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amphiphil peptit c6 tir 8 d€n 200 géc axit amin vGi cdc axit amin wa nudc va cac
axit amin ky nudc dugc lién két luan phién, va 1a peptit tu 1ip ghép c6 cau triic B

trong dung dich chita nuGe v6i su ¢ mat cia do pH sinh 1y va/hoac cation.
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Linh vy k§ thuat dwgce dé cap

Séng ché dé cap dén tac nhan lam lanh md chira hydrogel peptit tu lip
ghép.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Su lam lanh m6 nhdm ngin chin sy chay cac chét luu trong co thé (mau,
dich mé va céc thé twong tu khac) gy ra boi su tdn thuong mé, chi yéu trong
céc truong hop 1dm sang, bao gém ca phdu thuét. Viéc ngin chin mot cach hitu
higu su chay dich co thé tir cac vi tri ton thuong lién quan dén su hd tro cai thién
cudc song trong khi phiu thuat va cai thién chét luong séng sau phau thuét
(QOL).

Sy cam mau la rat quan trong trong lam sang vi cac 1y do sau day:

1. Su mét mau 1a nguyén nhén chinh dan dén to vong, v&i cac nguyén nhan
gdy mat mau bao gém chin thuong nghiém trong, phinh mach, loét da day va
thuc quan, va dat gian tinh mach thyc quan. Kha ning tir vong 1a cao khi su xuét

huyét khéng duoc ngan chin ngay.

2. Su xuét huyét trong khi phau thuat 13 mdi quan tdm chinh, vi sy xuét
huyét c6 thé din dén sy nhidm tring toan than hodc loan chirc ndng co quan. Su
Xuat huyét khong chi can tro dbi tuong ph?lu thuat, ma viéc loai bé mau xuit

huyét ciing 14 yéu t6 gy can trd trong qué trinh phau thuét.

3. Sur xuét huyét ciing 1a van d@ véi su phiu thuat gay ton thuong t6i thiéu
cho co thé (phau thuit noi soi va tuong tu), va chuyén sang phau thuat cét c6 thé
1a can thiét khi sy xuit huyét khong cdm méau kip thoi.

Céac phuong phap sau day ding dé cdm mau:

1. Phuong phap ép truc tiép mach mau & vi tri xuét huyét (kep chat).

Nhuoc diém ciia phuong phép nay la thoi gian va nd luc can thiét & duy tri ap

suét, trong khi bénh nhan c6 nguy co tu mau.
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2. Céc phuong phap ngan chin su xuat huyét khac nhd phuong tién vat 1y,
nhu céc phuong phép kep hodc ghim gin vi tri xudt huyét, hoic cac phuong
phép dit nit hodc que bong 1én vi tri xudt huyét. Nhuwoc diém cua cac phuong
phép ngan chan sy xudt huyét nay 13 khé khéng ché khi sy xuét huyét xay ra tir

nhiéu mach mau nho.

3. Céc phuong phép 1am déng mau nhd nhiét va dét mach méau xuét huyét
(dao dét dién). Nhuoc diém cia cac phwong phap nay 1a lam cho mé xung
quanh bj t6n thuong béi nhiét va bénh nhén s& tén thwong nhiéu hon, trong khi
cac dung cu y hoc dugc str dung doi hoi cac chuyén gia c6 trinh dd cao (phuong

phép khong duoc str dung ngoai to chuc y té).

Céc tac nhan sau day c6 tac dung cAm mau.
1. Axit alginic

2. Que bong gelatin

3. Céc soi colagen

4. Bot déo fibrin

Cac soi colagen va bot déo fibrin thuong dugc su dung trong 14m sang lam
vat liéu ngan chin sy xudt huyét hiru hiéu, nhung trong thuc t& ching ¢6 nhuoc
diém 1a (1) céc soi gelatin va colagen la colagen ctia dong vat va bot déo fibrin
1a san phim c6 ngudn gde tir dong vat thu dugc bang céch st dung ché phdm
mau va trombin cta bo, va do viy ¢ nguy co nhiém tring, va (2) chung khong

trong sudt va do vay c6 thé che khuét vi tri phau thuét.

Heparin huyét c¢6 thé duge gay ra, trong d6 chirc nang lam déng mdau cua
bénh nhén bi giam trong khi phau thut. Heparin duoc str dung dé kim ham su
doéng mau trong khi phiu thuat khi st dung may tim-phdi nhén tao. May tim
phoi nhén tao 14 vat thé la ddi véi co thé, va khi mau duoc tudn hoan qua may
tim phdi nhén tao, mau dong ngay va gay tic mach méu, dén murc can sir dung

heparin trong mau trudc khi tuan hoan ngoai than.

Céc soi colagen va bt déo fibrin sir dung hé théng gay déng mau cia co

thé d€ cdm mau, va do véy c6 tac dung cam m4u thap hon ddi véi heparin huyét.
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Téc dung cAm méu thip hon c6 xu hudng gy ra su xuét huyét 16n hon va nhu
vay gia ting nhu cu truyén mau trong thoi gian 14u hon ciing can thiét & cAm
mau hoan toan khi két thic qué trinh tudn hoan ngoai than. Nhu vay, nhu ciu vé
chét liéu ngan chin sy xuét huyét c6 hiéu qua khéng thip hon heparin huyét va

khong st dung tac nhan giy dong méu di duoc mong mudn.

Chi khau mach mau khong chi can thiét dung trong phau thuét tim mach,
ma con can thiét d& phiu thuét trong mang bung noéi chung. Do ¢6 mét luong
nhd méu chay ra tir dudng khau mach mau sau khi phiu thuat, nén can c6 vat

liéu ngén chén sy xuat huyeét c6 tdc dung cam mau 14au dai.

Viéc chay dich méat hoac tuyén tuy la triéu ching ma trong d6 dich mat
hoac dich tuyén tuy bi chay do phiu thuat hé théng mat hodc do viém tuy hodc
phau thuét tuyén tuy ma tac dong bét loi dén cac co quan khac. Hién nay, chua
c6 chét nao duge biét 1a cé tac dung kim ham httu hiéu sy chay dich mat hoic
tuyén tuy va c6 thé dugc tng dung trong 1am sang, va do vdy can c¢6 phuong

phap ngan chdn an toan va hiéu qua su chay dich mat hoic tuyén tuy.

Ngoai ra, viéc thoat khi trong phdi dugc coi 1a triéu chung cta su tran khi
mang phdi tur phat lién quan dén su vo nang phé nang, hodc tran khi mang phdi
do chén thuong xay do bi gdly xuong sudn hogc choc dng thong duong tiéu. Tuy
vao céc triéu chimg ma c6 thé can phai chd dé 1én da non tu nhién, va phuong
phap don gian 1a tao ra mot 16p phia trén & ving bi tdc dong va dinh né vao mé
phoi nhim bit kin 16 hé ctia nang duge cho 1a phuong phép didu tri chimg tran

khi mang phoi don gidn va ¢6 an toan cao.

Céc k¥ thut cit noi soi cac vét thwong lién tuc duogc phat trién clng véi
cac tién bd trong cong nghé ndi soi. Cu thé, cac phuong phép phiu thuit dang
dugc hoan thién dé cit ndi soi cc vét thuong cua céc polyp hodc ung thu giai
doan sém & duodng rudt-da day, bao gém thuc quén, da day va rudt (ung thu bé
mat dugc cho 14 khdng c6 su di cin hach bach huyét). Trong qua trinh tach niém
mac béng cach noi soi, thuong st dung dung dich mubi uu trrong hoac tuong tu

tiém vao 16p dudi niém mac bao gom vi tri thuong ton dén vi tri thuong ton bi
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sung phong, va vi tri cit bo dugc giit trong khi cit vi tri thuong ton chira mo,
chéng han, bang dao d6t dién.

Trong k§ thuét nay, dung dich nhu dung dich mubi wu truong duoc tiém
vao 16p dudi niém mac dé tach vi tri thuong ton khéi 16p co chinh, nhung céac
dung dich c¢6 d6 nhét thip nhu dung dich mudi khéng thé duy tri su cing phong
tai vi tri tén thuong trong qua trinh phau thuat, va do vay st dung viéc truyén
dung dich s& cho phép lam duy tri sy cing phdng cic ving vi tac dong trong

sudt thoi gian phiu thuét 13 duoc mong mubn.

Céac phuong phap kim ham sy xudt huyét tir cac vi tri cit bd ton thuong
bang cach tiém tac nhan gdy co mach nhu trombin qua éng théng ciing duoc st
dung, nhung chua hinh thanh duoc cic phuong thic hiru hiéu dé cdm mau hoan
toan, va do vy phuong phap chian ding nhanh chéng su xuat huyét sau khi cét

cling dugc mong mudn.

Céc su tién bo trong qua trinh xr Iy dng théng di dan dén sy hinh thanh cac
phuong phép phau thuat dé tiéu diét khdi u hodc cac u co bang cach bit dong
mach dn vao cac vi tri ton thuong, theo d6 khdng ché dong méu chay vao khdi
u va cac u co. Cu thé, cac phuwong phap nay gém bit déng mach gan, bit dong

mach budng tring va bit dong mach néo.

Trong céc k¥ thuét nay, colagen duoc chiét tir dong vat khac ngudn gbc,
hodc chét 16ng nhu rugu etylen-vinyl, duoc truyén dé bit dong mach, nhung diéu
nay lam nay sinh cac van d& lién quan dén nguy co nhidm tring va tinh doc. Do
vdy, can phat trién vé dung dich truyén khéng cé nguy co nhiém tring va doc
tinh thip.

Dung dich truyén ma cé thé chira tac nhan diéu tri ung thu dugce bd sung
hoac thude twong phan ciing duge mong mudn.

Céc peptit tu 1ap ghép ¢ dic tinh nhd d6 cac phén tir peptit tao ra cac su tu
lip ghép duogc bd tri can ddi theo trinh tu axit amin cta ching. Trong nhiing
nam gan day, cac peptit ndy cé hudng dugc st dung lam vat liéu mdi béi vi cac

dac tinh ly, hod va sinh hoc cta ching,.

-5-



22200

Céc peptit tu lip ghép co cau tric thay thé gifta cac axit amin wa nudc dugc
tich dién va céc axit amin ky nudc trung hoa dién, va viéc thay thé phan bd dién
tich dwong va dién tich am, nho d6 ching c6 ciu tric B & d6 pH va ndng do
mudi sinh 1y.

Céc axit amin va nudc ma cé thé duoc sir dung bao gdm axit amin c6 tinh
axit nhu axit aspartic va axit glutamic, va axit amin c6 tinh kiém nhu arginin,
lysin, histidin va ornithih. V& cac axit amin ky nudc c6 thé duoc st dung 1a
alanin, valin, loxin, isoloxin, methionin, phenylalanin, tyrosin, tryptophan, serin,

threonin hoac glyxin.
Tinh tur lip ghép cua cac peptit xay ra trong céc diéu kién sau day.

