6n dinh d6 pH va hén hop ctia ching.

Ché phim cua sang ché, chira ching L. paracasei LPC-S01 DMS 26760 va axit
hyaluronic hodc mudi ctia né va, tuy ¥, co chat thir nhét va/hodc co chit thir hai, c6 thé
la duoc phém (hodc san phém diéu tri sinh hoc séng), ché phém dung thiét bi y té, chét
bb sung an kiéng, thiic an, thuc phém m&i, cac san phém loi khuén, ché phém ddi vai
thuc phim cho muc dich y t& dic biét (food for special medical purpose-FSMP), hogc
ché phdm tham my.

Céc phuong 4n (FRn) clia séng ché s& duoc mb ta duéi day:

FR1. Ché phim bao gdm loi khudn va axit hyaluronic hodc mudi ctia né dé sir dung
trong didu tri, ngin ngira hodc 1am thuyén giam it nht mdt d4u hiéu hoic triéu chimg
¢6 lién quan dén/do 130 hoa da gay ra hodc diéu tri, ngin ngira hoic lam thuyén gidm it
nhit mot ddu hiéu hodc triéu chimg c6 lién quan dén/do mic giam vé hé thong mién
dich cua da giy ra.

FR2. Ché phim dé st dung theo phuong 4n FR1, trong d6 140 hod da dugc chon tir 140
hod da do yéu t6 ndi tai va ldo hod da do yéu t6 bén ngoai.

FR3. Ché phim theo phuong 4n FR2, trong d6 it nhat mét déu hiéu hodc triéu chimg
c6 lién quan dén/ldo hod da do yéu t6 noi tai gdy ra dugc chon tir: nép nhin, yéu da,
mét hoic giam tinh nguyén ven cta da, thiéu tinh dan hdi cta da, thiéu mau da, da
mong, tréc da va mét nudce cia da.

FR4. Ché phém dé str dung theo phuong an FR2, trong do it nhit mot ddu hiéu hoic
tridu chimg c6 lién quan dén/lo hoa da do yéu t6 bén ngoai gay ra dugc chon tir: ban
do, nhidm séc t8, simg hoa, cu thé 13 ting simg hod, do da, bong, duc vo thuy tinh thé,
mdng thit, phan tmg ctia bénh hecpet méi, tdn thwong da c6 ban chit bét k¥, cu thé 1a
tén thwong méi va/hodc mé tiép hop, khéi u ac tinh da, ung thur biéu mé vay da, ung
thu biéu mb t€ bao gbe (ung thu té bao day), ung thu biéu mé té bao vay hoic ung thu

bi€u mo6 mang két.
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FR5. Ché phim d& st dung theo phwong an FR1, trong d6 it nhit mot d4u hiéu hodc
triéu chung c6 lién quan dén/giam hé thdng mién dich cta da giy ra duoc chon tir:
viém da, cu thé 1a c6 lién quan dén kich thich hoic tréy da, mun tring c4, nhiém tring,
viém da, ban do, loét, bénh vay nén, viém da di tmg, viém tai, niit né, éng do va bénh
tri.

FR6. Ché phim dé sir dung theo phwong 4n bét k¥ trong s6 cac phuong an tir FR1 dén
FR-5, trong do t8t hon 1a loi khudn dugc chon tir: vi khudn, ndm, nAm men va t6 hop
cua chung, tdt hon 1a chung la vi khudn thudc it nhdt moét chi duoc chon tir:
Lactobacillus,  Bifidobacterium, Bacillus, Propionibacterium, Streptococcus,
Lactococcus, Aerococcus va Enterococcus.

FR7. Ché phidm dé st dung theo phuong 4n FR6, trong d6 vi khuan thudc chi
Lactqbacillus thudc it nhat mot loai trong sb cac loai duge chon tir: Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus amylolyticus, Lactobacillus
amylovorus, Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus aviaries, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus casei, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus
coryniformis, Lactobacillus crispatus,  Lactobacillus curvatus,  Lactobacillus
delbrueckii, Lactobacillus farciminis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
gallinarum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus hilgardii,
Lactobacillus johnsonii,  Lactobacillus kefiranofaciens,  Lactobacillus kefiri,
Lactobacillus mucosae, Lactobacillus panis, Lactobacillus collinoides, Lactobacillus
paraplantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
pontis,  Lactobacillus reuteri,  Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus sakei,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus sanfrancisensis va td hop ctia chiing.

FR8. Ché phdm dé str dung theo phuong an FR6 hoic FR7, trong d6 vi khuan thudc
loai Lactobacillus paracasei, tot hon 13 1a ching Lactobacillus paracasei DG® CNCM
1-1572 va/hodc chung Lactobacillus paracasei LPC-S01 DSM 26760.

FRY. Ché phdm dé sir dung theo FR bét ky trong sé cac FR néu trén, trong d6 mudi
cua axit hyaluronic dugc chon tir: natri hyaluronat, kali hyaluronat, amoni hyaluronat,
canxi hyaluronat, magie hyaluronat, k&m hyaluronat, coban hyaluronat va to hop ctia
chung.

FR10. Ché phim d& sir dung theo FR bat ky trong sb cac FR néu trén, trong d6 loi
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khuén 1a séng va/hodc chét va/hodc duge 1am bét hoat va/hoic duoc thanh tring nhiét
theo phuong phap Tyndall va/hodc & dang dich tan va/hodc phén chiét va/hodc & dang
san phém vi khudn duoc chon tir: dich ndi, chét chuyén ho4, san phém sinh hoc chuyén
ho4, sau loi khuén, vach té bao va cac thanh ph?m cua no, exopolysacarit, ribosom va
glycoprotein, glucan va cac polysacarit khac, lipopolysacarit va thanh phan bat ky cta
dich ndi.
FR11. Ché phdm d& sir dung theo FR bat ky trong sb cic FR néu trén, trong d6 loi
khuén c6 mit v6i luong thay dbi ndm trong khoang tir 108 dén 10'2 don vi vi sinh vat,
t6t hon 14 ndm trong khoang tir 10° d&n 10! don vi vi sinh vat.
FR12. Ché phdm dé st dung theo FR bat ky trong sé cac FR néu trén & dang kem, gel,
dau, nhii tuong, dung dich phun, gac, miéng dan, bang, thube xuc ngoai ra, bot, mat
na. thuéc m&, bot nho hodc ché phim dang long dé bao ché theo cach tuy y.

© Thuét ngft “diéu tri” hodc “tri liéu” hodc “phuong phap diéu tri” theo sang ché
dwoc ding dé chi su can thiép di véi dbi tugng c6 nhu ciu nay, bao gbm viée ding
luong c6 tac dung diéu tri cua ché phém hogic hdén hop M cta sang ché, nhdm muc
dich loai trir, giam/lam giam hodc ngdn ngira bénh ly hodc bénh va triéu chimg hoac
céc rdi loan cta né.

Thuat ngit “luong c6 tic dung diéu tri” dung dé chi luong hoat chit va/hoic
ching vi khuin ma tao ra dap ung sinh hoc hodc y khoa trong mo, hé théng, dong vat
c6 va hodc nguodi ma tim kiém va duoc x4c dinh boi ca nhan, nha nghién ctru, bac si
tht y, thiy thubc hodc bac s§ 14m sang hodc nhén vién y té khac.

Theo sang ché, thuat ngit “dbi tugng” dugc dung dé chi dbi twong 1a nguoi hoidc
d6i tuong 1a dong vat (vi du dong vat nudi, nhu ché hodc méo hodc cac dong vat c6 va
khac). Tét hon, néu cac ché phdm ciia sang ché 1a dé str dung trong phuong phép diéu
tri y khoa hoic dé str dung thAm m¥ cho dbi tuong la nguoi.

Theo séang ché, thuat ngtr "thiét bi y € duoc dung véi nghia theo Nghi dinh sb
46 ngay 24 thang 2 nam 1997, hoic theo quy dinh vé thiét bi y t& méi (EU) 2017/745
(MDR).

Theo sing ché, thuat ngit "thuc pham méi" duge ding véi nghia theo
Regulation EC 258 ndm 1997.

Néu khong c¢6 quy dinh khéc, thuit ngit ché pham hozc hdn hop hoidc theo cach
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khic bao gdm thanh phén véi lugng “nim trong khoang tir x dén y” duge ding dé chi
thanh phin c6 thé ¢6 mit trong ché phdm hoic hdn hop hodc phan chiét hoic theo cach
khéc vdi tht ca cac lugng c6 mit trong khoang nay, tham chi néu khéng duge quy dinh

1d, cac sO cuc tri cia khodng dugc bao gom.

Vi du thwe hién sang ché
Vidu A

Kem theo sang ché bao gdm ching L. paracasei LPC-S01 DMS 26760 va axit
hyaluronic hodc muéi ciia né:
@8 tao ra kem nay, chung LPC-S01 DSM 26760 (séng dugc hoic duge 1am bt hoat) —
duoc 1am déng khd & dang bot hodc vién nang chira bot (khodng 8x10° CFU) — duge

hoa tan trong 13 ml kem chii yéu chira axit hyaluronic (viét tit 1a kem HA).

