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CHAT UC CHE BENH CHUA DIPEPTIT CO CAU TRUC HYP-GLY

(57) Sang ch& dé cap dén chat tc ché bénh chita dipeptit Hyp-Gly va it nhat mot

dipeptit dugc chon tir nhém bao gom Pro-Hyp va Ala-Hyp. Ngoai ra, chat tc ché

bénh nay con chira glucosamin va/hoac mudi ctia né. Chat dc ché€ bénh nay duogc

diing dé diéu tri bénh loang xuong , viem xuong khép va loét do ty de.
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Linh vue ki thuét dwoe dé cip

Séng ché dé cap dén peptit colagen, dipeptit va chit trc ché bénh (chét
phong ngira bénh). Cu thé hon, sang ché dé cap dén peptit colagen bao gdm
dipeptit c6 cau trac dic hidu ¢ dang dipeptit can thiét, dipeptit ¢ cdu tric méi,
va chat @rc ché bénh chira dipeptit nay lam thanh phan hiru hiéu can thiét va hiru
hiéu dé Gc ché bénh (theo sang ché, thuat ngit “Gc ché” bao gdém ca nghia
“phong nglra” dé e ché sy xuat hién cac tridu ching bénh va nghia “chita tri”
dé wc ché cac tridu chtmg bénh gy ra) chéng han nhu bénh loang xuong, viém

xuong khop va loét do ty de.
Tinh trang ky thuét ciia sang ché

Bénh lodng xuong la tinh trang bénh ma gdy ra sy giam luong xuong
tuyét dbi, nhung khéng kéo theo su thay ddi vé& chat lugng xuong. Xuong lién
tuc duoc hép thu va tao thanh, va néu c6 su chénh léch gifra ty 1€ hép thu va ty 1€
tao thanh ma dan dén sy tao thanh xuong nghiéng vé muc can béng am, thi khi
d6 s& dan dén lodng xuong. Su hap thu xuong dugc thuc hién bdi té bao huy
xuong, va néu su biét hda va hoat hoa cac té bao huy xuong cang 16n, thi ty 1é
hép thu xuong cang cao. Mat khéc, su tao thanh xuong duogc thuc hién boi té
bao tao xuong, va néu su biét hoa va hoat héa cac té bao tao xuong cang 1on, thi

ty 1€ tao thanh xuong cang cao.

Bénh viém xuong khép 1a bénh ma sy thay doi thodi trién man tinh va su
thay doi ting sinh man tinh xay ra déng thoi & khop do dé lam thay ddi hinh
dang khop. Két qua la, sun khop dan dan bi mon va bi hao tdn, dén ndi xuong bi
nhd ra. O sun khép, khong cé bat ky mdt hé mach nao, va dic biét 13, cac té bao
sun phén khe khép va md sun ¢ xuong suon kho phuc hoi hoic tai tao hon la cac

mo xuwong ma co hé thong mach. Pac biét 1a, néu mé xuong ma ho tro cho sun
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khép tro nén thua thét (lodng xuong), thi chiic ning ctia phan khép bi can trg,

dén noi gdy ra viém xuong khop.

loét do ty dé 1a tinh trang bénh ma do nim lau trén givong, da va md
mém & noi ma xuong bi nhé ra trai qua mot qué trinh 1am mét kha ning tuln
hoan do bi ty dé trong mot thoi gian dai gilta xuong va giuong do d6 dan dén su

hoai tu.

Gidng nhu tac dung cta peptit 1én céc triéu ching trén day, tac dung lén
viém xuong khép duge thong béo. Vi du da dugc biét dén 1 nhu sau: dd ubng
ciing ¢b khép chira peptit colagen va mudi glucosamin lam cac thanh phan hitu
hiéu va c6 d6 pH nidm trong khoang tir 2 dén 5 (tham khao tai liéu sang ché 1
dudi day), dugc chat cai thién viém khép dang thap hodc viém xuong khép,
duge chat nay thu duge bang cach phan hiy thanh phan colagen hodc thanh
phan gelatin bing enzym colagenaza va chira tripeptit Gly-X-Y trong trinh tu
axit amin lam thanh phan htu hiéu (tham khao tai liéu sang ché 2 duéi day) va
dugc chat chira cimg khép miéng hodc thuc pham chtrc nang duge khéc biét nho
chira: it nhat mot chat dugc chon tir nhém bao gém colagen va peptit colagen;
amino sacarit; va it nhit mot chat duoc chon tir nhém bao gém mucopolysacarit;

va axit uronic (tham khao tai lidu sang ché 3 dudi day).

Tai liéu sang ché 1: JP-A-2002-125638
Tai liéu sang ché 2: JP-A-2002-255847
Tai liéu sang ché 3: JP-A-2003-048850

Ban chat ky thuét ciia sang ché

Céc giai phap néu trén day chi mo ta rang colagen, peptit colagen (ma la
hon hop ctia nhidu phan ti peptit) hodc tripeptit ddc hiéu 1a hitu hiéu dé phong
hoic diéu tri bénh viém xuong khép. Cau tric peptit ma hitu hidu dé phong hodc
diéu tri cac ching bénh khong chi bao gdbm bénh viém xuong khdp ma con bao

g6m cac bénh nhu lodng xuwong va loét do ty dé chua duoc biét dén.
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Do do, cac van dé ma sang ché can giai quyét la: tur quan diém khac céc
gidi phap ky thuat da biét, phat hién ra phan than chinh cua phan tor peptit ma
hitu hiéu dé e ché cac bénh khac nhau chéng han nhu bénh loang xuong, bénh
viém xuong khép va loét do ty deé, cu thé 1a dipeptit ma d& hip thu vao co thé
qua rudt non va l1a méi; va sang ché dé xuit: chat (rc ché bénh ma chuta dipeptit
lam thanh phan htu hiéu can thiét; va peptit colagen ma chtra dipeptit lam
dipeptit can thiét.