(1) C4c phan tir peptit c6 cau tric B trong dung dich chtra nudc, trong dé
c4c axit amin wa nudc c6 dién tich va cac axit amin ky nude trung hoa dién duge

duoc phan bb khéng déu & hai phia cta cac phan tu peptit.

(2) Céu tric B dan dén su phan bd dién tich bd sung gifta céc phan ti lién
ké.

(3) C4u triic p dan dén lién két ky nude day du gitra cac phan tir lién ké.

(4) Dién tich clia cac mach nhanh axit amin duogc chin bdi cdc mudi vo co

hoa tri mot.
(5) Céc phan ti 1a trung hoa tinh dién gan vé6i diém ding dién cta peptit.

Ngudi ta cho rang sy tu lip ghép xay ra boi co ché sau day khi cac didu

kién nay duogc thoa man.

(1) Su phan b thay thé dién tich duong va dién tich am trong céc phén tir

peptit gdy ra luc hit giita cac phan tur.

(2) Céc lién két ky nuéc duoc tao ra gifta cdc mach nhanh axit amin trung

tinh ctia cac phan tir lién ke.

(3) Su phan bd dién duong/am din dén sy sap thing hang bd tro gifta cac

phén tir lién k&, va lyc lién két giita cac phén tr dugc tang cuong.
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(4) Phéan ta tap hop dan dan dén muc, tao ra cac soi nano.

Céac s¢i nano 1a cac sgi siéu nho c6 do day nam trong khoang tir khoang
10nm dén 20nm, va da co bao cao rang ching tu tap dé tao ra ludi va co dang

gidng nhu co thé nhin bing mét thuong.

Céu trac ludi gel kha gidng véi nén ngoai bao tu nhién (extracellular
matrix: ECM) vé kich ¢& soi va kich ¢& 16 ctia nd, va sir dung lam dan khung dé

nudi cay te€ bao dang dugc nghién ctru.

Vi hydrogel peptit c¢6 thé phan huy sinh hoc va san pham phén huy cua né
khéng gy anh hudng bat loi dén mo, dong thoi né ciing c6 kha nang hip thu
sinh hoc cao, nén thich hop cho su cdy ghép va sinh trudng té bao.

Boi vi cac peptit tu 1ap ghép la céc san pham hoa hoc tong hop thu duoc
biang cach tong hop pha ran va khong gy ra nguy co vé bénh truyén nhiém tir
dong vat, tao thanh cac van dé lién quan dén virut tir dong vat va cac tdc nhan
truyén nhidm chua biét khac nhu bénh bo dién trong nhimg nam gan day, nén
chung thadm chi con dugc cho 1a chét liéu thay thé cho colagen va cac chét liéu
tuong tu khac.

Ung dung cua cac peptit tur lip ghép dé cam mau duoc dé cép trong tai lidu
patent 1, nhung doan video thé hién su cAm mau & vi tri rach gan, dugc duara ¢
céc tai liéu trich dan trong céc vi du, da cho thiy c6 su chay méu lau dai tir phdn
cudi cta vi trf rach, va khong thu duoc su cadm mau hoan toan. Gia dinh dua di
v6i viéc khéng cAm mau hoan toan 1a do ¢6 su két dinh khong day du giita peptit
gel tu lap ghép voi mo. Nhu vy, can cai thién hon nita dé dat dugc tac dung
cam mau c6 loi clia cac peptit tu lip ghép dén murc cho phép tng dung lam sang.
Tai liéu patent 1: Cong bb don quéc té sb W02006-116524.

Ban chat k§ thuit cia sang ché
Vén dé can duoc giai quyét boi sang ché
Muc dich ctia sang ché 1a d& xuét tac nhan 1am lanh mé peptit tu lap ghép

ma co thé lam lanh hitru hi€u cac vi tri ton thuong mé & cac dong vat c6 va lon
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bao gém ca nguoi va khong gy ra nguy co nhiém trung béi virut va tuong tu,

cling nhu phuong phap st dung chung.
Phuong thirc giai quyét vin dé

Céc tac gia sang ché di hoan thanh sang ché dua vao viéc phat hién rang
tac dung lam lanh mo tuong duong véi hoac 16n hon so véi tac dung cua cac tac
nhan lam lanh mé hién cé dugc biéu hién khi hydrogel peptit tu lép ghép duoc
st dung l1am dan khung dé nuéi cdy té bao dugc sit dung d& 1am lanh mé. D3
dugc thong béo ring viéc phi don gian dung dich peptit vao céc vi tri 1o dich co
thé khong tao ra tac dung lam lanh md day du. Tuy nhién, nho sy nghién ctru
sau rong, da nhan théy rﬁng tac dung lam lanh mé dﬁy du va tinh an toan sinh
hoc ¢6 thé dat dugc br?ulg cach loai bo dich co thé du thira ra khéi cac Vi tri 10

dich co thé.

Cu thé, sang ché d& cip dén tic nhan lam lanh mé chira peptit, trong d6
peptit 1a amphiphil peptit c6 tir 8 dén 200 gdc axit amin véi cac axit amin wa
nude va céc axit amin ky nuéc duoc lién két luan phién, va 1a peptit tu lap ghép
co clu trac B trong dung dich chira nudc véi sy c6 mat cua do pH sinh ly

va/hoac cation.

Trong tic nhan lam lanh mo ndy, peptit tot hon 13 peptit tu 1ip ghép c6
trinh ty ldp 1a trinh ty bao gé)m arginin, alanin, axit aspartic va alanin, trinh tu
bao gém isoloxin, axit glutamic, isoloxin va lysin, hodc trinh tu bao gé)m lysin,
loxin, axit aspartic va loxin, va tdt hon nita 14 peptit tu l4p ghép bao gdm trinh
tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 hoic SEQ ID NO: 3.

Tt hon 13, tac nhan 1am lanh md con bao gbm cac thudc chira phén tr nhé
dé phong ngira sy tan huyét, viém va nhidm trung.

T6t hon 13, céc thude chira phan t& nhé duge chon tr nhém bao gém
glucoza, sacaroza, sacaroza duoc tinh ché, lactoza, maltoza, trehaloza, dextran,

iot, lysozym clorua, dimetylisopropylazulen, tretinoin tocoferil, povidon iot,

alprostadil alfadex, rugu aniza, isoamyl salixylat, ruou o,o-dimetylphenyletyl,
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bacdanol, helional, sulfazin bac, bucladesin natri, alprostadil alfadex,
gentamyxin sulfat, tetraxyclin hydroclorua, natri fusidat, mupirocin canxi hydrat

va isoamyl benzoat.

Sang ché ciing dé cap dén céc tic nhan bao gdm tac nhan 1am lanh mé néu
trén, 1a cac tac nhan cam mau cho sy xuit huyét ma giam duogc bot gay dong do
c¢6 su bd sung cac tac nhan chéng déng, cac tac nhan cdm mau cho céc bé mat
vét thwong xuat huyét & cac t6 chirc nhu mé, cac tdc nhan cAm méu cho su xuét
huyét dong mach va XuAt huyét tinh mach, cac tac nhan Gc ché su chay mat tir
tai mat hoéc 6ng mat, cac tac nhan Gc ché sy xuét huyét hoac su thoat khi tur
phoi, cac tac nhan cAm mau hodc tmg dung qua 6ng thong trong khi luge bd
niém mac béng cach ndi soi, truyén vao mé niém mac dé lam cang phéng cac vi
tri cit bo, cac tic nhan e ché sur xuét huyét va sy chay dich co thé tir cac vi tri
cét bd trong céc phuong phap cit bé mé niém mac ma di duogc lam cing phong
bang cach truyén cht léng vao trong mo6 niém mac, hodc céc tdc nhan lam lanh
dong-tinh mach trong qua trinh lam lanh déng-tinh mach hodc cac tic nhan xo
hoa gian tinh mach dugc st dung trong qua trinh xo hod gidn tinh mach. Céc tac
nhan diéu tri ung thu va/hodc céc thude tuong phan ciing ¢ thé duoc bd sung

vao tac nhin lam lanh dong-tinh mach hodc tac nhan xo ho4 gian tinh mach.
Hiéu qua dat dugc cia sang ché

Peptit tu 1ap ghép 1a thanh phéan chinh trong tac nhan lam lanh mé cta séng
ché cling c6 thé dong vai trd 14 dan khung dé di tra té bao ngoai vai tro 13 tac
nhén lam lanh, nhu vay cho phép c6 hiéu qua tri liéu cao hon thay vi su lam lanh
don gian. Ngoai ra, tdc nhan 1am lanh mé theo sing ché da cai thién tinh két
dinh v6i m6 do loai bé duoc dich co thé thira khoi vi tri o dich co thé (chéng
han nhu, khi né d& dugc phu 1én vi tri de ngan chin xuét huyét khién tinh trang
xuit huyét ngimg lai), va nhu véy thé hién tac dung lam lanh mé6 day du c6 do

an toan sinh hoc.

Peptit tw 1ip ghép 1a thanh phan chinh cta tdc nhan 1am linh mé theo sang

ché c6 thé duoc tao ra bang cach téng hop, va do vay khong mang dén nguy co
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nhiém virut hosic nhiém tring so voi cac sinh chat c6 ngudn goc tir mé binh

thuong, va c6 kha nang tu héap thu sinh hoc, loai bd céac van dé vé viém.

MO ta van tat cac hinh vé

Fig.1 thé hién sy so sanh giita tac dung cdm mau cua dung dich peptit chira
nuée 1% va dung dich peptit chira nudc 3% & miu bi cdm kim tiém vao dong
mach chu & bung, (a) Su XuAt huyét dugc xac nhan sau khi choc vao dong mach
chi, xuét huyét quanh mach (déu mii tén; nhém dugc xi ly béng dung dich
peptit chira nude 1%), (b) phtt dung dich peptit chita nude (nhéom duge xir ly
bang dung dich peptit chira nude 1%), (c) khong thé phan biét dugc mach mau
do xuét huyét sau khi b6 kep (ddu miii tén; nhém duge xtr ly bang dung dich
peptit chira nudc 1%), (d) su XUAt huyét duoc x4c nhén sau khi choc vao dong
mach chil, xuit huyét quanh mach (d4u mi tén; nhém duoc xu ly bing dung
dich peptit chtta nude 3%), (e) phu dung dich peptit chita nuée (nhdém duoc xir
ly bang dung dich peptit chira nuéc 3%), (f) sau khi ria bang dung dich nudc
mubi sinh 1y, mach méu hoan toan ngimg xuat huyét c6 thé thdy dugc & phan
gifta ctia birc anh (ddu miii tén; nhém duoc xir ly bing dung dich peptit chira

nudc 3%).