Vi du vé ché phém dang kem HA (% trong luong/trong lugng):

- nudc (dung mdi) vira di & 100%;

- co chét chire: octocrylen (tac nhan loc UV-B) 2-8% (4,5%), BMDBM bao nang dugc
lam 6n dinh véi octocrylen (tdc nhan loc UV-B) 0,1-5% (2%), dung dich dém hitu co
bo (butyrospermum parkii = bo) (CAS N° 194043-92-0) 0,1-4% (1%), hdn hop
colagen va panthenol 0,1-4% (1%), butyl metoxydibenzoylmetan (tac nhan loc UV-A)
0,1-4% (1%), vitamin E 0,01-1% (0,3%), than cdy danh danh 0,01-1% (0,1%), axit
hyaluronic trong lugng phén tir thip (vi du CAS N° 9004-61-9) 0,005-1% (0,05%),
axit hyaluronic trong lugng phén tr trung binh/cao (vi du CAS N° 9067-32-7) 0,005-
1% (0,02%);

- t& dugc va cac chét phy tro (2-10% trong luong, theo cic yéu cau k§ thuat di biét ddi
voi ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc niy): chit chdng oxy hoa (vi du
tocopheryl axetat), chét bao quan (vi du phenoxyetanol, kali sorbat), chét hoat dong bé
mit-chét nhii hoa (vi du xetearyl glucosit, rugu xetylic), chét 6n dinh nhii tuong (vi du
carbome), dung méi (vi du 1,2-hexandiol), chit mai mon (vi du silic dioxit), chit gin
két (vi du PVP), chét tao 4m (vi du glyxerin), va/hodc tic nhin dudng da (vi du

dimethicon, gom xanthan, tropolon).
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ViduB

Mit na theo séng ché bao gém chung L. paracasei LPC-S01 DMS 26760 va
axit hyaluronic hoic mubi ctia né:
d8 tao ra mit na, ching LPC-S01 DSM 26760 (séng duoc hodc duge 1am bét hoat, 6t
hon 14 sdng dugc) — duoc dong khd & dang bot hodc vién nang chira bot (khoang 8x10°
CFU) — duoc hoa tan trong dung dich nuéc chura axit hyaluronic hodc mubi cia no, vi
du, dung dich c6 cac thanh phin dugc néu trong bang A, trong d6 axit hyaluronic
trong luong phan tir thip (vi du CAS N° 9004-61-9) 0,01-2% (0,1%) va axit
hyaluronic trong lugng phan tr trung binh/cao (vi du CAS N° 9067-32-7) 0,005-1%
(0,05%) c6 mat & % theo trong lugng (tinh theo tdng trong lwong cia dung dich nuée

chtra axit hyaluronic).

Thanh phan CAS N°
nuoc 7732-18-5
propandiol 504-63-2
natri hyaluronat 9067-32-7
phenoxyetanol 122-99-6
1,2-hexandiol 6920-22-5
caprylyl glycol 1117-86-8
axit hyaluronic thuy phan 9004-61-9
natri hydroxit 1310-73-2
chat phu trg/ta dugc -

Bang A

- Chung L. paracasei LPC-S01 DMS 26760 dugc 1am bt hoat bang cach gia nhiét:

Phan thtr nghiém — (1)
Episkin T-Skin™MODEL (m hinh da 3D)
Episkin T-Skin™ (viét tit 1a T-Skin hoic “da day diy di” hodc da 3D) trong

md hinh da 3D duoc tai cAu truc in vitro, bao gdm ha bi va bidu bi (md hinh da day
day du).
Episkin T-Skin™ 14 da dwoc tai cAu tric in vitro c¢6 phan da twong duong véi

nguyén bao soi cia ngudi duoc xép chdng 1én 16p biéu bi phan ting khéc biét thu duge
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tir t& bao bibu md simg cua ngudi binh thuong duge nudi cdy trén dung cu loc
polycarbonat tro.

Mo hinh da ngudi duge tai cAu tric in vitro gin hon - khi xét dén hinh thai hoc
(biéu mé nhibu 16p), cac dic tinh sinh hod va sinh ly - v6i mo clia ngudi in vivo va
ching 1a su thay thé hira hen nhét d6i véi dong vat, vdi mo céy ghép ex vivo va vdi cac
16p don té bao xép chong dé danh gi4 hidu qua va tinh an toan cla viéc 4p dung khu
trti san pham (Gordon et al. 2015, Zuang V. 2016).

Su twong quan sinh hoc va kha nang dy dodn cta cdc m6 hinh nay thu dugc
nhd su ¢6 mit ctia md duoc td chirc véi cac 16p khac nhau cia t€ bao séng ma cho
phép d4nh gi4 ca san pham duoc 4p dung khu trii & cac liéu 14m sang thuc va cac diéu
kién tiép xvc. Viéc didu tri da ngudi bing cac san phdm duogc ding khu tr, nhu m¥
phim, din dén dap tmg hé gen ma c6 con dudng dong hoc va né thé hién tin hidu t&
bao tht nhit, & mic phién ma, dap tmg v6i dong su kién. M6 3D ctia ngudi la hé
théng thtr nghiém thich hop dé& nghién ctru co ché hoat dong va dnh gia hiéu qua cta
san phim khi xét dén ca dap ung hé gen truc tiép va két qua cua giao tiép t€ bao va
giao tiép chéo thong qua cac tac nhan trung gian c6 thé hoa tan va su biéu hién ctia cac

tac nhan d4nh d4u sinh hoc riéng.

1. M6 hinh can bang (khéng viém) dbi voi mé hinh Episkin T-Skin™

Trong nghién ctru in vitro hién tai ctia mé hinh can bing trén mé hinh Episkin
T-Skin™, hiéu qua c6 loi dbi voi su cin bing da ctia ché phdm theo sédng ché chira axit
hyaluronic (HA) va chung vi khudn séng duoc hodc duge lam bét hoat LPC-S01 DSM
26760 dugc danh gia dé khai thac tmg dung tiém 4n ciia né va hiéu qua chim séc da
cua no.

Muc dich ctia nghién ctru nay 1a dé nghién ctru kha ning dung nap ctia da ctia
ché phim theo sang ché sau khi tiép xuc véi ndng do cao va dé danh gia hidu qua ctia
ching &:

» murc tang cudng kha nang tu bao v€ da nho su kich img cia céc peptit khang vi sinh
Vat,
« kich thich d4p tmg mién dich bim sinh ctia t& bao biéu mé simg, ti tao va phan hod

bicu bi,

22



53195 23/57

* kich Umg sy téi tao tich cuc biéu bi va céc khoang da, tac dung duédi dang tdc nhin

chéng 130 hoa.

I.1. Chung vi khudn séng duoc — M6 hinh can bang

I.1.1. San phdm theo su phén tich va dbi chimg.

- Dbi chig 4m tinh (NC): dung dich nuée mudi NaCl 0,9%.

- P1: ching séng dugec LPC-S01 DSM 26760 dugc tao huyén phu lai trong dung dich
nudc mudi;

- P2: dung dich nudc axit hyaluronic (nhu trong vi du B (mat na) duoc néu trén day);

- P3: ching sbéng dugec LPC-S01 DSM 26760 duge tao huyén phu lai trong dung dich
nudce axit hyaluronic;

Pé tao ra P3, ham luong vién nang chira bt (khoang 8x10° CFU) ching séng
dugc duoe dong khé LPC-S01 DSM 26760 dugc hoa tan trong 13 ml dung dich nudc
axit hyaluronic.

Dé tao ra P1 (chi mot chung), ham lugng vién nang chira bot (khoang 8x10°
CFU) chung séng duoc dugc dong khdé LPC-S01 DSM 26760 dugce tao huyén phu lai

trong 13 ml dung dich nudc mudi.

1.1.2. Banh gi4 theo phuong phép gia ting kha ning tw bao vé va kha ning tai tao té
bao

Su gia tang kha nang tu bdo vé va kha nang tai tao t€ bao cua chung loi khuin
LPC-S01 (Lactobacillus paracasei LPC-S01 DSM 26760, séng duoc; P1), ctia ching
loi khuén LPC-S01 (séng dugc) + axit hyaluronic (P3) va axit hyaluronic (P2) dugc
danh gi4 trén moé hinh da 3D day du duoc tai cau triic in vitro ma tai tao cac khoang
ctia ha bi va biéu bi va do d6 cho phép nghién ctru céc cai bién ctia chat nén ngoai bao
ctia ha bi va su phdn hod ctia cac 16p da séng dwoc (md hinh “da day day du”).

Nghién ciru tap trung vao viéc danh gia hiéu qua cua ching LPC-S01 DSM
26760, axit hyaluronic va ché phidm bao gdm ching LPC-S01 + axit hyaluronic do6i
v6i su hoat hoa dap tmg mién dich, phan hoa t& bao bidu bi va téi tao té bao ha bi.
Ching LPC-S01 DSM 26760, axit hyaluronic va ché phdm bao gdm chiing lgi khuin
LPC-S01 + axit hyaluronic dugc ap dung (30 pl) truc tiép 1én bé mat ciia md hinh da
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3D, @ trong 8 gid va sau do rira bang cach str dung dung dich nurdce mudi dé loai bé san
pham du thira. M6 duoce nudi ciy trong 16 gidy nita trude khi phén tich, dé m6 phong
su tiép xuc thuc ctia mét na trong 24 gio.

Dung dich nuéc mudi duge sir dung lam ddi chimg 4m tinh (NC).

Céc tham sb sau dy dwoc phén tich so véi dbi chimg 4m tinh (theo cac phuong
phap da biét d6i voi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay):
 Phéan tich m6 hoc béng cach nhudém tricrom Masson;
« Sur bidu hién gen (QRT-PCR) cua tac nhin danh d4u sinh hoc chinh vé kha ning bao
vé da (HBD2 va CCL27), d4p tmg min dich bim sinh (TLR2), mic phan hoa biéu bi
(KRT14, LOR va IVL), sy tai tao biéu bi (HAS-2, CD44, Colagen III, IV va XIII,
KGF va EGF);
« Muc tdn thuong té bao bing cach dinh lwong su gidi phong adenylat kinaza (viét tit
la AK) (thtr nghiém Toxilight).

Cac thtr nghiém dugc thuc hién theo bd ba sinh hoc.