Céc tac gia sang ché da nghién ctru dé giai quyét cac van dé trén day. Két
qua 13, cac tic gia sang ché di hoan thanh sdng ché nho phét hién ra ring
dipeptit c6 cau trac Hyp-Gly dé hép thu vao co thé qua rudt non va co tac dung
nhu moét thanh phén trc ché bénh hiru hiéu, dic biét 1a Gc ché su biét hda va hoat
héa cac té bao huy xuong, thic déy su biét héa va hoat héa cac té bao tao
xuong, va trc ché su thoai hoa cac té bao syn nhdy d6 diu chinh dwoc su biét hoa
céc té bao nay va dipeptit nay hitu hiéu dé tc ché bénh lodng xuong va viém
xuong khop, va dipeptit nay con phuc hoi luong tropocolagen & chan bi da do

do ciing trc ché bénh loét do ty de, va bang cach khang dinh céc thuc té nay.

Ttc 14, peptit colagen theo sang ché dugc khac biét nho chira dipeptit co

céu trac Hyp-Gly lam dipeptit can thiét.

Dipeptit theo sang ché duoc khéc biét nho chira ¢ cdu trac Hyp-Gly.

Chét tc ché bénh theo sang ché duoc khac biét nho chura dipeptit cé cau
tric Hyp-Gly 1am thanh phan hitu hiéu can thiét.

Sang ché c6 thé tre ché hitu hiéu cac triéu chimg nhu lodng xuwong, viém
xuong khép va loét do ty de.
M5 ta chi tiét sang ché

Duéi day cac phan mé ta chi tiét vé peptit colagen, dipeptit, va chét uc
ché bénh theo sang ché dugc thuc hién. Tuy nhién, pham vi cua sang ché khong

bi gidi han ¢ cac phan moé ta nay. Va ngoai cac minh hoa dudi day, con c6 thé
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tién hanh cac thay doi thich hop déi véi cac minh hoa nay ma khong nam ngoai

pham vi clia sang ché.
Dipeptit, peptit colagen
Dipeptit theo sang ché c6 céu truc Hyp-Gly.

Peptit colagen theo sang ché bao gdm dipeptit néu trén lam dipeptit can
thiét. Nhu duoc néu dudi day, peptit colagen nay c6 thé thu dugc bing cach xutr

Iy colagen hodc gelatin bang enzym.

Trong dipeptit c6 cau trac Hyp-Gly, thanh phan hydroyprolin va/hodc
thanh phén glyxin c6 thé dugc cai bién v& mat hoa hoc, va ddi véi thanh phin

hydroxyprolin nhém hydroxyl c6 thé duoc cai bién vé mit héa hoc.

Theo cach néu trén, theo sang ché, “dipeptit ¢6 cu tric Hyp-Gly” bao
gém ca cAu tric duoc cai bién vé mit hoa hoc va cAu tric khong duoc cai bién
vé miat hoa hoc. Ngoai ra, dudi day, thuat ngit “dipeptit c6 clu tric Hyp-Gly” co
thé don gian dugc goi 1a “Hyp-Gly” (thuat nglt nay cling duogc dp dung tuong tu
cho céc peptit khac).

Trudong hop Hyp-Gly dugc cai bién vé mit hoa hoc, né c¢é thé hoa tan
trong mdi truong c6 dé pH nam trong khoang tir axit yéu dén trung tinh, va nho
do6 viée tang tinh tuong thich véi cac thanh phan hitu hiéu khac néu dudi day
cling c6 thé xay ra. Cu thé 14, déi v6i nhém hydroxyl cta gbc hydroxyprolin, c4c
cai bién héa hoc ching han nhu axetyl héa & vi tri O c¢6 thé dugc dé cap, va dbi
v6i nhém a-carboxyl cua gbe glyxin, thi cac cai bién hoa hoc ching han nhu
este hoa va amit hoa c6 the duge dé cap. Cac cai bién héa hoc thich hop cé thé

duogc chon theo loai thanh phén hitu hiéu khac néu duéi day.

Hyp-Gly néu trén c6 thé, vi dy, nhu néu dudi day, thu duoc béng cach xu
Iy colagen hodc gelatin bang enzym bang hai budc riéng hodc duoc tong hop tir
axit amin. DOi v6i cai bién héa hoc, cac bién phép da biét nhu néu dusi day c6
thé duogc dé cép. Tuy nhién, dipeptit theo sang ché c¢6 thé thu duoc bing cac

phuong phap khac ngoai cdc phuong phap nay, vi du bing phuong phap trong
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d6 viéc xtr ly bang enzym lan thtr nhat duoc loai thay cho phuong phap xu ly
bang enzym bao gdm hai budc néu dudi ddy hodc bang phuong phép trong do
phuong phép xir Iy bing enzym lan thtr nhét va phuong phap xr Iy bang enzym

lan thit hai dugc tién hanh dong thoi.
Xir Iy colagen hodc gelatin bang enzym bao gém hai buéc

Peptit colagen c6 ciu trac Hyp-Gly c6 thé thu duoc bang phuong phap xu
Iy bang enzym gdm hai budc trong d6 colagen hozc gelatin duoc xir 1y bing
enzym lan thtr nhat bang phuong phap théng thuong va sau dé duogc xtr ly bing

enzym lan thir hai bang phan ung v61 enzym c6 hoat tinh hydroxyprolidaza.