Fig.2 thé hién su so sanh gifta tac dung cidm mau cua dung dich peptit chira
nude 1% va dung dich peptit chita nuéc 3% trong méu bi cit bé6 mot phan gan.
(a) Su xuat huyét duoc xac nhan sau khi cét gan (nhém dugc xir Iy bing dung
dich peptit chira nuéc 1%), (b) pht dung dich peptit chta nudc (nhém duoc xir
Iy bang dung dich peptit chira nuéc 1%), (c) khong thdy c6 su xuét huyét tir bé
mit ct sau khi rira bang dung dich nuéc mubi sinh 1y (d4u mii tén; nhém duge
xir ly bang dung dich peptit chira nudc 1%), (d) su xuat huyét duoc xac nhén sau
khi cét bé gan, (nhém duge xir Iy bang dung dich peptit chita nuéc 3%), () phu
dung dich peptit chira nuéc (nhém duge xir Iy bang dung dich peptit chira nuée
3%), (f) thay c6 su xudt huyét tir bé mat cit sau khi rira bang dung dich nudc
mubi sinh 1y (dau mii tén; nhém duge xt Iy bing dung dich peptit chira nudc
3%).
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Fig.3 thé hién su so sanh m6 bénh hoc clia cic bé mit cit cla gan ngung
xudt huyét nho sir dung dung dich peptit chira nuéc va gan tir nhém dbi tmg
(dung dich mubi sinh 1y), (a) M6 hoc ndi mach (nhém duge xir 1y bang dung
dich peptit chira nuéc), (b) moé hoc ndi mach (nhém duoc xi Iy bang dung dich
mubi sinh 1y), (c) mé hoc ndi mach (nhém dugc xir Iy bang dung dich peptit
chra nuéce), (d) md hoc ndi mach (nhém dugce xir Iy bang dung dich peptit chira
nuéc), (e) mé hoc néi mach (nhém duoc xir 1y bang dung dich peptit chira
nuée), () mdé hoc ndi mach (nhém dwgc xir 1y bing dung dich peptit chta

nude).

Fig.4 thé hién tac dung cAm méu cua dung dich peptit chtra nudc 3% trong
mau xuyén kim tiém vao dong mach chii & bung ciia tho véi chic nang gdy dong
mau bi kim hdm, (a) Tinh trang trudc khi choc vao déng mach chu, (b) quan sét
thdy c6 su xuit huyét quanh mach sau khi choc vao dong mach chi (d4u mii
tén), (c) phu dung dich peptit chtra nuéc, (d) su xuét huyét quanh mach cta (b)
khong thdy c6 sau khi b6 kep (ddu mii tén).

Fig.5 thé hién tac dung cAm mau cua dung dich peptit 3% chtra sacaroza
trong mau xuyén kim tiém vao dong mach chu & bung, (a) Tinh trang trude khi
choc vao dong mach chil, (b) thiy c¢6 su xuit huyét quanh mach sau khi choc
vao doéng mach chu (ddu mili tén), (c) phu dung dich peptit chira nuée, (d) su
xudt huyét quanh mach cta (b) khdng quan sat thdy sau khi bo kep (diu mii

tén).

Fig.6 thé hién su so sanh vé tac dung cAm mau va tac dung bit su ro & phéi
cta dung dich peptit 3% chita sacaroza va dung dich muébi sinh Iy & mau rd phoi,
(a) Su xuét huyét duoc xac nhan trong phéi (dAu miii tén; nhém duogc xit ly bang
dung dich peptit 3% chira sacaroza), (b) phu dung dich peptit chira nuéc (dau
mfli tén; nhém dugc xir Iy bang dung dich peptit 3% chira sacaroza), (c) vi tri
tén thuong dugc ngam trong dung dich mudi sinh 1y dé xac nhan su rd khong
khi, nhung khong quan sat thay su rd khong khi hodc su xuit huyét (ddu mii

tén; nhém duogc xir Iy bang dung dich peptit 3% chira sacaroza), (d) su xuét
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huyét dugc x4c nhén trong phéi (diu mii tén; nhém dugc xit Iy bang dung dich
mudi sinh 1y), (e) phtt dung dich mubi sinh 1y (dau miii tén; nhém duoc xu ly
bang dung dich mubi sinh 1y), (f) khong phan biét duoc su xuit huyét vi vi tri
tén thuong duoc ngdm trong dung dich mubi sinh 1y dé xé4c nhan su ro khong
khi, nhung quan sat théy co su xuit huyét lién tuc (déu mii tén; nhém dugce xi

ly bang dung dich mudi sinh Iy).

Fig.7 tac dung nut vach éng mat cua dung dich peptit chita nuéc 3% & mau
xuyén qua vach 6ng mat, (a) Tinh trang trude khi choc éng mat, (b) su ro mat
dugc x4c nhan sau khi choc éng mét (ddu miii tén), (c) phu dung dich peptit
chtra nudc (dau miii tén), (d) su rd mat cla (b) khéng quan sat thiy quanh éng

mat sau khi rira bang dung dich nuéc mudi sinh ly (dAu miii tén).

Fig.8 thé hién su tao phéng niém mac va tac dung cAm mau cta dung dich
peptit chira nuéc 3% & khdi u trong bang quang, (a) Trudc khi truyén dung dich
peptit chtra nuée, (b) 1lam phdng ving duge tac dong dugc xac nhan sau khi
truyén dung dich peptit chira nuéc, (c) khong c6 su xuét huyét & vi tri cét bd
trong khi cit bé khéi u bang dao dbt dién, (d) khong c6 su xudt huyét & vi tri cit

bo sau khi cat bo khéi u bang dao dét dién.

Fig.9 thé hién tac dung cAm méu cia dung dich peptit chira nuGc 2% trong
mau rach niém mac da day, (a) su Xuét huyét duoc x4c nhan sau khi rach gan
(mép mii tén), (b) phti dung dich peptit chita nuéc 2% (dau miii tén), (c) khong
c6 su xuat huyét tir vi tri rach sau khi rira bang dung dich nuéc mudi sinh ly
(d4u miii tén).

Fig.10 thé hién tac dung ciAm mau cla dung dich peptit chira nudc 1% &
méu cit ngang gan, (a) Su xuét huyét duoc xac nhén sau khi rach gan (dau mii
tén), (b) pht dung dich peptit chira nuée 1E1K9 1% (d4u mii tén), (c) thay c6
su xuét huyét tir vi trf rach sau khi rira bang dung dich nuéc mudi sinh ly (dau
mfli tén), (d) su xuit huyét dwoc x4c nhan sau khi rach gan (dau mili tén), (e)
phti dung dich peptit chtta nuée IEIK13 1% (dau miii tén), (f) khoéng thiy c6 su

xuat huy€t tlr vi tri rach sau khi rira bang dung dich nuéc mubi sinh 1y (ddu mii

-12-



22200

tén), (g) sw xuat huyét dugc xac nhan sau khi rach gan (diu miii tén), (h) pht
dung dich peptit chira nuéc KLD 1% (dau mili tén), (i) khong thdy c6 su xuét

huyét tir vi tri rach sau khi rira bing dung dich nude mudi sinh 1y (d4u miii tén).

Fig.11 thé hién tinh tu lip ghép cta dung dich peptit chira nudc 1,5% boi
mat, (a) dung dich peptit chita nuéc PuraMatrix 1,5% trude khi ty 1ap ghép, (b)
dung dich peptit chira nudc PuraMatrix 1,5% sau khi phti mét, (¢) mit duogc loai
bd, x4c nhan su tu l&p ghép, (d) st dung tac dong vat Iy dé lam v& gel tu 18p
ghép, (e) dung dich peptit chita nudc 1EIK9 1% trude khi tu lip ghép, (f) dung
dich peptit chira nudc IEIK9 1% sau khi phu mét, (g) khong thay cé sy tu 1ip
ghép sau khi loai bé mét, (h) va cham vat ly dugc ap dung dé lam v& gel tu 1ip
ghép, (i) dung dich peptit chira nuée IEIK13 1% trude khi tu lap ghép, (j) dung
dich peptit chira nuéc 1E1K13 1% sau khi phu mét, (k) mat duogc loai bo, su tu
lép ghép dugc x4c nhén, (1) va cham vét ly dugc p dung dé lam vo& gel tu lép
ghép, (m) dung dich peptit chira nudc KLD 1% truée khi tu 1ap ghép, (n) dung
dich peptit chira nuge KLD 1% sau khi phtt mét, (o) mat dugc loai bo, su tu 1dp

ghép dugc xac nhén, (p) va cham vét ly duoc ap dung dé pha v gel tu lap ghép.

Fig.12 thé hién tac dung lam nghén tinh mach cira bang dung dich peptit
chtra nuéc 3%, (a), (b) Su lam nghén tinh mach cira dugc xac nhan (ddu mii

tén).

Fig.13 thé hién su tu lip ghép cla dung dich peptit chira iopamidol. (a)
Dung dich peptit 3% chira iopamidol truéc khi tu lip ghép, (b) dung dich peptit
3% chtra iopamidol sau khi phti méi trudng nudi cdy té bao, (c) moéi truong nuoi
cdy té bao dugc loai bo, su tu lip ghép dugc xac nhan, (d) dung dich peptit
0,0468% chtra iopamidol truéc khi tu ldp ghép, (e) dung dich peptit 0,0468%
chira iopamidol sau khi pht méi trudng nuéi cy té bao, (1) moi truong nudi cay

té bao dugc loai bo, x4c dinh ¢6 sy tu lip ghép.

Fig.14 thé hién su tu lap ghép cua dung dich peptit 3% chira iopamidol sau

khi truyén qua dng théng (diu mii tén).
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MO ta chi tiét sang ché

Téc nhan 1am lanh mé theo sang ché s& dugc giai thich chi tiét.

Thanh phan chinh cta tic nhan lam lanh mé theo séng ché 1a peptit tur lap
ghép, peptit nay 1a amphiphil peptit c6 tir 8 dén 200 gdc axit amin véi cac axit
amin wa nudc va cac axit amin ky nudc duge lién két luan phién, va no thé hién
cAu tric B trong dung dich chtra nudc véi sy c6 mat ctia d6 pH sinh 1y va/hodc

cation.

Theo sang ché, 6 pH sinh Iy 1a d6 pH = 6-8, tét hon 1a d6 pH = 6,5-7,5 va
tdt hon nita 1a do pH = 7,3-7,5. "Cation" theo sang ché 1a, chéng han nhu, ion
natri hodc ion kali 5SmM-5M.

Céc peptit tu lap ghép duoc sir dung cho sang ché c6 thé dugc biéu hién

bang 4 cong thuc chung sau day.