1.1.2.1. Phan tich hinh thai m6 hoc bang cach nhudém tricrom Masson

Khi két thic qué trinh xi Iy, mé duogc rira bing dung dich nuéc mubi va duoc
¢ dinh trong formalin 10%. Cac phin mé duoc danh déu bang cach sir dung kit
tricrom Masson (Abcam 150686) theo huéng dan ctia nha san xuét. P4i véi mdi mau,
3 14n thu nhan bing kinh hién vi dugc thuc hién trén 3 phan mo khac nhau. Cac mau
md hoc dugc phén tich dudi kinh hién vi quang hoc (d6 phéng dai 20x va 40x) va céc

cai bién hinh théi clla mo6 dugc danh gia.

1.1.2.2. Phan tich PCR theo thoi gian thuc

Khi két thtc qué trinh xit 1y, thu gom mé trong dung dich dém tan dé trich xuét
ARN va phién ma nguoc ADN bb trg. Tinh nguyén ven ciia ARN dugc dénh gia bang
cach nap ARN dugc trich XuAt trong gel agaroza 1%: soi ribosom 18S va 28S duoc
phat hién. GAPDH duoc sir dung lam gen d6i chtmg ndi sinh dé tiéu chuén ho4 lugng
nap vao. Phép phén tich dit liéu thu dugc duge thuc hién bing cach sir dung céac

phuong phép da biét di véi ngudi cé hiéu biét trung binh trong Iinh vyc nay.
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1.1.3. Két qua hoat hod kha niang tu bao vé va kha nang tai tao t€ bao
1.1.3.1. Két qua cta phép phan tich hinh thdi mé hoc bing cich nhudm tricrom
Masson.

Sau khi U bing dung dich nuéc mudi, d6i chimg am tinh (Fig.1A) khong thé
hién su thay dbi hinh thai hoc va/hodc ciu tric trong ca biéu bi va ha bi. Su phan b
soi colagen dugc dinh hudng va chira nguyén bao soi.

Viéc diéu tri bang chang LPC-S01 DSM 26760 (sdng dugc) khong 1am thay dbi
déng dé cAu tric cua biéu bi va ha bi. Soi colagen va sy phin b cia chung thé do day
giam va mat do soi giam so v6i dbi chimg 4m tinh (Fig. 1B).

Viéc diéu tri bing axit hyaluronic khong 1am thay d6i dang ké cAu tric cta biéu
bi va ha bi. Soi colagen thé hién mat d6 giam so v&i ddi chimg 4m tinh (Fig.2A).

Viée diéu tri bing ching loi khudn LPC-S01 DSM 26760 (séng duoc) + axit
hyaluronic ¢6 kh4 ning lam thay dbi hinh thai hoc ctia biéu bi, cu thé 13 16p simg méng

hon, 1am gia tdng quy trinh phan hoa (Fig.2B).

1.1.3.2. Két qua PCR thoi gian thue (QRT-PCR).

Bang 1 thé hién phép dinh lugng twong d6i (relative quantification-RQ), so v&i
dbi chirmg am tinh, cua céc tri sb thu duoc bang PCR thoi gian thuc, ctia mo duge xir
ly bing LPC-S01 DSM 26760 (sdng dugc), axit hyaluronic va LPC-S01 DSM 26760

(séng duoc)+ axit hyaluronic.

Béang 1
Axit
Tac nhan
i Axit hyaluronic
Khoang Chirc ning |danh dau LPC-S01
hyaluronic+  LPC-
sinh hoc
S01
Biéu bi Defensin
B2 cta| 5,80 0,59 2,18
Bao vé da )
nguoi
CCL27 1,12 0,87 0,96
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Dap tmg
mién  dich|TLR2 0,93 1,38
. 1,94
bam sinh
Xytokeratin
1,11 0,96 1,23
Phan hoa| 14
biéu bi Loricrin 0,59 1,35 1,68
Involucrin | 1,50 0,98 1,30
Colagen
, ﬂ 0,91 1,06 0,92
Cau truc biéu | XIII
bi KGF 0,61 1,08 0,37
EGF 0,95 1,09 1,61
HAS-2 0,53 1,08 0,53
Tai tao té|CD44 1,00 1,10
) 1,09
bao, chong
Ha bi . ,
laio hod, co|Colagen III |0,45 0,75 0,33
chat € bao  |Colagen IV | 1,00 1,01 0,12
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Viéc didu tri bang loi khudn LPC-S01 DSM 26760 lam ting defensin B2 cua

mién dich bam sinh cta da.

ngudi (HBD2) va TLR2. Céc dit lidu nay phi hop v6i céc dic tinh diéu bién mién dich

ctia loi khuén va ching thé hién kha ning kich ting bao vé da va ting cuong dap tng

Viéc diéu tri bang axit hyaluronic khong thé gay ra su diéu bién bicu hién cua

d6i twong gen danh gia.

Viée diéu tri bing axit hyaluronic + LPC-S01 DSM 26760 lam ting mtc biéu
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N6i chung, cac két qua thu dugc cho biét ring khi 4p dung riéng loi khuin
LPC-S01 DSM 26760 tao ra tac dung tich cuc dbi v6i da biang cach ting cudng tinh
mién dich bdm sinh ctia n6 (dua trén TLR2 va HBD-2).

Axit hyaluronic dugc ap dung riéng khong tao ra tc dung tich cuc d6i voi da;
trai lai, LPC-S01 dua vao trong ciing ché pham véi axit hyaluronic c6 kha niang duy tri

hoat tinh chinh ctia n6 d 1am ting cudng kha nang bao vé bam sinh cta da.

I.1.3.4 Két qua giai phong adenylat kinaza (thtr nghiém Toxilight).

Ham luong adenylat kinaza dugc giai phong boi mé duge xir Iy bing cac san
phédm ctia nghién ciru thé hién mic sinh kha dung t6t cia cic san pham sau 8 va 16 gid
i
I.1.4. Két luan

Céc két qua thu duge cho biét ring viée diéu tri bing axit hyaluronic + LPC-
S01 DSM 26760 (séng va séng dugc) 12 hira hen nhét, thé hién hiéu qua tich cuc ddi
v6i su cai thién quy trinh phin hoé da, ddi véi sy tai tao da va ndi chung 14 lam ting
cudng ciu tric ctia khoang da bing cach 1am ting mang luéi colagen. Do d6, viéc
ding két hop axit hyaluronic va loi khudn LPC-S01 DSM 26760 (P3) da thé hién tac
dung hiép ddng trong viéc ting cudng cAu tric ha bi, tham gia vao cac yéu t6 chinh
cla qué trinh phén hod va ti tao té bao. Tc dung hiép ddng nay khong thé du doan
duogc do viée dung axit hyaluronic va loi khuin LPC-S01 DSM 26760 mét cach riéng

biét khong thé hién tac dung dang ké d6i v6i su phan ho4 da.

1.2. Ching vi khuén bat hoat — M hinh néi can bang

1.2.1. Céc san phdm s& duoc phén tich va lam ddi chimg.

- dbi chumg am tinh (NC): dung dich nuéc mudi NaCl 0,9%;

- P1-i.: chung bét hoat LPC-S01 DMS 26760 duoc tao huyén phti lai trong dung dich
nude mudi (10° té bao/md), sir dung ndng d6 2 g LPC-S01/ml;

- P2-i.: kem duogc tao thanh chu yéu tir axit hyaluronic (nhw trong vi du A (kem) duoc

mo ta trén day);
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- P3-i.: chimg bat hoat LPC-S01 DSM 26760 duoc tao huyén phu lai trong kem dugc
tao thanh chu yéu tir axit hyaluronic (twong tu v6i P2-1.) (10° té bao/mé), st dung ndng
d6 2 g té bao/ml.

Dé tao ra P3-i., ham luong vién nang chira bot (khoang 8x10° CFU) ching bat
hoat déng kho LPC-S01 DSM 26760 dugc hoa tan trong kem dugc tao thanh chu yéu
tir axit hyaluronic.

Dé tao ra P1-i. (chi mot ching nay), ham luong vién nang chira bot (khoang
8x10° CFU) ching bat hoat déng khé LPC-S01 DSM 26760 duoc tao huyén phu lai

trong dung dich nudc muoi.

1.2.2. Su bit hoat ching vi khuén trong phan tich.

Nguyén liéu khoi dau: t& bao vi khuan sbng dugc ctia chung LPC-S01 DSM
26760 & dang dong khd véi luong té bao sbng duoc 2 * 10! t& bao/g bot.

Ngay trude khi xir 1y, can trong luong 2 g bdt va tao huyén phi lai trong 4 mL
dung dich nudc mudi dé thu duge huyén phit 10! t& bao vi khuin/mL dung dich nuéc
mudi. Str dung 30 pL huyén phil ndy dé x4c nhan lwong vi khuan hitu hi¢u bang cach
dém trén thach MRS.

Vao ngay xir 1y, huyén phi chtra ching vi khuan duoc tao ra trong dung dich
nude mudi duoc 1am bét hoat bing nhiét bang cach u huyén phii vi khuén & 85°C trong
1 gio. Sau khoang thoi gian nay, vi khudn dugc chia vao trong 4 6ng thir nghiém
eppendorf (mdi bng chtra 1 ml, twong tmg véi 101! té bao vi khuan) va ly tdm. Sau do,
tao huyén ph lai vién trong:

- 1 ml dung dich nuéc mudi, thu dugc P1-i.

- 1 ml kem duoc tao thanh chu yéu tir axit hyaluronic, thu dugc P3-i.

1.2.3. Phuong phép.

San phim s& dugc phan tich va trong ddi ching am tinh (P1-i., P2-i., P3-i., NC:
15 pl) duoc phu truc tiép 1én bé mit mé ctia moé hinh T-Skin trong 24 gid va 48 gid
trong diu kién ndi can bing. Bing cach pha 15 pL huyén phi P1-i va P3-i., 10° vi
khuin/mé duoc phu.
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Céc tham sb sau ddy duoc phan tich so véi d6i chimg khéng duoc xir 1y (dbi
ching am tinh, NC):
o Phan tich hinh thai mé hoc bing cach nhuém H&E (Hematoxylin & Eosin);
» Mtic biéu hién gen (bing RT-qPCR) cua tac nhan danh d4u sinh hoc chinh véd kha
ning bao vé da (defensin 2 ctia nguoi (DEFB4)), dap tmg mién dich bam sinh (TLR2,
TNFa), sy phin hod va tai tao biéu bi (TGMS-1, CCND1, TGF-B1).