Néu tién hanh viéc xtr Iy bing enzym gbm hai budc nay, thi s& thu duoc
peptit ¢6 trong luong phan tir tvong d6i 1én ma hiru dung dé lam giam ching
viém cta xuong hodc mo sun théng qua co ché dung nap mién dich duong
miéng bang cach xir 1y bing enzym 1an tht nhét, va, vi du, trong truong hop
peptit ¢6 cdu tric x-Hyp-Gly (x 1a gbc axit amin khong phai 14 prolin), lién két
peptit gitta gbc Hyp-Gly va gdc x (lién két peptit thu dugc tir nhém axit amino
cia Hyp va nhom carboxyl ctia gdc x) duge phan cit bing cach xu Iy bang

enzym lan th hai nho d6 tao thanh Hyp-Gly.

Mic du, khong bi giéi han cu thé nhung cac vi du vé colagen néu trén bao
gém cac colagen thu dugc tr dong vat co va chéng han nhu trau bo va lon va
colagen thu duoc tir ca ching han nhu c4 map va ca trap va cac loai colagen cé
thé thu duoc tir xwong va cac phan da ctia dong vat ¢ v va xuong, da va cac
phan vay cua ca. Dac biét 13, cac phuong phép xtr ly da biét trudc day chang han
nhu phuong phap xtt 1y tdy nhon va loai canxi va phuong phép xtr 1y chiét ¢6 thé

dugc 4p dung cho cac phan xuong, da va vay cé néu trén.

Gelatin néu trén c6 thé thu dugc bang cach xir ly colagen néu trén bing
céc phuong phap da biét trude day ching han nhu chiét bang nudc nong.

Enzym ma duoc st dung trong phuong phap xtr ly colagen hodc gelatin
bang enzym gdm hai budc néu trén khong dugc gisi han cu thé. Tuy nhién,

truong hop ma dipeptit thu duge hitu dung cho céc loai thuc pham danh cho stc
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khoe duoc xem xét thi tdt hon 13 st dung cac enzym ma khong phai enzym thu

duoc tir vi khuan gay bénh.

Theo cac diéu kién xtr ly ctia phuong phap xt ly bang enzym lan thtr nhat
thi ¢6 thé st dung 0,1 dén 5 phan trong lugng enzym trén 100 phan trong luong
colagen hoic gelatin dé tién hanh x Iy ¢ nhiét d6 nam trong khoang tir 30 dén

65°C trong khoang thoi gian tir 1 dén 72 gio, chang han.

Trong luong phan tir trung binh ctia peptit colagen thu dugc bang cach xur
ly colagen hodc gelatin bing enzym lan tht nhat néu trén t&t hon ndm trong
khoang tir 200 dén 2000, tt hon nita nam trong khoang tir 200 dén 1800. Néu
trong luong phan tir trung binh ndy nidm trong khoang néu trén, thi c6 thé néi

rang dipeptit c6 trong lugng phan tir twong ddi 16n duoc tao ra du.

Sau khi xtr 1y bang enzym lan thir nhat, néu can, enzym nay cé thé duoc
bat hoat. Trong trudng hop nay, nhiét do bat hoat nim trong khoang tir 70 dén
100°C.

Enzym dugc st dung trong phuong phép xir 1y bang enzym lan thir nhét
néu trén khong duogc gidi han cu thé, néu enzym nay co thé phan cit dugc lién
két peptit cia colagen hodc peptit. Tuy nhién, thuong st dung enzym ma dugc
goi 12 enzym phan giai protein hodc proteaza. Cu thé, vi du vé cac enzym nay
bao gom colagenaza, thiol proteaza, serin proteaza, proteaza axit, proteaza kiém,
va proteaza kim loai, va cac enzym co thé duoc st dung riéng 1é hodc két hop
v6i nhau. Gidng nhu thiol proteaza néu trén, mot sé enzym da duoc biét dén
chang han nhu chymopapain, papain, bromelain, va fixin thu dugc tr thuc vat,
va cathepsin va proteaza phu thudc canxi thu dugc tir dong vat. Ngoai ra, giéng
nhu serin proteaza néu trén, c6 mot s6 enzym da duogc biét dén chéng han nhu
trypsin va cathepsin D, va giéng nhu proteaza axit néu trén, cé6 mot sb enzym da

dugc biét dén ching han nhu pepsin va chymotrypsin.

Ngoai ra, trong phuong phap xir Iy bing enzym lan tht hai, chang han,
phan Ung enzym duoc thuc hién biang cach st dung enzym cé hoat tinh

hydroxyprolidaza va hoat tinh proliraza thu ma dugc tir Aspergillus. Bang phan
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ting nay, Hyp-Gly ma khéong duoc bao gdm trong san pham thu duoc tir phuong

phap xir 1y bang enzym 1an thir nhat duoc tao ra.

Gidng nhu cac diéu kién xtr Iy cta phuong phap xtr Iy bing enzym lan thu
hai, chang han, c6 thé st dung tir 0,01 dén 5 phén trong luong enzym trén 100
phan trong lwong san pham thu duoc tir phuong phép xtr 1y bing enzym lan tha
nhat dé tién hanh xir Iy & nhiét d6 ndm trong khoang tir 30 dén 65°C trong
khoang thoi gian tir 1 dén 72 gio.

Trong luong phan t trung binh cta peptit colagen ma thu dugc béing
phuong phap xir Iy bang enzym lan thir hai trén day thich hop nam trong khoéang
tir 200 dén 1500, tét hon nita 14 ndm trong khoang tir 200 dén 900. Phuong phéap
xtr Iy bang enzym lan tht hai nay lam cho peptit colagen tré thanh di tuong
chinh tao ra Hyp-Gly va duoc tién hanh thuan loi dé peptit co trong lugng phan
tr twong ddi 16n trong sb céc peptit colagen ma thu dugc bang cach xir ly bang
enzym lan thi nhat s& khong duoc thiy phan qud mirc va dé peptit colagen nay
c6 trong luong phan tir nam trong khodng trong lugng phén tu trung binh néu

trén.