(XY= (ZY)m)n ()
(YX)1 - (YD) (D)
(ZY)1 - XY)m)n (11D
(YD) - (YXmh  (IV)

(trong cac cdng thirc (I)-(IV), X la axit amin axit, Y 1a axit amin ky nudc

va Z 12 axit amin kiém, va 1, m va n 12 c4c sb nguyén (n x (1+m) < 200)).
Pau N ¢6 thé duoc axetyl hoa, va dau C c6 thé duogc amit hoa.

Céc axit amin wa nudc ma c6 thé duogc si dung bao gdm axit amin c6 tinh
axit nhu axit aspartic va axit glutamic, va axit amin c6 tinh kiém nhu arginin,
lysin, histidin va omithin. V& céc axit amin ky nuédc cé thé duge st dung la
alanin, valin, loxin, isoloxin, methionin, phenylalanin, tyrosin, tryptophan, serin,

threonin hodc glyxin.

Trong s6 cac peptit dugc vu tién ndy, céac peptit tur lap ghép 1a cac peptit tu
lap ghép c6 trinh tu lap gbm arginin, alanin, axit aspartic va alanin (RADA), va
c4c trinh tu peptit nay duoc thé hién béi Ac-(RADA),-CONH, (p = 2-50). Ciing

c6 cac peptit tu lip ghép duge wu tién c6 trinh tu 13p bao gém isoloxin, axit
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glutamic, isoloxin va lysin (IEIK), va céc trinh tu peptit duoc biéu hién bdi Ac-
(IEIK),I-CONH2 (p = 2-50). C6 cac peptit tu 1ap ghép duoc wu tién nita c6 trinh
tu 1ap gdm lysin, loxin, axit aspartic va loxin (KLDL), va céc trinh ty peptit nay
dugc biéu hién bdi Ac-(KLDL),-CONH, (p = 2-50). Céc peptit tw lap ghép nay
6 thé bao gdm tir 8 dén 200 gdc axit amin, c6 8 dén 32 gdc peptit tu 1ap ghép la

duoc wu tién va céc peptit tu 1ip ghép co tir 12 d&én 16 gbe 1a dwoc u tién hon.

V& cac vi du dién hinh cta cac peptit tu 1dp ghép theo sang ché, co thé ké
dén peptit RAD 16-1 ¢6 trinh tu (Ac-(RADA),~CONH,) (SEQ ID NO: 1), peptit
IEIK13 ¢6 trinh tu (Ac-(IEIK);I-CONH,) (SEQ ID NO: 2) va peptit KLD co
trinh tu (Ac-(KLDL);~CONH,) (SEQ ID NO: 3), va dung dich chtra nudc 1%
cia RAD16-I 13 san phdm PuraMatrix™ ciia 3D-Matrix Co., Ltd. PuraMatrix™
chua 1% peptit cé trinh tu (Ac-(RADA),~-CONH;) (SEQ ID NO: 1), c6 ion

hydrogen va ion clorua.

PuraMatrix™, TEIK 13 va KLD 1a céac oligopeptit ¢6 tir 12 dén 16 gdc axit
amin va c6 do dai khoang 5nm, va mac du cac dung dich cua ching la chét long
¢ d6 pH axit, céc peptit c6 su tu td chirc vao luc thay dbi dén d6 pH trung tinh,
tao ra cac sgi nano c6 dudng kinh khoang 10nm, géy ra su keo hoa cho dung

dich peptit.

PuraMatrix™ la amphiphil peptit c6 trinh tu axit amin c6 cac doan lap luan
phién cua arginin c6 dién tich duong va axit aspartic cé dién tich am lam cac
axit amin ua nudc, va alanin lam axit amin ky nudc, IEIK13 1a amphiphil peptit
c6 trinh ty axit amin c6 cac doan ldp luan phién gdm lysin c6 dién tich duong va
axit glutamic cé dién tich &m lam céc axit amin wa nudc va isoloxin lam axit
amin ky nudc, va KLD 1a amphiphil peptit cé trinh tu axit amin véi cac doan 1dp
luan phién gdém lysin ¢6 dién tich duong va axit aspartic ¢ dién tich Am lam cac
axit amin ua nuéc va loxin lam axit amin ky nuéc; tinh tu lip ghép cua peptit 13
do lién két hydro va lién két ky nudc gifra cac phan tr peptit boi cc axit amin

céu thanh peptit.
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Trong céc peptit tu ldp ghép duge sir dung cho sang ché, trung binh, duong
kinh s¢i nano ndm trong khoang tir 10 dén 20nm va kich c¢& 16 nim trong
khoang tir 5 dén 200nm. Cac khoang tri sb nay 13 gidng véi colagen, 13 nén

ngoai bao ty nhién.

D6 pH sinh 1y va néng d6 mubi 13 cac diéu kién dé tu 1ip ghép cua céc
peptit tu l&p ghép theo sang ché. Sy c6 mit cia ion kim loai kiém héa tri mot 13
dac biét quan trong. Tlc 14, ion natri va ion kali c6 mét véi lugng 16n trong co
thé gitip thiic ddy su keo hoa. Mot khi xay ra su keo hoa, gel khong phan huy
thdm chi dudi cac diéu kién suy thoai protein binh thuong nhu nhiét d6 cao hodc
vGi cac tdc nhan lam bién chit nhu axit, kiém, proteaza, ure, guanidin

hydroclorua hodc cac chat twong ty khac.

Céc peptit tu 1ap ghép nay, nhu PuraMatrix™, 1a c4c trinh tu peptit khong
c6 motif hoat héa sinh ly riéng, va do vay chirc ning té bao thuc khong duge sta
chita. Cac motif hoat héa sinh 1y diéu chinh nhiéu kiéu hinh ndi bao nhu su
phién mi, va su c6 mit cia cac motif hoat hda sinh 1y c6 thé din dén su
phosphoryl héa ctia ndi chét t& bao hodc céc protein bé mit t& bao béi cac
enzym xac nhan cdc motif. Khi motif hoat hoa sinh 1y ¢6 trong tdc nhan lam
lanh m6 peptit, su phién ma cla céc protein cé cac chirc ning khac nhau c6 thé
dugc hoat hoa hodc bi kim ham. Cac peptit tw lip ghép, nhu PuraMatrix’, khong

c6 cac motif hoat hoa sinh Iy va do vay khéng gay nguy hiém.

Vi peptit tu 1dp ghép dugc sir dung cho séng ché dugc tao ra boi qué trinh
téng hop héa hoc, n6 khéng chira cac thanh phén khong duoc nhan biét thu duoc
tir chét nén ngoai bao ctia dong vat khac. Do vdy, ddc tinh nay loai bd cic nguy
co vé nhiém trung, bao gbém BSE, tao ra peptit cd d6 an toan cao khi sir dung
trong y hoc.

Hon nita, peptit tu lap ghép bao gdm céc axit amin tu nhién cling théa mén
tinh tuong thich sinh hoc va kha nang phan huy sinh hoc, va da c6 bao céo ring
viée truyén PuraMatrix™ vao trong co tim chudt, chang han, dan dén su thim té

bao vao trong PuraMatrix™ va hinh thanh mé binh thudng. Thoi gian phan huy
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thay dbi tily thudc vao cac didu kién nhu vi tri truyén, nhung cac soi phan hay

va duoc tiét ra vao khoang tir 2 dén 8 tuan sau khi truyén.

Téc nhan lam lanh mo theo sang ché c6 thé con chira cac thude c6 phan tir
nho duoc bd sung. Khong c6 giéi han cu thé vé cac thudc cé phéan t& nhd, va co
thé duogc ké dén 1a glucoza, sacaroza, sacaroza dugc tinh ché, lactoza, maltoza,
trehaloza, dextran, iot, lysozym clorua, dimetylisopropylazulen, tretinoin
tocoferil, povidon iot, alprostadii alfadex, rugu aniza, isoamyl salixylat, ruou
o,o-dimetylphenyletyl, bacdanol, helional, sulfazin bac, bucladesin natri,
alprostadil alfadex, gentamyxin sulfat, tetraxyclin hydroclorua, natri fusidat,

mupirocin canxi hydrat va isoamyl benzoat.

Dudng c6 thé dugc bd sung vao tac nhan lam lanh mé theo sang ché dé cai
thién 4p sudt thdm thiu cua dung dich tir nhuoc truong dén déng truong ma
khéng lam gidm tac dung lam lanh md, nho d6 cho phép gia ting do an toan sinh

hoc.

Téc nhén lam lanh md theo sang ché c6 thé 1a dang bot, dung dich, gel,
hodc dang tuong tu khic. Vi gelat peptit tu ldp ghép c6 thé 1am thay d6i d6 pH
dung dich va ndng d6 mubi, n6 c6 thé duoc phan b duéi dang dung dich thubc

ma keo héa khi tiép xic véi co thé trong qua trinh phu.

Céc kiéu sir dung trong 1am sang bao gdm bng tiém c6 xilanh hoic cac bng
pipet ma d nap trudc véi dung dich hoa chét chia cac thanh phén nhu cac peptit
tu lip ghép (cac dng tiém dugc nap trudc), hodc cac phuong phap cung cép
dung dich héa chat vao dng tiém hoic chip pipet nhd d6 cung cip cac thanh
phén di qua 16 ho cta 6ng tiém hodic chip pipet (thiét bi hat hoac van), va pht nd
vao vung duogc tac dong qua ph?m x4. CAu tric c6 hai hodc nhiéu 6ng tiém hodc

pipet thinh thodng dugc sir dung.

Céc thanh phan c6 thé dugc st dung dudi dang tac nhan phu l1én dung cu

nhu stent hodc 6ng thong, dé kim ham su chay dich co thé,
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Ngoai ra, cac thanh phéan c6 thé dugc giit trén nén nhu gac hodc bing, hoidc
16p vai 16t, ma thuong dugce st dung trong linh vuc nay. Céc thanh phan ciing c6
thé duoc tAm vao trong que bong dé sir dung.

Ngoai ra, may phun mu dugc nap bot hoac dung dich gém cac thanh phﬁn
c6 thé dugc didu ché. Khi may phun nay duoc sir dung dé phun 1én ving duoc
tac dong, do pH va ndéng d6 mudi gia tang khi tiép xuc véi co thé gay ra su keo
hoa, va do vay dang nay co thé duoc phu cho nhiéu vi trf 16n hon va thich hop
hon so v6i dang gel.

Téc nhan 1am lanh mo theo séng ché s& dwoc mé ta chi tiét hon nho cac vi
du sau day, nhung sang ché khéng bi giéi han béi cac vi du nay mién 1a ban chat
cua n6 va khoang tmg dung dugc gilt nguyén.