Céc thir nghiém dugc thuc hién theo bg ba sinh hoc.

1.2.4. Két qua.
1.2.4.1. Két qua ctia phép phén tich hinh thai m6 hoc H&E & 24 gio va 48 gid

Ba phan mo theo phuong thing dimg (c6 3 ban sao) dwoc tao ra trén moi dudng
truot md hoc; 5 14n thu nhan bing kinh hién vi duoc thuc hién trén phﬁn duoc lua
chon. Déi véi mdi ban sao sinh hoc, 14n thu nhan tiéu bidu nhit cla phén Irra chon
duoc bao céo. Do day trung binh dwoc tinh toan dira trén 5 14n thu nhan bang kinh hién
Vi.

Céc két qua duoc bao cao duéi day:
CN ¢ 24 gio (Fig.6a):
- Biéu bi: séng duoc hoan toan va véi ciu triic 16p mang simg (SC) khong doi;
- Tiép giap da-biéu bi: tinh nguyén ven clia ciu tric dugc quan sét;
- Su phén bd soi va colagen: dugc dinh huéng va bao gdm nhiéu nguyén bao soi.
P1-i. & 24 gid (khéng duogc thé hién trén hinh vé& Fig):
- Biéu bi: sy khéc nhau dugc quan sét trong cting mot ban sao, c6 thé c6 lién quan dén
su phan bd khong dong nhét; c6 thé quan sat duoc nhiéu t€ bao ¢6 hoat tinh chuyén
hoa va tdng sinh; mgt vai nhan két dic; céu truc 16p SC duong nhu khong bi thay dbi
dang ké;
P3-i. & 24 gio (Fig.6b):
- Biéu bi: su khac nhau dugc quan sat trong cung mot ban sao, co thé c6 lién quan dén
su phan bd khong ddng nhit; ¢6 thé quan sat duogc nhiéu t€ bao ¢6 hoat tinh chuyén
hod va ting sinh; mdt vai nhin két dic; cdu tric 16p simg (SC) dudng nhu bi thay déi
déang ké;

- Tiép gidp da-bi€u bi: tinh nguyén ven cta cau tric dugc quan sat;

29



53195 30/57

- Phén b6 soi va colagen: mat 46 duoc dinh huéng, nhé gon va chira nhiéu nguyén bao

SO1.

NC ¢ 48 gio (Fig.6c¢):
- Biéu bi: séng dwoc hoan toan va ciu tric 16p simg (SC) khong ddi;
- Tiép giap da-biéu bi: tach ra va mat tinh nguyén ven (mé dé bi v& do yéu téi noi tai)
duoc quan sat;
- Phan b6 soi va colagen: duge dinh hudng va chira nhidu nguyén bao soi.
P1-i. & 48 gidr (khong duogc thé hién trén hinh vé& Fig.):
- Biéu bi: biéu bi duoc phan hod hoan toan dugc quan sat; mo thé hién SC dugc thay
d6i - khi xét dén ciu tric va dd day - do sy ting sinh va phan hod 1én hon.
P3-i. ¢ 48 gio (Fig.6d):
- Biéu bi: sur khac nhau duoc quan sat trong cling mot ban sao, c6 thé ¢6 lién quan dén
sy phan bd khong déng nhét; c6 thé quan sat duoc hhiéu t€ bao c6 hoat tinh chuyén
hod va tang sinh; mot vai nhan két dic; ciu trac 16p simg (SC) dudong nhu bi thay dbi
do su ting sinh 16n hon;
- Tiép giap da-biéu bi: tinh nguyén ven cta ciu tric dugc quan sat;
- Phéan bé soi va colagen: duoc dinh huéng va bao gé)m nhiéu nguyén bao soi; mat do
16n hon va nhé gon so v6i ddi chimg 4m tinh.

Céc dit liéu dugc néu trén day ching minh ring ché pham P3-i. (ching bat hoat
+ HA) hoat dong trong thoi gian ngén hon va véi hiéu qua 16n hon so v&i ché phim
P1-i (chi chung bét hoat nay), thé hién ring sau khi 4p dung cho mé P3-i & 24 gid, cAu
trac 16p stmg (SC) dudng nhu bi thay ddi, trong khi sau khi 4p dung P1-1, can phai chd
doi trong 48 gid trwde khi quan sat su thay ddi ctia cAu triic l6p SC.

1.2.4.2. Két qua PCR thoi gian thuc
1.2.4.2.1. Két qua PCR thoi gian thuc & 24 gid

Fig.7 thé hién két qua biéu hién gen (QRT-PCR) & 24 gi (RQ dugc tinh toan
v6i NC & 24 gid=1; didu chinh giam RQ<0,5, didu chinh ting RQ>2)

Két qua biéu hién gen dinh lugng twong dbi (RQ) (GQRT-PCR) thu dugc trong
md duoc xir Iy bang ché pham s& duge phan tich (P1-i., P2-i., P3-i.) & 24 git duge
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tbng két trén Fig.7 dudi day. Két qua duoc bidu hién so v6i dbi chimg am tinh (NC &
24 giy = 1; diéu chinh giam RQ<0,5, diéu chinh ting RQ>2).
N6i chung, viéc 4p dung khéng hoan toan ddng nhét ché phim s& dugc phan

tich din dén kha nang thay dbi sinh hoc cao giita ba ban sao.

Sau 24 gid xtr 1y:

* Chung loi khuén bat hoat s& duoc phéan tich, riéng (P1-1) hodc c6 trong ché phém bao
gém HA (P3-i), gdy diéu chinh ting defensin 2 ctia ngudi (DEFB4). Cac dit lidu nay
phil hop v6i cac dic tinh didu bién mién dich cta ching séng dwge LPC-S01 DMS
26760 dugc quan sat trong phan I.1.3.1. va chiing thé hién kha ning khoi mao bao vé
da thim chi trong didu kién khong séng duoc. Do d6, hoat tinh diéu bién mién dich
nay c6 thé twong quan véi cac yéu td tiép xtic bén ngoai trong vach té bao vi khuin,

> Ché phim chi chira HA (P2-1.) khong didu bién defensin B2 ctia ngudi (DEFB4): két
quéa nay xac nhén rang viéc didu chinh ting DEFB4 & P3-i. (ching+HA) c6 lién quan
theo céach loai trir v6i su ¢6 mit cia vi khuén.

« ché pham P3-i. (ching + HA) gay diéu chinh ting defensin B2 ctia ngudi (DEFB4) &
24 gid theo cach cao hon (médc du khong dang k&) khi so v6i P1-i. (chi c6 ching). Viéc
didu chinh d4ng k& TNFa dwoc dinh luong cho biét su kich vmg dép tmg viém c6 thé
12 do nhan biét mién dich ctia vi khuin boi bé mat da. Do tac dung nay khong duogc
quan sat trong md dugc xit 1y bang P2-i. (chi c6 HA), két qua nay c6 thé c6 lién quan

dén liéu cao ctia chung LPC-S01 DMS 26760 chira trong ché phim P3-i.

1.2.4.2.2. Két qua PCR thoi gian thuc & 48 gio

Viéc kich tng defensin B2 ciia ngudi (DEFB4) boi ching vi khuin bat hoat s&
dwoc phén tich (c4 trong P1-i. va P3-1.) duoc x4c dinh, véi céc tri s6 16n hon thoi diém
24 gid (phan 1.2.4.2.1.), cho biét dap tmg sinh hoc 6n dinh va ting cudng bao vé da,
dan dén co ché bao vé hiru hiéu.
1.2.5. Két luan.

Trong moé hinh ndi can bing (khong viém), ché phim theo sing ché P3-i.
(ching bét hoat + HA), bao gdm t4 hop ctia chiing vi khudn LPC-S01 DMS 26760 bét

hoat va axit hyaluronic, dugc dung nap t6t trong m6 hinh da 3D va c6 kha nang kich
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thich co ché bao vé co thé va quy trinh phén hoa t€ bao khi so v&i cac thanh phan don
1¢ va/hodc dbi ching Am tinh.

Cu thé, mc hitu hiéu cta ché phdm cia sang ché P3-i. (ching bat hoat + HA)
dat duoc trong thoi gian ngén hon khi so v6i ching vi khun khong két hop véi axit
hyaluronic (P1-1.).

II. M6 hinh viém trén m6 hinh Episkin T-Skin™

Khé nang clia cdc ché phdm theo séng ché, bao gdm ching vi khuan LPC-S01
DMS 26760 (sbng duoc hoic bit hoat) va axit hyaluronic, 1am gidm ton thuong do
burc xa tia cuc tim giy ra duge danh gié trén md hinh da duogc tai cAu trac in vitro 3D
dAy di ma tai tao cac khoang ctia ha bi va biéu bi (md hinh T-Skin™), do d6 cho phép
nghién ctru c4c thay dbi ctia chit nén ngoai bao ctia ha bi va su phéan hoa cac 16p séng
dugc (m6 hinh da c6 d6 day diy di).

Viéc danh gid nay dugc thuc hién theo hai md hinh, mé hinh viém A (xr ly so
b6 trén mo khong bi tdn thuong) va mé hinh viém B (trwc va sau xir 1y trén mé bi ton
thuong), dugc mo ta dudi day.

II.A. M6 hinh viém A d8i v6i ching vi khuén séng dugc hoic bét hoat

ILA.1. C4c san phim s& duoc phan tich va dbi chimg.