Sau khi xtr 1y bang enzym lan thit hai, enzym nay can dugc bat hoat.

Nhiét d6 bat hoat nam trong khoang tir 70 dén 100°C, ching han.

Chét thay phan ma thu duoc nhd phuong phap xtr Iy bang enzym gdm hai
budc néu trén hodc san phim 1én men ma thu duoc bing phuong phap xu ly
bang enzym goém hai bugc néu trén va qué trinh 1én men 1a mot hon hop chira
thanh phan axit amin hodc peptit khac v6i Hyp-Gly. Do do, trong truong hop ma
thu dugc Hyp-Gly hoac mudi cta nd, néu can c6 thé tién hanh viéc cit phan
doan hodc tinh ché. Phuong phép cét phan doan hoic tinh ché khong duoc gidi
han cu thé. Vi du, viéc cat phan doan hodc tinh ché c¢6 thé duoc tién hanh bé“lng
céc phuong phép di biét truge day chang han nhu siéu loc, sic ky long khac (vi
du, sic ky loc gel, sic ky trao ddi ion, sic ky pha ddo, va sic ky 4i luc), va cac
phuong phép bao gom su két hop cua cac phuong phap nay. Cu thé la, vi du, cit

phan doan hoic tinh ché ma c6 thé duoc tién hanh theo cach duéi day, chang
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han. Ttc 14, dau tién, khoang 2g/10ml chit thay phan hodc san pham 1én men
néu trén dugc chia thanh hai phﬁn, va hai phén nay lan luot duoc nap vao cot
trao doi ion (c6t DEAE TOYOPEARL 650M (do TOSOH Corporation san
xuat), c6t SP TOYOPEARL 650M (do TOSOH Corporation san xuat), ching
han), va thu hoi phan thé tich tréng ma duogc giai hip bing nude cat. Sau do, nap
phan d3 thu hdi nay vao c¢ot (c6t TOYOPEARL 650M (do TOSOH Corporation
san xuat), c6t DEAE TOYOPEARL 650M (do TOSOH Corporation san xuét),
chéng han) ma c6 nhém trao ddi ion nguoc voi cot trao ddi ion néu trén, va thu
hdi phén thé tich tréng ma dugc giai hip bang nudc cit. Sau d6, nap phan nay
vao cdt loc gel (co6t SEPHADEX LH-20 (do Pharmacia Co., Ltd. san Xuét),
ching han) va tién hanh giai hdp bing dung dich nudc metanol 30%, sao cho
phan ma tuong tng vai vi tri giai hip san phdm tong hop hoa hoc Hyp-Gly duoc
thu héi. P61 voi phan nay, séc ky léng hidu ning cao (HPLC) cung véi cit pha
déo (vi du cot uBondasphere 5uC18 300A (do Waters Co., Ltd. san xuét)) duoc
dé xuat dé tién hanh cit phan doan nhd gradien noéng do tuyén tinh cua dung
dich nudc chira axetonitril cé néng do béng 32% hoac thép hon ma chtra axit
trifloaxetic 0,1%. Sau d6, phan Hyp-Gly da thu hdi dugc lam khé trong chan
khéng dén khi thu duoc chat rdn dé thu duoc Hyp-GLy c6 d6 tinh khiét cao.

Téng hop tir axit amin
Hyp-Gly c6 thé duoc tong hop tir axit amin.

Vé cac phuong phap téng hop Hyp-Gly, thuong cé hai phuong phap la (1)
phuong phép tong hop ¢ pha rén va (2) phuong phép tong hop & pha 1ong (tham
khao tai liéu JP-A-2003-183298, chang han) va truée day con goi la (A) phuong
phap Fmoc va (B) phuong phap Boc. Tuy nhién, Hyp-Gly c6 thé dugc tong hop
bing phuong phép bt ky.

Theo mot vi du, phuong phép tong hop ¢ pha rin duoc giai thich chi tiét
duoi day.
C6 thé tién hanh téng hop bang phuong phép tong hop ¢ pha ran da biét

trong do, hydroxyproline dugc c¢b dinh 1én gig thé polystyren va nhom Fmoc
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hodac nhom Boc dugc st dung dé bao vé nhém amino. Thc 13, cac hat gel
polyme polystyren c6 duong kinh khoang 0,1mm ma c6 bé mat dugc cai bién
bang nhom amino dugc st dung 1am pha rén, va glyxin dugc lién két (lién két
peptit) véi hydroxyprolin (ma c¢6 nhém amino dugc bao vé bang nhém Fmoc
(florenyl-metoxy-carbonyl) bing phan tmg loai nu6e nhd diisopropylcarbodiimit
(DIC) lam chét lam dac, va sau d6 pha rén dugc rira ky bang dung méi dé loai
bé chang han nhu glyxin con lai. Sau d6, nhém bao vé gbc hydroxyprolin ma
lién két véi pha rin dugc loai bo (khir bao vé), sao cho Hyp-Gly cé thé duoc

téng hop.
Cai bién hoa hoc
Hyp-Gly c6 thé 13 chat da duoc cai bién héa hoc. Theo cac phuong phap

va céc diéu kién xir Iy cu thé trong phuong phép cai bién héa hoc, céc k¥ thuat

cai bién héa hoc théng thuong dugc ap dung cho cac peptit.