Vi du 1. Tac dung cAm mau cia dung dich peptit chtra nuéc 1% va dung dich
peptit chitra nuéc 3% & mau choc kim tiém vao dong mach chu & bung/cudng
tinh mach ctra cia tho.

Mau choc kim tiém vao dong mach chu & bung va cuéng tinh mach ctra cta
thé dugc diéu ché dudi diéu kién kep mach, va tac dung cAm méau cla dung dich
peptit chira nuée 1% va dung dich peptit chira nude 3% duogc danh gia.

Nguyén liéu

- Dung dich peptit chtra nuée

1. Dung dich peptit chira nudc 1% (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH,, CPC
Scientific, Inc; ndng d6: trong lwong/thé tich)

2. dung dich peptit chtra nudc 3% (trinh tu peptit: Ac-(RADA)4-NH,, CPC
Scientific, Inc; ndng do: trong luong/thé tich)
- POng vat

Tho tring Nhat Ban (3,0-4,0kg, Japan White, binh thuong, ban tai
Funabashi Farm Co., Ltd.). Pong vat dugc nudi béng cac vién thic an danh cho
vét nudi (JA Higashinihon Kumiai Shiryou) dugc cip trong budng nudi dong vat

duoc diéu chinh & nhiét d6 trong phong 25°C, d6 4m 65% va thoi gian chiéu
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sang 12 gio (7:00-19:00), va nude duoc cung cip thoai mai bang chai nudc. Cho

nhin dn t sang ngay tht nghi€ém, chi dugc cho dung nudéc.
Phuong phap

- Tho duoc tiém dudi da Celactar 2% (3mg/kg) (2,0g xylazin trong 100mL,
san phim ctia Bayer Ltd.), va sau d6 1a ketamin (50mg ketamin trong ImL, san
phidm cia Fuji Chemical Industries, Ltd.) dugc tiém vao trong tinh mach

(10mg/kg) dé gay mé.

- Tho mb bung bing céch cét giita bung. Khoang 10cm déng mach chu &
bung va cuéng tinh mach cta 16 ra, ting mach mau dugc cit khoéi méd xung
quanh, va dong mach cht ¢ bung dugc choc v6i kim tiém 23G (Terumo Corp.)

trong khi cubng tinh mach cira duoc choc bang kim tiém 23G (Terumo Corp.).

- Khi xac nhén sy xuat huyet, dong mau ¢ dau mach ngoai bién va dau giira
duoc kep bang kep cam méu, va sau khi loai bé mau chéay ra bing dung dich

mubi sinh 1y va gac, n6 duge xi Iy ngay bang dung dich peptit chira nudc.

- Sau 1-2 phat xtr ly, dong mau dugce léy ra va su c6 mit clia sy xuét huyét

tir vi trf choc duge danh gia bang mét thuong.
Két qua

Fig.1 thé hién tac dung cAm mau cla dung dich peptit chira nu6c ddi véi su
XUAt huyét tir mach méu trong vi du nay. Nhu dugc thé hién & bang 1, hai mau
choc vao dong mach chu & bung thé di giai thich sw cAm méu hoan toan bang
dung dich peptit chira nudc 3%. Tuy nhién, véi dung dich peptit chira nudc 1%,
ca hai tho c6 thé xuét huyét sau khi bo kep, va do vay su cAm mau la su cim
mau khong hoan toan. Trong mau chon vao cudng tinh mach ctra, c hai truong
hop déu duoc cAm mau hoan toan bing dung dich peptit chtra nuéc 3%, nhung

c6 xuét huyét tinh mach lau dai véi dung dich peptit chira nudc 1%.

Bang 1
| Dung dich Thoi gia |
S6 peptit Vitrichoc | cuaqua |Kétqua Danh gia
chira nudce trinh
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1 3% DQng mach 1:00 G |Cim méau hoan toan
chu bung

2 39 |Pomgmach | .00 |G |CAm méu hoan toan
chu bung

3 1% Dbong mach 2:00 P XAuét huyét E&ng dot sau khi thao
chu bung vat phong bé

4 1% ang mach 200 p XAuat huyét tAung dot sau khi thao
chu bung vat phong bé

5 30 |Cuomgtimh |, G |CAm méu hodn toan
mach ctra

6 30 |Cudmgtimh |y, G |Cim méu hoan toan
mach ctra

7 1% Cudng ETnh 2:00 p Xuat hu};et lién tuc sau khi thao vat
mach ctra phong bé

Vi du 2. Tac dung cdm mau cta dung dich peptit chra nudc 1% va dung dich
peptit chtra nuéc 3% trong mau cit mot phan gan tho.

Mau cét mét phan gan tho duge chudn bi va tac dung cAm méu cia dung
dich peptit chira nu6e 1% va dung dich peptit chira nuéc 3% duoc danh gia.
Nguyén liéu
- Dung dich peptit chira nude

1. Dung dich peptit chira nudc 1% (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH,, CPC
Scientific, Inc.)

2. Dung dich peptit chira nudc 3% (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH.2, CPC
Scientific, Inc.)

- DPong vat

Tho tring Nhat Ban (3,0-4,0kg, Japan White, binh thudng, ban tai
Funabashi Farm Co., Ltd.). Pong vat dugc nudi béng cac vién thurc dn danh cho
vét nudi (JA Higashinihon Kumiai Shiryou) dugc cip trong budng nudi dong vat
duoc diéu chinh dén nhiét d6 trong phong 25°C, d6 4m 65% va thoi gian chiéu
sang 12 gid (7:00-19:00), va nudce duge cung cAp thoai mai bang chai nuge. Cho

nhin n tr budi sang cla ngay thir nghiém, chi dugc cho dung nudc.

Phuong phap
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- Thé duoc tiém dudi da Celactar 2% (3mg/kg) (2,0g xylazin trong 100mL,
san phdm ctia Bayer Ltd.), va sau d6 1a ketamin (50mg ketamin trong 1mL, san
phidm cta Fuji Chemical Industries, Ltd.) dwoc tiém vao trong tinh mach

(10mg/kg) dé gay mé.

- Tho dugc mé bung bang cach cit giita bung, va thuy trai hodc thuy phai
clia gan dugc cit dén kich c& v6i chiéu rong khoang 5cm x 3cm chiéu dai tir tir

mép bang cach st dung dao mé, dé chuén bi phin gan thu nghiém.

- Sau khi x4c nhan sy xudt huyét timg dot tir b& mit cét, nhu md gan gdm
dong mach, tinh mach ctra va tinh mach dugc kep chit dé chan ngay dong mau,
va mau chdy ra dugc loai bé bang dung dich muébi sinh ly va gac, sau d6 bé mit

gan d3 cit da duoc chudn bi duge xtt ly bang dung dich peptit chira nudec.

- Dong mau duogc hut ra 1-2 phut sau khi xtt 1y, dung dich peptit chita nudc
ma dugc keo hoa duoc loai bo b%lng dung dich mubi sinh ly, va su c6 mét cia

bét ky su Xudt huyét tlr bé mat gan duogc cat duoc xac nhan béng mét thuong.

- Bé mit gan duoc cdt trong d6 tac dung cam mau duoc quan sat duoc co

dinh bﬁng 20% formalin va dugc danh gia mé bénh hoc béng cach nhuém HE.
Két qua

Fig.2 thé hién tac dung cAm méu cla dung dich peptit chira nuéc dbi véi su
Xuét huyét tlr bé mat gan duoc cat trong vi du nay. Nhu duge thé hién & bang 2,
hai trong s6 cac con thé thu nghiém thé hién su cdm mau hoan toan bang dung
dich peptit chtta nudc 1%, nhung su cAm mau hoan toan duoc quan sat thay &
chi 1 trong sb 4 con tho véi dung dich peptit chira nuéc 3%. Theo su danh gia
mo bénh hoc, s nlit mach mau duoc xac nhin & bé mat mach do su tiép xuc kin

cta dung dich peptit chita nuéc duge keo héa véi bé mit gan duge cht (Fig.3).

Bang 2
S6 Nong 46  |Thoigiacua | Két Panh gia
qud trinh qua
1 3% 2:00 P |Xuét huyét lién tuc tir dong mach
2 3% 2:00 G |Cim méu hoan toan
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3 3% 1:00 F |Rimaéau

4 3% 2:00 P |Xuét huyét lién tuc tir dong mach
5 1% 2:00 G |Cim mau hoan toan

6 1% 2:00 G |Cim mau hoan toan

Vi du 3. Tac dung cAm mau cta dung dich peptit chita nuée & mau xuyén kim
tiém vao dong mach chd & bung cda thd véi chltc ndng gdy dong mau bi kim
ham

Téc dung cAm méu cia dung dich peptit chita nudc & thd duge s dung
chét chdng d6ng (heparin) dwoc danh gid & mau xuyén kim tiém vao dong mach

chu & bung.
Nguyén liéu
- Dung dich peptit chira nude
Dung dich peptit chira nuéc 3% (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH,, CPC
Scientific, Inc.)
- BPong viat

Thé tring Nhat Ban (3,0-4,0 kg, Japan White, binh thudong, ban tai
Funabashi Farm Co., Ltd.). Pong vat duoc nudi bing cac vién thirc n danh cho
vét nudi (JA Higashinihon Kumiai Shiryou) dugc cap trong budng nudi dong vat
duoc didu chinh dén nhiét do trong phong 25°C, d6 4m 65% va thoi gian chiéu
sang 12 gid (7:00-19:00), va nuée duge cung cp thoai mai bang chai nudc. Cho

nhin an tr budi sang ctia ngay thir nghiém, chi dugc cho dung nudec.
Phuong phap

- Tho dugc ti€ém duéi da Celactar 2% (3mg/kg) (2,0g xylazin trong 100mL,
san pham ctia Bayer Ltd.), va then ketamin (50mg ketamin trong ImL, san pham
ctia Fuji Chemical Industries, Ltd.) duoc tiém vao trong tinh mach (10mg/kg) dé

gay me.
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- 1000 don vi heparin (Novo-Heparin dé tiém, 5000 don vi, Mochida
Pharmaceutical Co., Ltd.) duoc tiem vao tinh mach cht duéi dé 1am giam chirc

nang gay dong mau.

- Thé dugc md bung bang cach cét gitra bung. Khoang 10cm dong mach
chd & bung 16 ra, mach mau dugc cét khoi mé xung quanh, va mach dugc choc

bang kim tiém 26G, 25G hoic 23G (Terumo Corp.).

- Trong khi x4c nhén sy xuit huyét, dong mau & dau mach ngoai bién va
dAu trung tdm duoc kep bing kep cAm maéu, va sau khi loai bé méu chay ra bang
dung dich mubi sinh 1y va gac, né duoc xtr 1y ngay bang dung dich peptit chtra

nudc.