- P1: LPC-S01 DMS 26760 séng dugce dugc tao huyén phu lai trong dung dich nuéce
mudi,

- P2: dung dich axit hyaluronic (xem I.1.1. Mét na);

- P3: LPC-S01 DMS 26760 séng duogc duoc tao huyén phu lai trong dung dich axit
hyaluronic,

- P1-i.: LPC-S01 DMS 26760 bat hoat va dugc tao huyén phu lai trong dung dich nudc
mudi,

- P2-i.: dung dich axit hyaluronic (xem I.1.1. Mét na);

- P3-i.: LPC-S01 DMS 26760 bat hoat dugc tao huyén phu lai trong dung dich axit
hyaluronic,

- Pbi chimg duwong tinh (PC): md dugc xtt Iy bing dung dich nuéc mudi NaCl 0,9%,
dugc mai mon va duoc tiép xuc voi bire xa tia cuc tim.

- Bbi chimg 4m tinh (NC): md duoc xit Iy bing dung dich nuéc mudi NaCl 0,9% ma

khdng ti€p xuc véi buc xa tia cuc tim.
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P1 (chi c6 ching séng dugc) va P3 (ching séng duoc + HA) 14n luot duoc tao ra bang
cach tao huyén phi lai ham lwong vién nang chia ching vi khuan déng kho (CFU
8x10%) trong 13 ml dung dich nuéc mubdi chira axit hyaluronic.

P1-i. (chi c¢6 ching bit hoat) va P3-i. (ching bat hoat + HA) 1an luot duoc tao ra bing
cach tao huyén phu lai ham luong vién nang chta ching vi khuén dong kho (CFU
8x10°) trong dung dich nuéc mudi va u & 85°C trong 1 gid. Sau thoi gian nay, lan luot
vi khudn duogc ly tdm va vién duogc tao huyén phu trong 13 ml dung dich nudc mubi
trén axit hyaluronic (hodc kem).

IL.A. Phuong phép dénh gia mirc giam tén thuong do tia cuc tim

Mirc giam tdn thuong do tia cuc tim ciia ching loi khuan LPC-S01 DSM 26760
(séng va sdng duoc hodc bit hoat) dugc danh gia trén moé hinh “da day hoan toan”,
nhu dugc mo ta trén day. Nghién ctru tdp chung vao tac dung cta ching LPC-S01, axit
hyaluronic va ché phdm bao gdm ching LPC-S01 DSM 26760 + axit hyaluronic déi
v6i hinh thai hoc cia mé dwoc danh ddu haematoxylin-eosin va ddi véi su kich ting
cac thé gdy viém dép lai bic xa tia cuc tim. Ching LPC-S01 DSM 26760, axit
hyaluronic va ché phim bao gdém chung loi khuan LPC-S01 DSM 26760 + axit
hyaluronic dugc phu truc tiép 1én bé mit cia md hinh da 3D, 1 qua dém va sau d6 rira
bing cach sir dung dung dich nudc mubi dé loai bo san pham du thira (bude xir Iy so
b6). M6 dugc mai mon khong déng ké va sau d6 duge tiép xic v6i 1 MED (liéu gay
ban d6 t6i thiéu) tia cuc tim d& mé phong su tiép xtc v6i anh ning mit troi thong
thuong. Sy kich tng viém dugc thir nghiém 4 va 24 gi¢ sau khi tiép xuc véi tia cuc
tim. M6 duoc xir Iy bing dung dich nudc mudi va duoc tiép xtic véi tia cuc tim duoc
stt dung lam d6i chimg duong tinh. M6 dugc xir Iy bang dung dich nudc mubdi va
khéng duoc tiép xuc véi tia cuc tim duoc sir dung 1am d6i chimg am tinh,

Viéc dénh gid hiéu qua ctia cac ché pham s& duoc phén tich trong viéc 1am giam
ton thuong do tia cuc tim gy ra duoc phan tich, theo cac phuong phéap da duoc biét
dén dbi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vic nay, bang cach:

- phuong phép nhuém mién dich NFkB;
- phan tich hinh thai mé hoc bang cach nhudm haematoxylin/eosin (H&E); va
- phuong phép dinh luong IL-1B (chi dbi véi ching séng duorc).
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IL.A.3. Két qua giam t6n thuong do tia cuc tim (md hinh viém A)
IL.A.3.1. Két qua nhuém mién dich NFkB

Fig.3 téng két cac két qua dinh lugng chuyén doan NFkB sau 4 gid tir khi tiép
xuc v6i tia cuc tim (cac ché phim s& duoc phan tich bao gdm céc ching séng dugc).

4 gitr sau khi buc xa, d6i ching duong tinh (PC) thé hién sb lwong 16n doan
chuyén NFkB, cu thé 14 trong 16p day trén ciia biéu bi.

Viée xir Iy bang LPC-S01 DSM 26760 (P1), v6i ching LPC-S01 DSM 26760
va axit hyaluronic (P2) va axit hyaluronic (P3) wc ché viéc chuyén doan trong nhan
ctia NFkB déng ké so v6i dbi ching duong tinh.

Do d6, viée xit Iy bang loi khudn LPC-S01 DSM 26760, LPC-S01 DSM 26760
+ axit hyaluronic va axit hyaluronic thé hién kha ning ngan ngira kich tmg viém bing
cach tic ché su chuyén doan NFkB trong nhan t€ bao duoc cho vao tiép xuc tia cuc
tim.

Ngoai ra, bang 2 thé hién dir liéu ban dinh luvong ciia doan chuyén nhan NFkB
dugc xac dinh trong thoi gian xir 1y so bd 16 gio (kéo dai) bing ché pham s& duogc
phan tich bao gdm ching séng duoc (P3) hoic ching bét hoat (P3-i), va ddnh gia céc
tham sb 4 gid sau khi tiép xuc véi tia cuc tim, hitu ich d& dénh gi4 tac dung diéu tri
kéo dai.

M&i tuong quan sinh hoc va kha ning tai tao cia mé hinh gay viém (tiép xuc
véi tia cuc tim & 1 MED, liéu gdy ban dé tbi thiéu) duogc xac nhan béng vi€c gia tang
doan chuyén NFkB trong nhan t€ bao trong cac miu duoc chiéu bic xa (d6i ching
dwong tinh) khi so v6i cac miu khong duogc birc xa (di chimg am tinh).

Su gia ting twong d6i doan chuyén NFkB (ty 1& phan trim khac nhau) trong
nghién ctru v6i ché phdm P3-i v6i cac ching bat hoat (+ 70,7%, w = 0,01) c6 thé so
sanh dwoc véi muc gia ting duge dinh lwong trong nghién ctru véi ché phim P3 vai

cac ching séng duoc (+83,7, w=0,01).

Poan chuyén NFKB (trung binh=st.dev.)

DPbi chimg am | NC | 11,0£2,1 25,7483
tinh

D6i chung | PC | 18,8+4,8 (+70,7% | 47,2+6,2 (+83,7 w=0,01)
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duong tinh w=0,01)

Xt ly 16 gio (ON) 16 gir (ON)

Ching  (séng |P3 |- 29,6 + 6,3 (-37,3%w=0,00)
duoc) + HA

Chung (bat | P3-1 | 16,043,2 (+14,8) -
hoat) + HA

Bang 2

Hon nita, & 24 gio' P3 thé hién mic giam ham lhuong té bao chit ciia NFkB khi
so v6i déi chung duong tinh (dit lidu khong duoce do dbi véi P3-i).
I1.A.3.2. Két qua hinh thai md hoc bang cach nhudém H&E.

Fig.4 va Fig.5 thé hién mé duoc xir Iy bing dung dich nuéc mubi (dbi ching
duong tinh) (A), voi loi khuan LPC-S01 DSM 26760 (B), v6i axit hyaluronic (C) va
v6i LPC-S01 DSM 26760 (séng duogc) + axit hyaluronic (D) lan luot 4 va 24 gid sau
khi tiép xtic vé6i tia cuc tim (hinh thai m6 hoc bang cach nhuém H&E).

Nhu ¢6 thé nhin thiy duge, trén c4 hai hinh v&, viée xi Iy bang axit hyaluronic
va viée xir ly bing loi khudn LPC-S01 DSM 26760 khong c6 kha ning 1am giam ton
thuong do tia cuc tim gy ra. Cu thé, cac ddu hiéu chay ning do tia cuc tim gay ra c6
thé nhin thdy duoc trong 16p co s& va trong 16p gai ciia biéu bi. Hon nita, 16p tiép gidp
da-biéu bi bi tdn thwong do tia cyc tim va biéu bi khong dinh bam hoan toan vao ha bi,
dau hiéu céu truc da bi thay dbi (Fig.4A, Fig.4B, Fig.5A va Fig.5B).

Viée xir Iy bang axit hyaluronic + loi khuan LPC-S01 DSM 26760 c6 kha ning
lam giam t6n thuong do tia cuc tim gay ra sau 4 va 24 gio tir khi kich tmg tén thuong.
Cu thé, cAu tric cta ca ha bi va biéu bi nhé gon hon khi so véi viée xir ly bang axit
hyaluronic va bang loi khuan LPC-S01 DSM 26760 dugc ding theo céch riéng ré.
Hon nita, cAu truc cua 16p tiép giap da-biéu bi dugc duy tri t5t hon, cho phép bidu bi
bam dinh t6t hon vao ha bi (cac hinh vé& Fig.4D va Fig.5D).

Téc dung hiép ddng cta viéc ding két hop axit hyaluronic va lgi khuén LPC-
S01 DSM 26760 khéng thé dy doan dugc cho biét ring khong phai axit hyaluronic
don 1é ciing khong phai loi khudn dugc dung don 18 ¢6 kha ning lam giam “sy giai
phéng” biéu bi ra khoi ha bi va do d6, khéng thé duy tri cAu tric vét Iy clia da.