Déi v6i cai bién héa hoc nhém hydroxyl cta gbc hydroxyprolin, vi du su
axetyl hoa & vi trf O ¢ thé duge tién hanh bang cach tao ra phan Ung véi axit

axetic khan trong dung méi nudc hodc trong dung moi khéng phai nuée.

Péi véi cai bién hoa hoc nhém a-carboxyl cta gbe glyxin, vi du su este
hoéa co thé duge tién hanh bang céch cho di qua khi hydro clorua khé sau do6 tao
huyén pht trong metanol, va tién hanh amit héa bang cach tao phan Ung vdi
carbodiimit.

Theo céac vi du cu thé khac vé cai bién hoa hoc, cac k¥ thuat cai bién hoa
hoc nhu dugc mo ta trong tai liéu JP-B-62-044522 va JP-B-05-079046 c6 thé
duoc ap dung.

Chét e ché bénh

Chét trc ché bénh theo sang ché chira dipeptit ¢ céu tric Hyp-Gly lam
thanh phén hitu hiéu can thiét. Vi du vé cac chét tc ché bénh bao gé)m chét e
ché bénh lodng xuong, cht e ché bénh viém xuong khép va chat te ché loét

do ty de.
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Chét e ché bénh theo sang ché chira dipeptit theo sang ché lam thanh
phan hitu hiéu, va ngoai ra, chét @rc ché bénh theo sang ché c6 thé 1a chat tc ché
ma chira dipeptit theo sang ché lam thanh phan hitu hiéu trong do, dipeptit nay
nim trong peptit colagen theo sang ché. Sau do, theo trudong hop nay, chat Gc
ché khéng chi 14 chat trc ché bénh néu trén bao gdbm Hyp-Gly dugc tong hop hoa
hoc tir axit amin hodc Hyp-Gly dugc phan 1ap tlr peptit colagen ma 14 san pham
thily phan clia colagen hoic gelatin, ma con 13 chat tc ché bénh chta Hyp-Gly
con lai ¢ dang peptit colagen ma khong phéan lap Hyp-Gly tur peptit colagen néu
trén. Theo cach nay, chat Gc ché bénh theo sang ché 13 chit ma chua dipeptit
theo sang ché 1am thanh phan htu hiéu, bao gdém chét ¢ ché ma Hyp-Gly con
lai & dang peptit colagen dugc tao thanh chtra trong d6, va ciing c6 thé sir dung
két hop cac dipeptit nay, bao gdm trudng hop ma dipeptit duoc str dung & dang
peptit colagen.

Tét hon 13, Hyp-Gly néu trén c6 mit vdi ty 16 khong dudi 0,001 phan
trong luong, tot hon nita 1a khong dudi 0,01 phén trong lugng, so vadi toan bo
luong chat e ché bénh néu trén theo séng ché. Trong truong hop Hyp-Gly c6 ty
1€ dudi 0,001 phﬁn trong luong, thi co thé 1a cac tac dung theo sang ché khong

dugc thé hién day du.

Ngoai ra, trong truong hop ma chat e ché bénh theo sang ché duoc st
dung bing cach tiém truc tiép vao phan bi bénh thi luong Hyp-Gly néu trén tt

hon la khong dudi 1mmol/I.

Chét tc ché bénh theo sang ché co thé thu duoc bang cach pha loang
Hyp-Gly bang dung dich nuéc mubi sinh ly, va trong truong hop nay, hiéu qua
cua sang ché c6 thé dat duoc dﬁy da, nhung céac thanh phén hiru hiéu khac hodc
cac thanh phan dé bao ché thudc c6 thé duge dua vao mot cach thich hop ngoai
Hyp-Gly néu trén véi luong nam trong khoang ma khong lam anh huéng dén

hiéu qua cua sang che.

Céc thanh phan hitu hiéu khac néu trén duge lay lam vi du nhu

glucosamin va/hodc mudi ctia né va chondroitin sulphat. C4c thanh phan nay cé
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thé lan luot duoc st dung riéng hodc két hop véi nhau. Trong so tat ca cac thanh
phan trén day, glucosamin va/hodc mudi cia n6 dugc uu tién hon ca vi ching co6

chtrc nang lam ting tac dung tc ché bénh ctia Hyp-Gly.

Ngoai ra, cac peptit hodc axit amin ngoai Hyp-Gly c¢6 thé duoc dua vao
lam céc thanh phan hitu hiéu khac néu trén. Vi du, peptit c6 trong luong phan tu
tuong dbi 16n 1a hitu dung vi chdng lai ching han nhu bénh viém khép dang
thép, peptit nay cling c6 tac dung lam giam chung viém cua xuong hoac moé sun
thong qua co ché dung nap mién dich dudng miéng. Dé cac peptit hodc axit
amin khong phai Hyp-Gly dugc dua vao, vi du, colagen hodc gelatin dugc thay
phan dé thu duoc peptit colagen chira Hyp-Gly, va sau dé peptit colagen nay
duoc sir dung luén ma khong can tach ra khoéi Hyp-Gly.

Hon thé nita, canxi hodc hesperidin tai sap xép sacarit c6 thé duoc dung
lam cac thanh phan hitu hiéu khac néu trén voi muc dich lam tang su lang dong
mudi vao xuong, va ching han nhu vitamin C ciing c6 thé dugc st dung nhiam

muc dich lam tang su tong hop va ling dong colagen.