- Sau 1-2 phut xtt Iy, dong mau duoc cho chay thoat va su xuét huyét duoc

danh gia bang mét thuong.
Két qua

Fig.4 thé hién tac dung cdm méu cta dung dich peptit chira nu6e dbi véi su
xut huyét tir dong mach chi & bung cua thé c6 chirc nang gay dong mau duogc
giam trong vi du nay. Nhu duoc thé hién & bang 3, su cAm m4u hoan toan duoc
quan sét thay v6i dung dich peptit chira nuée 3% & cdc mau choc kim tiém 26G,

25G va 23G.

Bang 3
S6 | Cokimtiém | Thoigiacia |Kétqua Panh gia
G) qua trinh
1 23G 1:00 G Cam mau hoan toan
2 25G 1:00 G Cam méu hoan toan
3 25G 1:00 G Cam méu hoan toan
4 26G 2:00 G CAam méu hoan toan

Vi du 4. Tac dung cAm mau cta dung dich peptit chita dudng & mau choc kim

tiém vao dong mach cht ¢ bung thé/cuéng tinh mach ctra.
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Tac dung cdm méu cia dung dich peptit chira duong dugc dénh gia bing
cach st dung mau choc kim tiém vao dong mach chu & bung/cuéng tinh mach
cua.

Nguyén liéu
- Dung dich peptit chira nude

1. Dung dich peptit chira sacaroza (trinh tur peptit: Ac-(RADA),-NH,, CPC
Scientific, Inc; néng do: 2% va 3%, sacaroza: Wako Pure Chemical Industries,
Ltd., n6ng do 10%)

2. Dung dich peptit 2% chira glucoza (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH2,
CPC Scientific, Inc; glucoza: Wako Pure Chemical Industries, Ltd., néng do
5%)

3. Dung dich peptit 2% chtra trehaloza (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH,,
CPC Scientific, Inc; trehaloza: Wako Pure Chemical Industries, Ltd. néng do
5%)

4. Dung dich peptit chita nudc 3% (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH,, CPC
Scientific, Inc.)

5. Dung dich peptit chita nudc 2% (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH,, CPC

Scientific, Inc.)
- Dong vat

Thé trdng Nhat Ban (3,0-4,0 kg, Japan White, binh thuong, ban tai
Funabashi Farm Co., Ltd.). Pong vat dugc nudi béng cac vién thirc an danh cho
vét nudi (JA Higashinihon Kumiai Shiryou) duoc cip trong budng nudi dong vat
duoc didu chinh dén nhiét do trong phong 25°C, d6 4m 65% va thoi gian chiéu
sang 12 gio (7:00-19:00), va nude dugc cung cip thoai mai bang chai nudc. Cho

nhin an tr budi sang cda ngay thir nghiém, chi duogc cho ding nudc.

Phuong phap
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- Thé duoc tiém dudi da Celactar 2% (3mg/kg) (2,0g xylazin trong 100mL,
san pham cua Bayer Ltd.), va sau d6 la ketamin (50mg ketamin trong 1mL, san
phdm cta Fuji Chemical Industries, Ltd.) duoc tiém vao trong tinh mach

(10mg/kg) dé gay mé.

- Thé dugc mé bung bing cach cit gifta bung. Khoang 10cm dong mach
chi & bung va cuéng tinh mach ctra 1§ ra, tirng mach mau duoc cit khoi mo
xung quanh, va dong mach chu & bung dugc choc béng kim tiém 26G, 25G hoac
23G (Terumo Corp.) trong khi cudng tinh mach cira duoc choc bang kim tiém

23G (Terumo Corp.).

- Trong khi x4c nhan sy xuét huyét, dong mau & dau mach ngoai bién va
dAu trung tdm duoc kep bing kep cdm mau, va sau khi loai bd méau chay ra bang
dung dich muébi sinh Iy va gac, n6 duoc xir Iy ngay véi dung dich peptit chira

nudc.

- Sau 1-2 phut xtr ly, dong mau dugc hit ra va su c6 mit cua su xuét huyét

duoc danh gia bang mét thuong.
Két qua

Fig.5 thé hién tac dung cdm méu cua dung dich peptit chtra duong ddi véi
s xuat huyét tir mach mau trong vi du ndy. Nhu duogc thé hién & bang 4, tac
dung cAm mau ctia dung dich peptit 3% chira sacaroza twong duong vdi tac dung
ciia dung dich peptit chira nuéc 3% & cac miu choc kim tiém 23G, 25G va 23G
vao dong mach chu & bung.

Nhu dugc thé hién ¢ bang 5, tac dung cAm méu cia dung dich peptit chira
nude 2%, dung dich peptit 2% chira sacaroza, dung dich peptit 2% chita glucoza
va dung dich peptit 2% chura trehaloza 1a tuong dwong & mau choc kim tiém

23G vao cudng tinh mach cira.

Bang 4

g4 Dung dich peptit Cd kim |Thoi gia cua

chitanue | * TIONOC |ie (G| quatrinn | K€tqud | Danhgid
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Dbong mach ] Cam mau
! 3% chu & bung 23 1:00 G hoan toan
Pong mach Cam mau
0 Y g .
2 3% chu & bung 23 1:00 G hoan toan
3 3% Dong mach | 1:00 G Cam méu
chu & bung hoan toan
4 3% Dongmach | 5 1:00 G Cam méu
chi & bung hoan toan
5 3% Dong mach |, 1:00 G Cam méu
chu o bung hoan toan
6 3% Dongmach | 5 2:00 G | Cammau
chu & bung hoan toan
5 p ~ 5 .
7 3% chira Dofxg mach 23 2:00 G Ca‘m ma}u
sacaroza chi & bung hoan toan
o . A X .
8 3% chira DQ}qg mach 23 1:00 G Ca‘m mau
sacaroza chu & bung hoan toan
0 ” A A r
9 3% chira DQP% mach 23 2:00 G Ca‘m maitu
sacaroza chu ¢ bung hoan toan
° p - X 4
10 3% chira Bopg mach 3 2:00 p Xl‘lat huyét
sacaroza cht & bung tung dot
° . A X .
1 3% chira Bovng mach 75 2:00 G Ca‘m mau
sacaroza chu & bung hoan toan
P , A X .
12 3% chira BQ}’lg7 mach 26 1:00 G Ca‘m mau
sacaroza chu ¢ bung hoan toan
0 . A X P
13 3% chira Dc_)qnlc?y mach 2% 1:00 G Ca‘m mau
sacaroza chu & bung hoan toan
14 3% chita D@pg mach 26 2:00 G Cé‘m me‘iu
sacaroza chu ¢ bung hoan toan
15 3% chira D@P% mach 26 2:00 G Cépl msflu
sacaroza chu & bung hoan toan
o - A X -
16 3% chira DQ}‘I% mach 26 2:00 G Ca‘m mrflu
sacaroza chu 6 bung hoan toan
Bang 5
) Dung dich C& kim Thoi gia )
So peptit chia Vitrichoc |,.. ciaqud |Keétqua Danh gia
. tiém (Q) -
nudc trinh
1 2% Cubngtinh | H05 | 54 g | Cammdu
me_}ch clira hqan toan
2 2% Cudngtinh | 5o | 5.9 G | Cémmiu
mach ctra hoan toan
0 P X ~ X P
3 2% chira Cudng t{nh 26G 2:00 G Ca‘m méu
glucoza mach clra hoan toan
0 P X = X P
4 2% chtra Cudng t1’nh 26G 2:00 G Ca‘m me‘lu
glucoza mach cira hoan toan
o p x ~ X X
5 2% chtra Cudng t1ﬂnh 26G 2:00 p Xg%t huyeét
glucoza mach cira lién tuc
o > - X .
6 2% chira Cudng t17nh 26G 2:00 G Ca‘m méau
sacaroza mach ctra hoan toan
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2% chtra Cuodng tTnh 26G 2-00 G Ca‘m mau
trehaloza mach ctra hoan toan

Vi du 5. Tac dung chin ro phdi caa dung dich peptit chita sacaroza & mau ro
phéi tho

Mau rd phdi thé duoc didu ché, va tac dung chin ro phdi cta dung dich
peptit 3% chira sacaroza va dung dich mubi sinh 1y duge so sanh.
Nguyén liéu
- Dung dich peptit chira nudce

1. Dung dich peptit 3% chira sacaroza (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH,,
CPC Scientific, Inc; sacaroza: Wako Pure Chemical Industries, Ltd., néng do:

10%)

2. Dung dich muébi sinh 1y (san phdm ctia Otsuka Pharmaceutical Factory,
Inc.)

- POng vat

Tho trang Nhat Ban (3,0-4,0kg, Japan White, binh thudng, ban tai
Funabashi Farm Co., Ltd.). Pong vat dugc nudi béng céac vién thic dn danh cho
vét nudi (JA Higashinihon Kumiai Shiryou) dugc cap trong budng nudi dong vat
dugc diéu chinh dén nhiét do trong phong 25°C, d6 4m 65% va thdi gian chiéu
sang 12 gid (7:00-19:00), va nude dugc cung cip thoai mai bang chai nuée. Cho
nhin #n tir budi sang cia ngay thir nghiém, chi duoc cho dung nudée.

Phuong phap

- Thé dugce tiém dudi da Celactar 2% (3mg/kg) (2,0g xylazin trong 100mL,
san phim ctia Bayer Ltd.), va then ketamin (50mg ketamin trong 1mL, san phim
cia Fuji Chemical Industries, Ltd.) duoc tiém vao trong tinh mach (10mg/kg) dé
gdy mé.

- Tho duoc mé& nguc dudi su trg giup ho hip bang may ho hép nhan tao.
Phéi 16 ra va dugc gy ton thuong bing kep fooc-xép dé tao ra sy rod phéi ¢6

xuét huyét.
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- Sau khi loai bé méu chay ra bang dung dich mudi sinh 1y va gac, bé mat
xuit huyét duoc xir Iy bing dung dich peptit 3% chira sacaroza va dung dich
mubi sinh 1y.
- Khoang 30 gidy sau khi xt 1y, su xudt huyét va su ro khong khi tir su rd
phéi trong dung dich mubi sinh 1y dugc x4c nhan bang mét thuong.
Két qua

Fig.6 thé hién tdc dung chin ro phdi cua dung dich peptit chia sacaroza
trong vi du nay. Nhu duoc thé hién & bang 6, su cAm mau hoan toan va sy chan
rd phéi duge xac nhan véi dung dich peptit 3% chua sacaroza, nhung sy xuét
huyét kéo dai va sur ro khong khi tir s o phdi dugc quan sat thiy véi dung dich

muodi sinh ly.