IL.A.3.3. Két qua dinh luong I1-1p
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IL-1p dugc dinh lwong & 4 gior dbi véi ché phdm theo sang ché P3, bao gdm
chung séng dugc va axit hyaluronic, d6i véi ddi ching am tinh va d6i chimg duong
tinh (bang 3). Céc két qua khong thé duwoc xem 13 dit lidu dinh lwgng cho biét ring tinh
hiéu thip hon gi6i han phét hién cta kit (gidi han 3,91 Pg/ mL). Cac két qua thu dugc

cho biét xu hudng tong thé.

NC PC P3a
IL-1B (pg/ml) 2,12 2,74 1,84

Béang 3
LA 4. Két luan

MB& hinh thtr nghiém trén T-skin™ (da day dau di) dua trén céc con dudng
viém do UVA + UVB (lidu 1 MED) géy ra duoc sir dung @& danh gia hiéu qua ctia cac
hé phim theo sang ché P3 va P3-i, bao gbm ching vi khuan LPC-S01 DMS 26760

()

(Iﬁn luot séng duoc hodc bit hoat) va axit hyaluronic, khi dugc dung truée khi kich
{mg mg sudt tac nhan gy viém (x1r Iy so bo).

Ché phim theo sang ché P3 (ching séng dwoc + HA) va P3-i (chiing bat hoat +
HA) c6 hiéu qua t6t trong viéc 1am giam su chuyén doan NFKB trong thoi gian xir ly
so bd kéo dai (16 gio).

Hon nita, ché phidm theo sang ché P3 (chung séng duge + HA) thé hién kha
ning bao vé tdt cAu triic cta 16p tiép giap da-biéu bi khong bi tia cuc tim trong nghién
ctru hinh thai md hoc bang cach nhuém H&E.

I1.B. M6 hinh viém B déi véi ching bét hoat

Mo hinh thtr nghiém trén T-skin™ (da day dy du) duwa trén cac con duong
viém do UVA + UVB (lidu 1 MED) géy ra duoc sir dung ¢ danh gia hiéu qua ctia ché
phéim theo sang ché P3-i., bao gdm ching vi khuan bat hoat LPC-S01 DMS 26760 va
axit hyaluronic, dugc dung cho md bi ton thuong trude hodc sau khi kich ting tmg suét
tac nhan gdy viém (xtt Iy so b hodc sau xir Iy bang birc xa tia cuc tim).

Ché phim s& duoc phan tich (xem ILB.1) duoc d4nh gia bang cach sir dung
ndng dd cao ctia chung vi khudn bét hoat s& duoc phan tich (107 hodc 10° té bao/md)
v6i muc dich khai thac img dung tiém 4n cta chung va hiéu qua trén md hinh tic nhan

gay viém T-Skin theo 2 giao thic:
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B.I. Giao thirc xt Iy so bd: T-skin dugc mai mon thdng qua tng sudt co hoc trén bé
mit biéu bi va duge xu Iy so bd trong 45 phut hodc 4 gio béng ché phém s€ thu
nghiém, sau d6 dua vao birc xa UVA va UVB (1 MED). 4 gi¢ sau btre xa (sau khi 1),
md duoc thu gom dé phan tich.

B.IL Giao thtrc sau xt ly: T-skin dugc mai mon béng ung suit co hoc trén bé mit biéu
bi va dugce dua vao birc xa UVA va UVB (1 MED), sau d6 dugc xtr ly trong 45 phut
hodc 4 gidr bang ché phim sé& thir nghiém va thu gom ngay dé phan tich.

Muc dich cta nghién ctru 14 dé nghién ctru hiéu qua ctia ching vi khuin dé phan
tich bi bat hoat & lidu cao (riéng hoic tron véi HA) dé diéu bién su kich tmg va chuyén
doan NFkB trong nhan.

IL.B.1. Ché phim s& dugc phan tich va ddi chimg.

- P3-i.-10% LPC-S01 DMS 26760 bat hoat (10° t& bao/mé) dugc tao huyén phu lai
trong kem trén axit hyaluronic (xem 1.2.1.), twong tmg véi ché pham cubi cing 30%;

- P3-1.-107: LPC-S01 DMS 26760 bét hoat (107 t& bao trén mé) duoc tao huyén ph lai
trong kem trén axit hyaluronic (xem 1.2.1.), twong tmg v&i ché pham cubi cling 0,03%;
- Béi chung dwong tinh (PC): mé duoc xir Iy bang dung dich nudc mudi NaCl 0,9%,
duoc mai mon va duogce tiép xuc véi bic xa tia cuc tim.

- Béi chimg am tinh (NC): mé duoc xtt Iy bang dung dich nuéc mubi NaCl 0,9% ma
khong tiép xuc véi birc xa tia cyc tim.

P3-i. (ching bét hoat + HA) duoc tao ra bang cach tao huyén phui lai ham lugng vién
nang chtra ching vi khudn déng khdé (CFU 10°) trong dung dich nuéc mubi va a &
85°C trong 1 gid. Sau khoang thoi gian ndy, vi khudn dugc ly tim va vién duoc tao

huyén pht trong 13 ml kem trén axit hyaluronic.

I1.B.2. Thiét ké nghién ctru
I1.B.2.1. Tao ra ché phdm s& dugc phén tich

Ching bét hoat s& dugc phén tich & dang dong khd c6 sb luong té bao 1a 2 *
10" & baos/g bot duoc can trong luong va duoc tao huyén phu lai trong dung mdi
hiéu chinh nhu sau:
- 2 g trong 4 ml kem trén HA (xem 1.2.1.), thu dwoc P3-10°. 10° vi khudn/mé dugc phi
bang céach 4p dung 15 pL huyén phi.
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- 0,02 g trong 4 ml kem trén HA (xem 1.2.1.), thu dugc P3-107. 107 vi khuan/mé duoc
phi1 bang cach ap dung 15 pL huyén phu.

I1.B.2.2. Kich g va x1r ly tAc nhan gy viém T-skin
I1.B.2.2.1. Giao thtrc xit 1y so bd

Mo hinh thtr nghiém duoc téng két trén Fig.8: vao ngay thir nghiém, md duge
lam tbn thuong bing tmg sudt co hoc khong dang ké (ky Algerbrush n = 2) va duoc xir
Iy bang 15 pL ché phdm phan tich (P3-i.) ma dugc 4p dung truc tiép va ddng nhét cho
md T-Skin™ va 0 trong 45 phut hodc 4 gio.

Tiép theo, m6 duogc birc xa bang 1 MED (twong dwong véi 0,025 J/cm2), trong
PBS, stt dung bd kich thich nang lugng mét troi Oriel 1IKW véi dén hd quang xenon
va bd loc ban do birc xa WG320 [mW/em 2], (0,035 mW/cm2, theo gidy phép hidu
chudn sé 16121 do Opto.Cal GmbH c4p). Sau khi kich tmg tac nhan gy viém, md
dwoc 1 sau trong didu kién ndi can bing trong 4 gid va sau d6 dugc c¢b dinh trong
formalin va duoc hop nhit trong parafin (FFPE) dé nhudm mién dich NFxB. M6 ciing
duoc thu gom @& phan tich RT-gPCR tiép theo. Thu gom vt mang va luu trit &t -20°C.
I1.B.2.2.2. Giao thtic sau xur ly

MBb hinh thir nghiém duoc tong két trén Fig.9: vao ngay thir nghiém, mo duoc
lam tbn thwong bing tmg suét co hoc khéng dang ké (ky Algerbrush n = 2) va duoc
buic xa bang 1 MED (twong duong v6i 0,025 J/cm?), trong PBS. Sau khi kich tmg tac
nhan gy viém, mé duge xir Iy bang 15 pL ché phdm s& duge phén tich va 0 trong 45
phit hoiic 4 gid. Ngay sau khi xir Iy, m6 dugc thu gom va dugc ¢b dinh trong formalin
d& nhudm mién dich NF«B. M6 ciing dugc thu gom dé phan tich RT-qPCR hon nita.
I1.B.3. Két qua nhuém mién dich NFkB

Béng 4 dudi day thé hién két qua chuyén doan NFKB (dwgc biéu dién dudi dang
tdng s6 lugng nhan dugc phat hién trong 3 ban sao sinh hoc) dbi véi dbi chig am tinh
s0 v6i d6i chimg duong tinh cta mdi giao thirc. Nhu dugc néu trong bang 4, viéc kich
tmg moé hinh tac nhin viém dugc xdc nhin bing cich gia ting chuyén doan NFkB

trong nhan té bao trong cic mau duge birc xa so véi doi ching &m tinh.
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Tuy nhién, trong mé T-skin nay, sy hoat hod NFkB sém hon dugc quan sat sau
khi birc xa, mac du quan sat dugc doan chuyén tai mdi thoi didm. Cu thé, su kich ung
NFKB 16n nhit duoc quan sét 45 phit sau khi birc xa.

Giao thirc duge lam thich tmg dugc dya trén phép doc sau buc xa tia cuc tim
trong m6 hinh sau xit Iy va doc sau G trong mé hinh xr ly so bg, cho biét ring muc

dich 12 d& d4nh gi4 hiéu quéa ciia san phim khi thu hdi tir quy trinh viém cép tinh.

Doéi chimg am tinh 0
Poi chiing duong tinh 45 phut xir 1y so bd + 4 gid sau khi G tia cyc | 7
tim

Pbi chimg duong tinh 4 gioy xit I so bo + 4 gid 1 tia cyc tim 5
Dbi chimg durong tinh 45 phut sau biic xa tia cuc tim 9
Doi chimg duong tinh 4 gior sau biic xa tia cuc tim 4
Bang 4

A) 45 phut xtt 1y so bd

Trong bang 5, phép phn tich ban dinh luong cta doan chuyén nhian NFxB
(duoc bidu dién dudi dang téng sb luong nhan duoc phét hién trong tAt ca cac ban sao

sinh hoc) dugc thé hién trong 45 phtt xir Iy so bg + 4 gid u sau btc xa tia cuc tim.