Gidng nhu luong céc thanh phan hiru hiéu khac néu trén, cac thanh phéan
nay cling c6 thé duoc st dung voi ty 1€ nam trong khoang tir 0,001 dén 20 phén
trong luong, tét hon nita 1a ndm trong khoang tir 0,01 dén 20 phan trong luong,
so vol toan bd luong chit e ché bénh. Cu thé 1a, lugng glucosamin va/hodc
mubi ctia n6 tot hon 14 ¢6 ty 16 nam trong khoang tir 5 dén 15 phan trong luong
so véi toan bo lugng chét tc ché bénh. Trong truong hop dudi ty 1€ nay la 5
phan trong lugng, thi ¢ thé viée lam tang cac tac dung cua Hyp-Gly khong
dugc thé hién day du. Trong trudng hop ty 1& ndy 16n hon 15 phan trong luong,
thi viéc tiéu hoa qua muc 1a ¢6 thé vi chung duoc thai vao trong nudc tiéu hodc

phan.

Cé4c nguyén lidu tao hinh c6 thé duoc st dung lam cac thanh phan dé bao
ché thubc, ching han nhu xenluloza tinh thé, va lugng thich hop c6 thé duoc

thiét 14p theo dang thudc.
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Vi du vé céc phuong thirc sir dung chit tc ché bénh theo sang ché bao
gdém cac phuong thic ching han nhu tiéu hoa bang cach st dung qua dudng
miéng va tiém truc tiép vao phan bi bénh. Hyp-Gly duoc hip thu nhanh & rudt
va it bi phan hiy thanh cac axit amin. Do d6, viéc tiéu héa bang cach sir dung

qua dudng miéng dugc uu tién.

Trong trudng hop str dung qua dudng miéng, bing cac phuong phap da
biét trude day, hon hop chira Hyp-Gly va céc thanh phan hitu hiéu khéac néu trén
hoac cac thanh phén néu trén dé bao ché thudc co6 thé duoc bao ché thanh vién
nén bang cach nén thanh vién nén, va ngoai ra cé thé dugc bao ché thanh dang
thudc rén bat ky (vi du, hat, bot, nang), dang thube 16ng (vi du, dung dich, hén
dich, nhil trong), va dang thude dong kho.

Trong truong hop tiém truc tiép vao phﬁn bi bénh, nguyén liéu thu duoc
bang cach pha lodng Hyp-Gly bang dung dich nude mudi sinh ly duoc st dung,
nhung néu can, cc thanh phan hiru hiéu khac néu trén c6 thé cling dugc su
dung. Tbt hon 14, ndng do cua cac thanh phan nay 1a nhu néu trén, ham luong

cua Hyp-Gly khong dudi 1mmol/I.

Dipeptit ma chira trong chit e ché bénh theo sang ché lam thanh phan
hitu hiéu can thiét 13 dipeptit ma cé cdu tric Hyp-Gly va khac cac axit amin,
dipeptit c6 cau tric khong phai Hyp-Gly va tripeptit va nhiéu peptit da gia ma c6
axit amin khac lién két voi Hyp-Gly. Bang céch tao ra chét Gc ché bénh chira
dipeptit néu trén c6 cau trac Hyp-Gly, céc tac dung (rc ché bénh tét (tac dung Gc
ché cac triéu chtimg bénh nhu lodng xuong, viém xuong khép va loét do ty dé)

dugc thé hién.

Diéu néu trén dic biét duoc chimg minh trong céc thir nghiém danh gia

hoat tinh nhu dugc m6 ta trong phﬁn vi du thuc hién sang ché dudi day.
Str dung cung véi cac dipeptit khac

C6 mdt vai trudng hop ma céc tac dung tic ché bénh cua Hyp-Gly c6 thé

dugc tang hiép dong bang cach su dung két hop véi céc dipeptit khac.
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Vi du, cac tac dung trc ché bénh cua Hyp-Gly c6 thé duoc tang hiép dong
bang cach st dung két hop Pro-Hyp.

Ngoai ra, cac tac dung lén cidc bénh chiang han nhu bénh viém xuong

khép c6 thé duoc tang hiép ddng bang cach st dung két hop véi Ala-Hyp.

Pé thu duoc peptit colagen theo sang ché, vi du, peptit colagen chira ca
Hyp-Gly va Pro-Hyp, vé co ban chi can thay ddi loai enzym st dung trong
phuong phép xr ly bang enzym lan thir hai trong phuong phép giéng nhu
phuong phap xtr Iy bang enzym gdm hai bude di giai thich cho trudng hop Hyp-
Gly. Vi vay, enzym, vi du enzym c6 hoat tinh prolidaza va hoat tinh

hydroxyprolidaza thu duoc tir vi du Aspergillus c6 thé duge dé xuit.

Trong truong hop ma Hyp-Gly va Pro-Hyp duoc st dung cung nhau trong
chat trc ché bénh theo sang ché, thi tét hon 1a ty 1& ham lvgng Hyp-Gly nim
trong khoang tir 50% dén 90% trong luong, va ty 1& ham luong Pro-Hyp nim
trong khoang tir 10% dén 50% trong luong néu tong ca hai chat nay la 100%

trong luong.

Ngoai ra, trong truong hop ma Hyp-Gly va moét dipeptit khac duoc su
dung cting nhau, thi tong ty 18 ham luong cia vcéc dipeptit nay t6t hon 1a khong
dudi 0,001 phén trong luong va tot hon nita 1a khong duai 0,01 phén trong
luong so voi téng luong chét Gc ché bénh néu trén theo sang ché, chéng han.
Hon thé nita, trong truong hop ma chat te ché theo sang ché duoc st dung bang
cach tiém truc tiép vao phan bi bénh thi tong luong céac dipeptit nay tot hon 1a
khong dudi 10umol/l.

Céc tac dung hiép dong bang cach sir dung két hop véi céc dipeptit khac
duoc giai thich cu thé duéi day nho vién dan céc triéu ching tiéu biéu néu trén
lam vi du, céc triéu chlrng ma chét tc ché bénh theo sang ché c6 thé Gc ché 1a
loang xuong, viém xuong khdp va loét do ty de.