Bang 6
. Thoi gian A A 1A
Dung dich ciia qué trinh Két qua Dau hiéu
, Cam méu hoan toan. Khong ¢6 su ro
0 . ’ v
3% chura sacaroza 0:30 G khong khi tir phéi.
Dung dich muéi sinh Iy i p Xuat huyét lién t?li ;Egio su 10 khong khi

Vi dy 6. Tac dung nit vach 6ng mat ctia dung dich peptit chira nuéc & mau choc

kim tiém vao ong mat thd

Mau choc kim tiém vao ong mat tho dugc diéu ché, va tdc dung nut vach

6ng mat cta dung dich peptit chtra nuéc duge dénh gia.
Nguyén liéu
- Dung dich peptit chira nudc

Dung dich peptit chira nudc 3% (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH,, CPC

Scientific, Inc.)

- POng vat
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Tho tréng Nhat Ban (3,0-4,0 kg, Japan White, binh thuong, ban tai
Funabashi Farm Co., Ltd.). Bdng vat dugc nuoi béng cac vién thuc an danh cho
vét nudi (JA Higashinihon Kumiai Shiryou) dugc cap trong budng nudi dong vt
duoc diéu chinh dén nhiét do trong phong 25°C, d6 am 65% va thoi gian chiéu
sang 12 gi¢ (7:00-19:00), va nudc dugc cung cip thoai mai bang chai nudc. Cho
nhin #n tr budi sang cua ngay thir nghi€m, chi dugc cho dung nuéc.

Phuong phap

- Tho dugc tiém dudi da Celactar 2% (3mg/kg) (2,0g xylazin trong 100mL,
san phdm ctia Bayer Ltd.), va sau d6 1 ketamin (50mg ketamin trong 1mL, san
phidm cta Fuji Chemical Industries, Ltd.) dugc ti€ém vao trong tinh mach
(10mg/kg) dé gy mé.

- Tho dugc mé bung bﬁng céch cét gifra bung. Khoang 10cm 6ng mat 10 ra,
va sau khi cit khoi md bao quanh, 6ng mat duoc choc bé“mg kim tiém 23G.

Sau khi x4c nhan su tiét mat va lién tuc chay mat, dong mat dugc chin
bang kep cAm mau.

Mat ri ra duoc loai bo béng dung dich mudi sinh ly va gac, va sau d6 duoc
Xt ly v6i dung dich peptit chira nuée 3%.

Sau 2 phat xtr ly, vat chdn dong mat dugc thdo ra va sy ¢6 mit cua dong
mat tu vi tri choc dugc danh gia béng mét thuong.

Két qua

Fig.7 thé hién tic dung nuat vach 6ng mét cla dung dich peptit chira nudc

trong vi du nay. Nhu dugc thé hién & bang 7, tac dung nat vach 6ng mat hoan

toan dugc quan sat thdy véi dung dich peptit chtra nude 3%.

Bang 7
S6 | Cokimtiém [Thoigia |Kétqua Panh gia
(G) cua qua
1 26G 2:00 G |Dung dich peptit chta nude duge keo
héa c6 mat, vi tri choc 6ng mat duoc bit
hoan toan
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Vi du 7. Su nang cao lién tuc vi tri cat bdé va tac dung cam méu cua dung dich

peptit chtra nudc véi khdi u trong bang quang ché.

Dung dich peptit chta nudc dugc ti€ém dudi niém mac vao trong bang
quang trong khi khéi u trong bang quang ché, va su ning cao lién tuc va tac

dung cdm mau cta dung dich peptit chira nudc & vi tri cét bé duge danh gia.
Nguyén liéu
- Dung dich peptit chira nudc

Dung dich peptit chita nudc 3% (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH2, CPC

Scientific, Inc.)

- POng vat

Cho (duc)
Phuong phap

Khdi u trong bang quang ché duoc thuc hién trong didu kién gdy mé binh
thudng, bing quy trinh sau day.

- Sau khi rach vung ha vi béng dao md dbt dién (Erbe, Inc.), dao mé dbt
dién duoc sir dung dé rach bang quang dé 16 khéi u trong bang quang (khdi u c¢6
cudng c6 dudng kinh vi tri nén khoang 0,5cm ma dugc tach khoi niém mac bang
quang).

- Dung dich peptit chtta nu6c 3% duoc tiém dudi niém mac quanh nén khéi
u & 4 14n tiém, mdi 14n tiém 13 0,5mL, va su nang cao khdi u trén niém mac
duoc xac nhan.

- Sau khi nang cao khdi u, khéi u duoc cét bé“mg dao md dién tu.

- Thoi gian tir lic tiém dung dich peptit chtta nuéc dén lac hoan thanh viée
ct khdi u 1a khoang 2 phut.

Két qua
Nhu duoc thé hién trén Fig.8, khdi u dugc ndi 1én nho viée tiém dung dich

peptit chita nudc vao trong niém mac bang quang, va trang thai ndi 1én dugc duy
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tri trong sudt qua trinh cat. Khong thay c6 su xuét huyét trong khi hodc sau khi
cat khéi u.
Vi du 8. Tac dung cdm mau ctia dung dich peptit chira nudc 2% & mau mau rach
niém mac da day thé
Mau xuét huyét do rach niém mac da day thé duoc diéu ché, va tac dung

cdm mau ctia dung dich peptit chira nuéc 2% duoc danh gia.
Nguyén liéu
- Dung dich peptit chira nuéc

Dung dich peptit chtra nudc 1,2% (trinh ty peptit: Ac-(RADA),-NH,, CPC

Scientific, Inc.)
- Pong vat

Tho tring Nhat Ban (3,0-4,0kg, Japan White, binh thuong, ban tai
Funabashi Farm Co., Ltd.). Pdng vat duoc nudi bang cac vién thic &n danh cho
vat nudi (JA Higashinihon Kumiai Shiryou) duoc cip trong budng nudi dong vat
duoc didu chinh dén nhiét do trong phong 25°C, d6 Am 65% va thoi gian chiéu
sang 12 gid (7:00-19:00), va nude dugce cung cap thoai mai bang chai nude. Cho
nhin n tir budi sang cua ngay thir nghiém, chi duoc cho dung nudc.

Phuong phéap

- Tho duoc tiém dudi da Celactar 2% (3mg/kg) (2,0g xylazin trong 100mL,
san phdm cua Bayer Ltd.), va sau d6 13 ketamin (50mg ketamin trong 1mL, san
phiam ctia Fuji Chemical Industries, Ltd.) dugc tiém vao trong tinh mach
(10mg/kg) dé gay mé.

- Thé dugc mo bung béng cach cit gitta bung va da day dugc rach, sau d6

niém mac da day 16 ra va dugc rach bang dao mo6 khoang lcm dé giy ra su xuat

huyét.
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- Sau khi xac nhén ri mau tir qua trinh rach, mau dugc hit bo cang nhiéu
cang tdt bang gac va niém mac da day dé rach dugc xu 1y bang dung dich peptit
chtra nudc.

- Dung dich peptit chtra nudc dugce keo hoa dugc loai bé 1 phit sau khi xur
Iy nho str dung dung dich mubi sinh 1y, va su c6 mit cta bat ky su xut huyét tir
viéc rach niém mac da day dugc xac nhan bé‘mg mét thuong.

Két qua

Fig.9 thé hién tac dung cdm méu cta dung dich peptit chita nuéc déi véi su
Xudt huyét tir viéc rach niém mac da day trong vi du nay. Khéng théy cd su xuét
huyét sau khi sir dung dung dich peptit chtra nuée.

Vi du 9. Tac dung cdm mau ctia dung dich peptit chira nudc 1% & miu cét ngang
gan tho

Mau xuét huyét do cét ngang gan thé dugc chudn bi, va tdc dung cAm mau
cua dung dich peptit chira nudc 1% duogc danh gia.

Nguyén liéu

- Dung dich peptit chira nude

1. Dung dich peptit chira nudc 1% (trinh tu peptit: IEIK9 (SEQ ID NO: 4),
CPC Scientific, Inc)

2. Dung dich peptit chtra nude 1% (trinh ty peptit: IEIK13, CPC Scientific,
Inc)

3. Dung dich peptit chtra nudc 1% (trinh ty peptit: KLD, CPC Scientific,
Inc)

DPong vat

Tho tréng Nhat Ban (3,0-4,0kg, Japan White, binh thuong, ban tai
Funabashi Farm Co., Ltd.). Pong vat dugc nudi béng cac vién thirc dn danh cho
vét nudi (JA Higashinihon Kumiai Shiryou) duoc cp trong budng nudi dong vat

dugc dieu chinh dén nhiét d¢ trong phong 25°C, do 4m 65% va thoi gian chiéu
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sang 12 gid (7:00-19:00), va nude duge cung cip thoai mai bang chai nude. Cho
nhin n tir budi sang cua ngay thir nghi€ém, chi dugc cho dung nudec.
Phuong phap

- Tho dugc tiém dudi da Celactar 2% (3mg/kg) (2,0g xylazin trong 100mL,
san pham cuia Bayer Ltd.), va sau d6 12 ketamin (50mg ketamin trong 1mL, san
phdm cta Fuji Chemical Industries, Ltd.) dugc ti€ém vao trong tinh mach
(10mg/kg) dé gay mé.

- Tho dugc m& bung bang céach cét gitra bung va thuy trai gan 19 ra va cit
nhanh v=bang dao mé mét khoang lcm dé gy ra su xuét huyét.

- Sau khi x4c nhan c¢6 su ri mau khi md, mau duoc loai bd cang nhiéu cang
t6t bang gac va vét rach gan dugc xu Iy bang dung dich peptit chtra nuéc.

- Dung dich peptit chira nudc duge keo hda dugce loai bé 1 phut sau khi xir
ly nho st dung dung dich mudi sinh ly, va sy c6 mat cta su xuét huyét tir vét
rach gan dugc x4c nhan bing mét thuong.

Két qua

Fig.10 thé hién tic dung cAm méu cta dung dich peptit chtta nuéc ddi véi
sw xuét huyét tir vét rach gan trong vi du nay. Hoan toan khong thiy c6 su keo
hoa va tac dung cdm mau khi dung dich peptit chira nudc IE1K9 duoc st dung
lam 16p phia trén trén bé mat tdn thuong xudt huyét, nhung dung dich peptit
chtra nuéc IEIK13 va dung dich peptit chira nudc KLD dugc keo héda sau khi
phtl, va khong thay c¢6 sy xuét huyét.

Vi du 10. Su tu lap ghép ciia dung dich peptit chita nudc b méat tho

Su tu lap ghép cta dung dich peptit chira nuéc cé6 mat thd duge danh gia
v6i cac dung dich peptit chira nude khéac nhau.
Nguyén liéu

- Dung dich peptit chira nude
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1. Dung dich peptit chta nudc 1,5% (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH,,
CPC Scientific, Inc.)