Dbi chimg am tinh NC 0
Pbi chimg duong tinh PC 7
chung bét hoat 10° + HA” P3-1.(10% 1
chung bat hoat 107 + HA * P3-1.(107) 5

Bang 5. “ché pham theo sang ché
B) 4 gio xt Iy so bd

Trong bang 6, phép phdn tich ban dinh lugng ctia doan chuyén nhan NF«B
(dwoc biéu difn dudi dang tdng sb luong nhan duoc phat hién trong tit ca cdc miu

sinh hoc) dugc thé hién trong 4 gid xir 1y so bd + 4 gidyr 1t sau biic xa tia cuc tim.

Pbi chimg am tinh NC 0

Pbi chimg duong tinh PC 5
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chtng bat hoat 10° + HA” P3-1.(10%) 1
chung bat hoat 107 + HA * P3-i.(107) 2

Bang 6. “ché pham theo sang ché

Phén tich két qua clia bang 5 va 6:

- Khi 4p dung dudi dang xir 1y so bd, ché phdm P3-i., chira chiing bt hoat LPC-S01
DMS 26760 va axit hyaluronic, c¢6 kha nang lam giam doan chuyén NFkB trong nhan,
cho biét hiéu qua ngin ngira trong viée bao vé da khoi bi tmg suat viém do tia cyc tim
gay ra.

- O ndng d6 10° ching, trong md hinh xir Iy so bd 45 phit, ché phim P3-i. (ching bat
hoat+HA) ¢6 thé 1am giam nhiéu doan chuyén NFkB trong nhan cho biét tac dung hiép
dong va/hoic hidu qua cao gifta ching LPC-S01 DMS 26760 b4t hoat va axit
hyaluronic.

- M6 dép tmg v6i giao thirc xir Iy so bd ctia ché phdm P3-i.(10%) va P3-i.(107) & 2 néng
d6 khéc nhau ctia LPC-S01 DMS 26760 bat hoat cho biét co ché dap ting liéu: nhan &
vi tri NFKB it hon dugc phét hién ¢ ndng d6 ching gia ting trong ché pham.

C) 45 phut sau xtr ly
Trong bang 7, phép phan tich ban dinh luong ctia doan chuyén trong nhan ctia
NF«B (duoc biu dién duéi dang tdng sb Iwong nhan dwoc phét hién trong tat ca cac

méau sinh hoc) dugc thé hién trong 45 phut x1r Iy so bd sau khi birc xa tia cyc tim.

Dbi chirmg 4m tinh NC 0
Pbi ching duong tinh PC 9
chtng bét hoat 10° + HA" P3-1.(10%) 3
chung bat hoat 107 + HA * P3-1.(107) 0

Bang 7. “ché pham theo sang ché
D) 4 gio sau xtr ly

Trong bang 8, phép phén tich ban dinh lugng ctia doan chuyén trong nhan ctia
NF«B (duoc biéu dién dudi dang tdng sé lwong nhan dugc phat hién trong tit ca céc

mau sinh hoc) duoc thé hién trong 4 gio xr Iy so bd sau khi bure xa tia cuc tim.
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D6i chimg 4m tinh NC 0
Pbi ching duong tinh PC 4
chung bét hoat 10° + HA" P3-i.(10%) 1
ching bét hoat 107 + HA * P3-1.(107) 9

Béng 8. *ché phim theo séng ché

- Ché phdm P3 (ching bt hoat + HA) da ching minh viéc phuc hdi nhanh chéng va
hiru hiéu cta muc co sé NFKB, cu thé 14 trong thoi gian ngan (khi ddp tmg viém &
muc déi da cta no), cho biét tac dung/hiéu qua hiép dong cai thién trong t6 hop cua
chung bét hoat LPC-S01 DMS 26760 + axit hyaluronic dé khoi phuc tinh ndi can bang
cua mo bi viém.

ILB.4. Két luan

Céc két qua nay xac nhan ring ché phdm P3-i chia t6 hop cua LPC-S01 DMS
26760 bat hoat + axit hyaluronic c¢6 hi€u qua trong ca céac diéu kién ndi can béng (xem
phan 1.2.) va trong diéu kién viém da (v/ du do birc xa tia cuc tim gay ra), cu thé 1a
trong giai doan viém cép tinh cho biét ring n6 dic biét hiéu qua trong thdi gian ngin
clia qua trinh phat trién viém.

Phén thir nghiém (2)

DPénh gia sy bam dinh ctia Cutibacterium acnes DSM 1897 vao md hinh “da day day
du” 3D véi sy c6 mit cia theo sang ché (chung Lactobacillus paracasei LPC-S01
DSM 26760 va axit hyaluronic)

1. Muc dich cta nghién ctru.

Muc dich cua nghién ctru 1a dé danh gia kha nang cta ching loi khuan L.
paracasei LPC-S01 DSM 26760, riéng va/hoac két hop véi axit hyaluronic (HA),
chéng lai su dinh bam in-vitro ctia C. acnes vao md hinh “da day day du”.

Cutibacterium acnes (viét tit 1a C. acme, ciling da biét dudi dang
Propionibacterium acnes hoac P. acne (Douglas et Gunter, 1946)) 1a vi khuan ky ky
Gram duong phat trién cham c6 lién quan dén céc bénh da nhat dinh, nhu mun trimg

cé4; no cling cé thé 1a nguyén nhan gy viém mi mat va viém ndi nhan.
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Dé danh gia cac tinh trang nhiém tring khic nhau xay ra, md hinh canh tranh va
mo hinh loai trir dugce thuc hién, dua trén su thich tng ctia phuong phap duoc md ta
bdi Coman et al. ndm 2015.

2. Mo hinh thtr nghiém.

Chung C. acnes DSM 1897 dugc st dung dé kich thich nhidm tring trong md
hinh “da day ddy du” 3D, trong téng s 30 mAu Idng vao, dwgc mua tir Phenion
(Henkel).

Céac thtr nghiém dugc thuc hién trong céac diéu kién xir Iy khac nhau, duoc liét
ké dudi day:

1) khéng xtr Iy, & danh gia kha ning bam dinh hiru hiéu ctia C. acnes DSM1897 trong
2 md hinh loai trir va canh tranh;

2) xir Iy ngan ngira hodc ddng thoi bang L. paracasei LPC-S01 DSM 26760 trong 24
gio;

3) xtr Iy ngan ngira hodc ddng thoi bang axit hyaluronic 0,5% trong 24 gidr (Sigma-
Aldrich 41897);

4) xtr Iy ngan ngira hoic ddng thoi bing hdn hop dong nhét chira axit hyaluronic va L.
paracasei LPC-S01 DSM 26760 trong 24 gio;

5) xir Iy ngan ngira hodc ddng thoi bang benzoyl peroxit trong 24 gity (Benzac 10%,
d6i chung duong tinh).

Huyén pht chita chiing L. paracasei LPC-S01 DSM 26760 dugc tao ra va dit
50 pl huyén phu nay tiép xtic véi bé mit ctia mé 16ng vao.

Huyén phu chira axit hyaluronic 0,5% duoc tao ra va dit 50 ul huyén phti nay
tiép xtic v6i mo 16ng vao.

Hon ntta, 50 pl ching L. paracasei LPC-S01 DSM 26760 dugc tron voi 0,25
mg axit hyaluronic dé thu duoc ché phim t6 hop chira lgi khudn + axit hyaluronic, &
cung mdt néng do axit hyaluronic (0,5%) va & cung mot lugng ban dau dugc st dung
dé thr nghiém véi céc co chit riéng ré.

50 pl gel Benzac 10% (benzoyl peroxit) duge dit tiép xtic véi mo 10ng vao lam
d6i chting duong tinh.

Tht ca 5 dilu kién duoc liét ké trén day duoc thir nghiém hai 1an va 10 mo 1ong

vao dugc U trong 24 gid ¢ 37°C voi su ¢6 mat cua COx.
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2.a. Thuc hién thtr nghiém loai trir

Thir nghiém loai trir dugc thuc hién dé xir Iy so bd md 16ng vao bﬁng chung loi
khudn (hoic bang axit hyaluronic hodc bang hdn hop ctia ca hai), viéc 14y nhifm tiép
theo v6i madm bénh va x4c nhén tiép theo vé muc giam co thé xay ra vé % bam dinh
clia mAm bénh vao md 1dng vao so véi didu kién 14y nhiém ly tuéng (md hinh diéu tri

loi khuan ngén ngura in-vitro).

2.b. Thyc hién thit nghiém canh tranh

Tht nghiém canh tranh dé xir Iy ddng thoi mé 1dng vao bang chiing loi khudn
(hoidc bing axit hyaluronic hoic bing hdn hop cta ca hai) va bing mam bénh va xéac
nhén tiép theo v& mirc giam co thé xay ra theo % bam dinh cia mam bénh vao md
16ng vao so véi didu kién lay nhidm 1y tudng (md hinh xir 1y lgi khuin in-vitro trong
qua trinh I4y nhiém).
3. Két qua
3.1 Thir nghiém loai trir

Fig.10 thé hién muc giam kha ning sdng ctia mam bénh C. acnes DMS1897
dugc biéu dién theo Logl10 CFU, trong khi bang 9 thé hién cung mdt tinh trang nhu
murc giam theo ty 1& phan trim (%) vé kha ning sdng cia mam bénh trong céc diéu

kién dugce thir nghi€ém khac nhau.