Nhu néu trén, bénh loang xuong la bénh ma su hép thu xuong dugc thuc

hién boi t€ bao huy xuwong, va néu su biét hoa va hoat hoa cac té bao hiy xuwong
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cang 16n thi ty 18 hdp thu xuong cang cao, trong khi d6 su tao thanh xuong dugc
thuc hién boi té bao tao xuong va néu su biét hoa va hoat héa céc té bao tao
xuong cang 16n thi ty 1€ tao xuong cang cao. Do do, bénh loang xuong duoc uc
ché béng cach tc ché su biét hoa va hoat hoa té bao huy xuong va thic déy su
biét hoa va hoat héa t& bao tao xuong. Sau do, theo kién thirc va phét hién cia
tac gia sang ché, Hyp-Gly va Pro-Hyp c6 c4c chirc ning dudi day trong viée biét

hoa va hoat hoa cac té bao huy xuong va tao xuong.

Ttc 14, dau tién, cac co ché biét héa va hoat hoa cac té bao huy xuong
duoc giai thich. Pau tién, (i) nhidu tién té bao hity xuong dung hop véi nhau va
biét hoa thanh cac té bao khong 16 da nhan. Enzym ma xtc tac su biét héa nay 1a
TRAP (Tartaric Acid Reistant Acid Phosphatase). Sau do, (i1) céac té bao khong
10 da nhan néu trén (cac té bao hiy xuong) hoa tan va phan hity mé xuwong. Theo
co ché néu trén, Hyp-Gly chii yéu trc ché (i), va Pro-Hyp iic ché ca (i) va (ii). Do
do, dé xuét viéc st dung két hop Hyp-Gly va Pro-Hyp, vi hoat dong hiép dong

ctia hai chét nay s& thu duoc céac tac dung tot hon nhiéu.

Ngoai ra, cac té bao tao xwong tong hop va tiét chat xuong (colagen typ I)
va ALP (phosphataza kidém)  canxi hoa chat xwong nay thanh Ca-
10(PO4)s(OH), (hydroxyapatit), dé qué trinh cbt hoa duoc thiic day. Do d6, Hyp-
Gly thtc day hoat tinh ALP néu trén, va ngoai ra bang céch st dung két hop véi
Pro-Gly, tac dung thuc ddy ctia Hyp-Gly dugc thuc day bang tac dung hiép
déng, vi vay tac dung thtc déy ma tdt hon so véi tac dung thuc déy cua viéc su

dung riéng mdi dipeptit c6 thé dugc thé hién.

Bénh viém xuong khép duoc chia thanh bdn giai doan sau: (i) giai doan
tang sinh t& bao, (ii) giai doan biét héa/trudng thanh té bao sun, (iii) giai doan
biét hoa (thoai héa) thanh té bao sun phi dai, (iv) canxi héa va su chét té bao
theo chuong trinh sau d6. Theo giai doan (i) va (ii), Pro-Hyp chu yéu thiic day
biét hoa thanh céc té bao sun va duy tri diéu nay, va ngoai ra trong giai doan (ii),
Hyp-Gly diéu chinh su biét héa tién té bao sun khdp, xtc tac cho qua trinh biét
hoa (thoai hoa) thanh té bao sun phi dai, va tc ché hoat tinh ALP (phosphataza
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kiém) cling la mdt chi thi dac hiéu, sao cho viéc chuyén sang giai doan (iii) bi trc
ché. Do d6, theo cac tac gia sang ché, néu Ala-Hyp ciing duoc sir dung két hop,
thi cdc chitrc niang ctia Hyp-Gly trong giai doan (ii), tic 13, viéc diéu chinh su
biét hoa cac tién té bao sun khop va tc ché hoat tinh ALP duoc tang lén hiép
dong. Theo cach nay, c6 thé thiy rang bang cach str dung két hop Hyp-Gly va
Pro-Gly va t6t hon 1 sir dung két hop thém Ala-Hyp, thi su thoai hda céc t& bao
sun duoc tc ché hiép déng, va kiéu biéu hién céc té bao sun dugc duy tri, nho

vay, gép phan e ché bénh viém xuong khép.

Su tién trién triéu ching va qua trinh lanh vét loét do ty dé dugc chia
thanh ba giai doan sau: (i) giai doan phan tng viém, (ii) giai doan tang sinh (giai

doan tao hat) va (iii) giai doan dn dinh.

Ttc 13, néu da bi ton thuong, thi trong (i) giai doan phan tng viém, xay ra
hién tuong thoat vi moé va thoat vi mach mau va xay ra hién tuong xuét hién khu
tra. Tuy nhién, hién tuong cAm mau duoc thuc hién boi cac yéu td dong mau
trong méu va su co mach mau. Tiép d6, cdc t& bao lympho va céac bach ciu
don nhan to di ra khéi mach mau giéng nhu dich ri va di chuyén dén vét
thuong (di dong dén té bao). Do dé, Pro-Hyp thé hién chirc nang thuc day su
di dong cua cac té bao lympho va bach cau don nhén to. Cac bach cau don
nhan to tré thanh dai thuc bao, va dai thuc bao nay con giai phéng nhiéu
héa chat khac nhau va la ngudn phét sinh céc tin hiéu tiép theo. Ngoai ra,
céc soi colagen trong chan bi da dugc tiét bai colagenaza ndi sinh (vi du, MMP-

13).