2. Dung dich peptit chira nudc 1% (trinh tu peptit: 1EIK9, CPC Scientific,
Inc)

3. Dung dich peptit chira nudc 1% (trinh tu peptit: IEIK13, CPC Scientific,
Inc)

4. Dung dich peptit chira nudc 1% (trinh tu peptit: KLD, CPC Scientific,
Inc)

- POng vat

Thoé tring Nhat Béan (3,0-4,0 kg, Japan White, binh thuong, ban tai
Funabashi Farm Co., Ltd.). Pong vat dugc nudi bang cac vién thirc in danh cho
vét nudi (JA Higashinihon Kumiai Shiryou) duoc cép trong budng nudi dong vat
dugc didu chinh dén nhiét do trong phong 25°C, d6 4m 65% va thdi gian chiéu
sang 12 gid (7:00-19:00), va nude dugc cung cap thoai mai bang chai nuée. Cho
nhin #n tir budi sang ctia ngay thir nghiém, chi dugc cho dung nuée.

Phuong phap

- Tho duogc tiém dudi da Celactar 2% (3mg/kg) (2,0g xylazin trong 100mL,
san pham ctia Bayer Ltd.), va sau dé 1a ketamin (50mg ketamin trong 1mL, san
phdm ctia Fuji Chemical Industries, Ltd.) dugc tiém vao trong tinh mach
(10mg/kg) dé gay mé.

- Thé dugc md bung béng cach cit gilta bung, va méat duoc léy mau tir tai
mét bang cach st dung kim tiém 23G (Terumo Corp.).

- Céc giot clia timg dung dich peptit chira nuéc truéce khi tu 1ap ghép duoge
tao ra (duong kinh: khoang tir 5 dén 8mm), va mat da ldy mAu duoc nhé déu vao
d6 dé bao phu 1y dung dich peptit chira nuéc.

- Sau khoang 30 gidy, mat duoc loai bo va su tu lép ghép duogc xac nhéan,

va gel tu lap ghép bi phap v& bang kim tiém 23G.
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Két qua

Fig.11 thé hién vi du vé su tu lép ghép cta dung dich peptit chira nude cua
vi du nay boi mat. Su tu lép ghép dugc gay ra bdi mat duge xac nhan trong tht

ca cac dung dich peptit chtra nude trir 1EIKO.

Vi du 11. Xac nhén tac dung lam ngh&n mach méau cta dung dich peptit chira

nudc 3% trong qua trinh lam nghén tinh mach ctra cia chudt

Dung dich peptit chira nudc 3% dugc tiém qua tinh mach ctra cua chudt, va

tac dung lam nghén mach mau dugc dénh gia.
Nguyén liéu

- Dung dich peptit chtra nudc 3% (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH,, CPC

Scientific, Inc.)
- Pong vat

Chudt SD (250g, duc, ban tai Japan SLC, Inc.) dugc nudi trong bué)ng nuoi
dong vét dugc diéu chinh dén nhiét do/d6 4m: 22+3°C/50+20%, tan suét thong
khi: 10-15 1an/gio, thoi gian chiéu sang: chiéu sang nhén tao trong 12 gid (8:00-
20:00), va dugc cho an thoai mai v6i san phdm dang ran CRF-1 (Oriental Yeast
Co., Ltd.) bang cach sir dung thiét bi cip thirc dn lam bang kim loai, véi su cung

cAp nuéc may nho thiét bi cip nude tu dong.
Phuong phéap
- Chudt duoc gdy mé bing dietyl ete (Kishida Chemical Co., Ltd.).
- Chudt duoc mé bung bdi nhét cét gifra bung va tinh mach ctra 10 ra.

- 4mL dung dich peptit chtta nuéc duoc tiém qua cubng tinh mach cira
bang kim tiém 23G (Terumo Corp.), va sw xut huyét tir vi trf choc duge ngan

chan lai ngay bang dung dich peptit chira nuéc.

- Gan duge tach ra 5 phut sau khi tiém va dugc hdm ngay bang 10%

formalin (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

- M6 duogc nhudém bang haematoxylin eosin (HE) 1 tudn sau khi ham.
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Két qua

Nhu duoc thé hién trén Fig.12, sy 1am nghén tinh mach ctra véi dung dich

peptit chira nudc dugce xac nhan.

Vi du 12. X4c nhdn su tu lip ghép cua dung dich peptit chita nudc hoa tan

iopamidol

Su tu ldp ghép cia dung dich peptit chita nudc hoa tan iopamidol dugc
danh gia.
Nguyén liéu

- Dung dich peptit chira nudc

Dung dich peptit chita nudc 3% (trinh ty peptit: Ac-(RADA),-NH,, CPC
Scientific, Inc.)

- Mbi truong nubi cdy té bao (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco)

- Jopamidol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)

Phuong phap

- 306,2mg iopamidol dugc hoa tan trong ImL dung dich peptit chira nudc
3%.

- Dung dich peptit 3% chita iopamidol dugc pha lodng bang nuéc MilliQ
dé diéu ché dung dich peptit chtra nude 0,0468%. 300ul mdi trudng nudi cay té
bao dugc bd sung theo 6 phén, 50ul & 1an diu, dén 100ul dung dich peptit chira
iopamidol 3% va dung dich peptit chira iopamidol 0,0468%, bao quanh va tiép
xtc voi dung dich peptit chira iopamidol 3% va dung dich peptit chira iopamidol
0,0468%. 15 phut sau khi bd sung moéi truong nudi ciy, moi truong nudi cy
xung quanh duogc loai bd va su keo hoad duge xac nhan being mét thuong.

Két qua
Nhu duge thé hién trén F ig.13, su tu lép ghép dugc xac nhén véi dung dich

peptit chira iopamidol.
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Vi du 13. Xac nhén su tu 13p ghép ctia dung dich peptit chira iopamidol 3% sau
khi di qua ng théng nhé

Su tu 14p ghép ctia dung dich peptit chira nuéc 3% hoa tan iopamidol dugc
danh gia.
Nguyén liéu

- Dung dich peptit chtra nuéc

Dung dich peptit chira nudc 3% (trinh tu peptit: Ac-(RADA),-NH,, CPC

Scientific, Inc.)
- Méi trudong nubi ciy té bao (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco)
- Iopamidol (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)
- Ong théng nhé (2.4 Fr, 150/20, Boston Scientific)

Phuong phap

- 306,2mg iopamidol dugc hoa tan trong 1mL dung dich peptit chira nuéc
3%.

- Dung dich peptit 3% chira opamidol dugc cho vao trong méi trudng nudi

cy té bao qua 6ng thong.
Két qua

Nhu duoc thé hién trén Fig.14, su tu lép ghép duoc xac nhén vé6i dung dich

peptit 3% chutra iopamidol.
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YEU CAU BAO HQ
1. Tac nhan 1am lanh mé bao gdm peptit, trong d6 peptit nay c6 trinh tu axit
amin dugc néu trong SEQ ID NO: 2, tdc nhan lam lanh mo6 nay khéc biét & kha
ning nit cac vi tri tén thuong mod & cac dong vat c6 vi, trong d6 tac nhan lam
lanh m6 nay keo héa bang cach tur lip ghép thanh cdu trac tim B & do pH sinh 1y

v61 sy ¢6 mat cua cac ion kim loai ki€ém c6 héa tri mot.

2. T4c nhan 1am lanh mo theo diém 1, trong d6 tac nhan nay con bao gbm thubc
phan t& nho.

3. Tac nhan 1am lanh mé theo diém 2, trong d6 thudc phan ti nhé duge chon tir
nhom bao gém glucoza, sacaroza, sacaroza dugc tinh ché, lactoza, maltoza,
trehaloza, dextran, iot, lysozym clorua, dimetylisopropylazulen, tretinoin
tocoferil, povidon iot, alprostadil alfadex, rugu aniza, isoamyl salixylat, rugu
o,a-dimetylphenyletyl, bacdanol, helional, sulfazin bac, bucladesin natri,
alprostadil alfadex, gentamyxin sulfat, tetraxyclin hydroclorua, natri fusidat,

mupirocin canxi hydrat va isoamyl benzoat.

4. Tac nhan cAm mau cho sy xuét huyét & tinh trang chuc nang gdy dong mau bi
giam do su bd sung chét chéng dong gy ra, trong d6 tac nhan nay bao gdm tic
nhan 1am lanh mé theo diém 1.

5. Tac nhan cdm mau cho bé mat thuong ton xuét huyét cta t8 chic nhu mo,
trong d6 tic nhan nay bao gdm tic nhan lam lanh md theo diém 1.

6. Tac nhan cAm mau d6i véi su xuét huyét dong mach va XuAt huyét tinh mach,
trong d6 tic nhan ndy bao gdm tac nhan lam lanh mé theo diém 1.

7. Téc nhan ngan chan su ro mat tir tii mat hoac 6ng mat, trong dé tac nhan nay
bao gdm tac nhan lam lanh mé theo diém 1.

8. Tac nhan ngin chan sy xuit huyét hodc su rd khéng khi tlr phdi, trong d6 tac

- nhan nay bao gdm tac nhén lam lanh mé theo diém 1.
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9. Dich truyén niém mac mo dé nang vi tri cat bo trong qué trinh hét niém mac

ndi soi, dich truyén nay bao gdm tac nhan lam lanh mo theo diém 1.

10. Tac nhan ngén chan sy xuat huyét va sy rd dich co thé tir vi tri cat theo
phuong phap cat phan mo6 niém mac ma da dugc nang lén bdi sy truyén chat
long vao trong mé niém mac, tdc nhan nay chira tdc nhan lam lanh mo theo diém

1.

11. Tac nhan cam mau c6 theé dung dé truyén qua ong thong dé cam mau tir vi tri
cat trong qua trinh hdt niém mac ndi soi, tdc nhan nay chira tic nhan lam lanh

md theo diém 1.

12. Téc nhan niit dong-tinh mach dé nit dong-tinh mach, trong d6 tac nhan nay

chtra tac nhan 1am lanh mé theo diém 1.

13. Tac nhan nut dong-tinh mach dé nat ddng-tinh mach theo diém 12, trong do
tac nhan nay con chira thudc diéu tri ung thu hoac thudc tuong phan, hoac thude

diéu tri ung thu va thudc tuong phan.

14. Tac nhan xo hoa gian tinh mach dé xo hoa gidn tinh mach, trong d6 tac nhan

ndy chura tac nhan 1am lanh mé theo diém 1.

15. Tac nhan xo hoa gidn tinh mach ¢ xo hoa gidn tinh mach theo diém 14,
trong d6 tac nhan nay con chira thube didu tri ung thu hodc thude tuong phan,

hoc thudc diéu tri ung thu va thube tuong phan.
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Fig. 6
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Fig. 13

a) d)
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Fig. 14
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