Piéu kién thir nghiém % giam mam bénh
LPC-S01 19,1

LPC-S01 + axit hyaluronic | 19,5

Axit hyaluronic 0,8

Benzac 17,0

Béang 9

Nhu ¢6 thé nhin théy duoc tir két qua dugc bao cdo, viée xtr ly duoc thuc hién
bing Benzac 10%, LPC-S01 DSM 26760 va to hop ctia LPC-S01 DSM 26760 v6i su
c6 mit cla axit hyaluronic 0,5% lam giam kha ning sdng cta C. acnes DSM1897
khoang 1,0-1,4 Logl0, twong g véi mtce giam khoang 20% khd nang song ciia mam
bénh. Viéc xtr Iy bang axit hyaluronic 0,5% riéng 1é dudong nhu khéng c6 kha ning

lam giam kha nang song ctia mam bénh dén pham vi bat ky.
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3.2. Thir nghiém canh tranh

Fig.11 va bang 10 thé hién céc so do vé luong séng duoc, duoc bidu dién dudi
dang muc giam theo 16garit logCFU ctia C. acnes DSM1897 trén md 1dng vio, tri s6
trung binh thu dugc d6i v6i hai ban sao ctia mbi diéu kién thir nghiém va dudi dang

mirc giam theo ty 18 phan tram thu duoc trong thir nghiém canh tranh.

Diéu kién thu nghiém % giam mam bénh
LPC-S01 18,0

LPC-S01 + axit hyaluronic | 17,3

Axit hyaluronic 0,0

Benzac 15,3

Bang 10

Dua véao céc dit liéu dugc thé hién, ngudi ta da gia dinh rﬁng viéc xt ly duoc
thyc hién bing Benzac 10%, LPC-S01 DSM 26760 va t6 hop cia LPC-S01 DSM
26760 va4i su ¢6 mit cia axit hyaluronic 0,5% lam gidm khd nang sbng cta C. acnes
DSM1897 khoang 1,0-1,3 Logl0 CFU. Nhu véi thir nghiém loai trir, vi€e xir ly bang
axit hyaluronic 0,5% riéng 1€ duong nhu khong c6 kha nang lam gidm kha ndng sbéng

cua mam bénh.

4. Két luan

Tt ca thir nghiém in-vitro duoc thuc hién da chimg minh hiéu qua cta déi
chung duong tinh Benzac 10% trong viéc ngin ngira sy lay nhiém béi C. acnes, v6i %
giam kha ning séng ctia quin thé mam bénh khoang tir 15% dén 23%.

Céc thir nghiém loai trir v canh tranh da thé hién rang viéc xir ly dugc thuc
hién v6i t6 hop cua LPC-SO01 + axit hyaluronic 0,5% (ché pham theo sang ché) lam
giam s 1ay nhidm boi C. acnes DSM1897 khoang tir 18 dén 19%.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phim bao gom:

- hén hop M chira hoic, theo céch khac, chi chira:

(D) ching vi khudn thudc loai Lactobacillus paracasei dwgc nhan biét dudi dang
Lactobacillus paracasei LPC-S01 va dugc luu trit & B6 suu tép vi sinh vat va nudi chy
té bao ctiia Ptc GmbH (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH -DSMZ) dudi sb truy cap DSM 26760, va

(I) axit hyaluronic hodc mudi ctia né;

va tuy ¥, ché phim nay bao gdbm

- it nh4t mot chét phu gia va/hoic ta duoc dugc dung hodc loai dung trong my phim

hoéc thuc phém.

2. Ché phém theo diém 1, trong d6 ching vi khuan Lactobacillus paracasei LPC-S01
DSM 26760 14 ching vi khuén séng dugc.

3. Ché phim theo diém 1, trong d6 ching vi khudn Lactobacillus paracasei LPC-S01
DSM 26760 1a ching vi khuAn duoc 1am bat hoat bang nhiét hoic dugc thanh tring
nhiét theo phuong phap Tyndall hodc duoc siéu 4m hodc duoc chiéu xa gama; t6t hon

1a dwoc 1am bit hoat bang nhiét.

4. Ché phim theo didm bét k¥ trong sb cac didm tir 1 dén 3, trong d6 ché phim nay

duoc bao ché dé sir dung khu tri ngoai da, t5t hon 1a ¢ dang kem hozc mit na.

5. Ché phim theo diém bat k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 ché phdm nay
duoc bao ché d& dung qua dudng miéng, t6t hon 1a & dang hyén phi hodc ché pham dé

tao huyén phu ding ngay.

6. Ché pham bao gom:
- h6n hop M chira, hoic theo cach khéc, chi chira:

(D) ching vi khuin thudc loadi Lactobacillus paracasei dwgc nhén biét dudi dang
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Lactobacillus paracasei LPC-S01 va dugc hru trit & B suu tép vi sinh vat va nu6i céy
t€ bao cna Pirc GmbH (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH -DSMZ) dudi s6 truy cap DSM 26760, va

(IT) axit hyaluronic hodc mudi ctia né;

va tuy ¥, ché phim nay bao gébm

- it nhAt mot chét phu gia va/hodc ta dugc duge dung hodc loai dung trong m¥y phém
hoac thuc phém,

trong d6 ché phdm nay ding dé lam thubc.

7. Ché phdm bao gdm:

- hén hop M chira, ho#ic theo cich khac, chi chira:

(D chung vi khuin thudc loai Lactobacillus paracasei duge nhan biét dudi dang
Lactobacillus paracasei LPC-S01 va duge lvu trit & BO suu tap vi sinh vat va nudi cly
té bao ctia Bac GmbH (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH -DSMZ) duéi sb truy cap DSM 26760, va

(IT) axit hyaluronic hoic mudi ciia no;

va tuy ¥, ché phim nay bao gdbm

- it nh4t mot chét phu gia va/hoic t4 duoc dugc dung hoic loai ding trong my phim
hoic thuc phim,

trong d6 ché phidm nay d& st dung trong phuong phap phong nglra va/hoic diéu tri
viém va/hoic nhiém tring da hoic bénh hoic triéu chimg c6 lién quan, trong d6
phuong phép diéu tri ndy bao gdbm budc cho dbi twong cin diéu tri ding ché pham

nay.

8. Ché pham bao gdm:

- hdn hop M chira, ho#c theo cach khéc, chi chira:

(I) chung vi khuin thudc loai Lactobacillus paracasei dugc nhan biét dudi dang
Lactobacillus paracasei LPC-S01 va duoc luu trit & B suu tap vi sinh vat va nudi céy
té bao ctia Piuac GmbH (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH -DSMZ) duéi sb truy cap DSM 26760, va

(II) axit hyaluronic hodc muoi ctia no;
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va tuy y, ché phim nay bao gdbm

- it nhit mot chat phu gia va/hoac ta duge duge dung hodc loai dung trong m¥y phém
hoic thuc phim,

trong d6 ché phdm nay dé st dung trong phuong phap phong nglra va/hoic diéu tri ton
thuong gay ra cho da do:

- birc xa tia cuc tim; va/hoac

- didu kién thoi tiét bat loi ddi voi da, cu thé 1a do 4nh ning mat troi, thoi tiét lanh
hodc gid; va’hodc

- diéu kién sdng bét loi dbi véi da, cu thé 14 6 nhidm, khoi thude hoic tiéu thu rugu;
va/hodc bénh hodc triéu chimg c6 lién quan, trong d6 phuong phép diéu tri ndy bao

gbm bude cho dbi tugng can diéu tri ding ché phim nay.

9. My phdm ding khu tri ngoai da chtra ché phAm nhwr dugc x4c dinh trong diém bt
ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 m§ pham nay ding dé:
- duy tri tinh ndi can béng cua da, va/hodc

- 1am téc nhan chdng 140 hoa da.

47



53195 48/57

1110




49/57

53195

2110




50/57

53195

3/10

Fi
OuE Yy

yuig Bunuy ugAnyo
ugop buon| 9g

Sé lwgng doan
chuyén trung binh




53195 51/57

4110




53195 52/57

5110




Péi chirng am tinh 24 gioy

Bansao 1
D6 day trung binh 118,87um

53195

6/10

53/57

Ban sao 2
D6 day trung binh 114,34um

Fig 6a

LPC-S01 bt hoat+HA 24 gi&

Bansao 1
D6 day trung binh 101,88um

i

Ban sao 3
Do day trung binh 95,79um

Ban sao 2
P day trung binh 107,12um

Fig. 6b

Bansao3
= P day trung binh 106,21um



53195

54/57

7110

:Di chirng am tinh 48 gidy

Ban sao 1 Ban sao 2 Ban sao 3
i Dc} déy trung binh}126,81um Do day trung binh 117,29um . P6 day trung binh 113,71um

Fig. 6c¢
'LPC-S01 bét hoat+HA 48 gi&r

kS

Ban sao 1 Ban sao 2
D6 day trung binh 126,81um D6 day trung binh 117,29um

Ban sao 1
Do day trung binh 112,53um

2 o Ban sao 3
‘Bansao 2 AN N
D6 day trung binh 117,29um D6 day trung binh 113,71um

Fig. 6d



53195 55/57

8/10

<
XL
a.
|
<
i
4
e

RO
Fo]
TN

TNE ALPHA

TNF ALPHA

DEFB4

il

CFEL

=TGR

HTLRE
STREALPHA ]

Fig. 7



53195

9/10

Ngéy 0
Lay mé Ngay 3

Thoi gian

Nuéi cidy md

Blrc xa tia cwc tim

1 X& ly bdng mau thi JE
nghiém =

+ Lam lanh vét thwong co hoc

. bang IF

Poc
- Chuyén doan NFKB

-LAy mau cho RT-gPCR
-LAy m&u trung binh

Fig. 8

Ngay 0 (th&r ba)

Lady mé Ngay 3 (thtr sau)

Thoi gian

Nuéi cdy mo o
Blrc xa tia cwc tim

X ly badng mau thir
nghiém

" Lam lanh vét thwong co hoc

Fig.9

Poc

- Chuyén doan NFKB
bang IF

-L&y mau cho RT-gPCR
-L&y mAu trung binh

56/57



53195 57/57

10/10

Mtrc gidm lwong C.acnes sbng dwoc

ong vao

LO10 gCFU/md |

én

ong vao

A

LO10 gCFU/mé6 |

Tested conditions

Fig 10

Mdrc gidm Iwong C.acnes sbng duoc