Tiép d6, trong giai doan ting sinh (ii), cac héa chat duoc giai phong boi
hoat dong cua dai thuc bao va doan peptit thu dugce tir sy phan huy colagen (vi
du, Pro-Hyp va Hyp-Gly) dugc tao thanh badi colagenaza noi sinh néu trén tao ra
cac tin hiéu kich thich dé tap hop cac nguyén bao soi, sao cho céac soi colagen
(colagen: chu yéu bao gdm tropocolagen) dugc tao thanh. Cac nguyén bao
so1, cac mao mach va colagen két hop lai, di chuyén dén vét thuong, bao

ldy bé mat bi thuong, va bam vao bé mat vét thuong (su tao thanh mé hat).
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Do dé, ca Pro-Hyp va Hyp-Gly hiép dong thuc day su tong hop colagen dé thuc
déy su tao thanh mo hat. Cu thé la, & giai doan dau cua giai doan tang sinh (i1),
Pro-Hyp chu yéu biéu hién chic ning sinh ly, va ¢ giai doan cudi, Hyp-Gly
chu yéu biéu hién chuc nang sinh ly. Néu md hat duogc tao thanh, thi cac té
bao khong ting sinh khong phai 16p mam di chuyén dé tao thanh mot 16p té bao
biéu md. Sau dé, cac té bao cua lép mam di chuyén dén dudi 16p nay va ting
sinh tir ria ctia vét thuong dé tao thanh biéu mé da 16p, sao cho két thuc su tao
thanh biéu bi.

Cudi cung, trong giai doan (iii), hoat dong ctia nguyén bao sgi trd vé hoat
dong ban dau, su tao thanh colagen bi suy gidm, lugng tao thanh va lugng
phan huy chuyén sang giai doan tinh ddng thoi giit ¢ trang thai can bang,

sao cho viéc lam lanh vét thuong duoc hoan tat.

Céc chure nang néu trén cua dipeptit ma chira trong peptit colagen theo sang
ché ciing dugc dé xuét xudt phat tir bang chimg vé cac tac dung khac nhau trong
cac thr nghiém dénh gi4d dac tinh nhu duge mé ta trong phan vi du thuc hién
sang ché néu dudi day.

Pro-Hyp

Pro-Hyp c6 cac chirc nang trc ché cac triéu chimg cta bénh ching han nhu
loang xuong, viém xuong khép va loét do ty de khong chi trong truong hop ma
Pro-Hyp duoc st dung két hop véi Hyp-Gly, ma con trong truong hop st dung
riéng Pro-Hyp.

Pro-Hyp dugc giai thich chi tiét dudi day. Tuy nhién, phan 16n cac ddi
tugng cla viée gidi thich nay trung lap véi su giai thich vé Hyp-Gly néu
trén, nén cht yéu cac diém khac nhau sé& duoc giai thich.

Trong Pro-Hyp, don vi prolin va/hodc don vi hydroxyprolin c6 thé duoc cai
bién hoa hoc. Cu thé 14, déi véi don vi hydroxyprolin, mdt trong hai hoac ca

hai nhém carboxyl va nhém hydroxyl ¢é thé duoc cai bién hoa hoc.
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Do d6, trong ban md ta sang ché, néu "dipeptit c¢6 cau trac Pro-Hyp"
hodc thuat ng viét tit chia no "Pro-Hyp" duogc deé cap, thi thuat nglr nay bao
gé)m ca dang dugc cai bién vé& mat héa hoc va dang khong dugc cai bién hoa

hoc.

Trong trudong hop ma Pro-Hyp dugc cai bién héa hoc, thi Pro-Hyp nay c6
thé dugc hoa tan trong dung dich ¢6 d6 pH nam trong khoang tir axit yéu dén
trung tinh, va nho do hi vong tang cuong kha nang tuong thich véi cac thanh
phan hitu hiéu khac. Cu thé 13, déi véi nhom o-amino cua gdc prolin, céc
cai bién hoa hoc ching han nhu polypeptidyl hoa, sucxinyl hoa, maleyl hoa,
axetyl hoa, khir amin hoéa, benzoyl hoa, alkylsulfonyl héa, aryl sulfonyl héa,
dinitrophenyl hoa, trinitrophenyl hda, carbamyl hoa, phenylcarbamyl
héa, va thiol hoa c6 thé duoc vién dan. Pbi véi nhom a-carboxyl cua géc
hydroxyprolin, cdc cai bién héa hoc ching han nhu este héa va amit héa c6 thé
dugc vién dan. D6i voi nhom hydroxyl cua gde hydroxyprolin, cac cai
bién hoa hoc chéng han nhu 0-axetyl héa c6 thé duoc vién dan. Cac cai
bién héa hoc thich hop ¢6 thé duoc chon tuy thudc vao cac loai thanh phén

hiru hiéu khac.

Ty 1é Pro-Hyp néu trén chua trong chat trc ché bénh va lugng Pro-
Hyp trong truong hop ma chit e ché bénh duogc st dung bing cach tiém vao

phan khép la giéng nhu ty 16 va luong duoc dé xuét cho Hyp-Gly.

Tuong tu véi Hyp-Gly, Pro-Hyp néu trén c6 thé thu duoc bang cach xtr ly
colagen hodc gelatin bing enzym nhé hai bude riéng hoic dugc tong hop tir cac
axit amin. P6i véi cai bién hoéa hoc, cac phuong phap da biét dé& cap

duédi day duoc vién dan.

Phuong phap xir Iy bang enzym dé thu duoc Pro-Hyp, vé co ban c6 thé
giong phuong phap xu 1y bang enzym goém hai buéc da giai thich trong truong
hop Hyp-Gly. Tuy nhién, d6i véi phuong phap x1r Iy bang enzym 14n hai, vi du,
enzym c6 hoat tinh aminopeptidaza P va prolidaza nhu thu duoc tir Aspergillus

dugc su dung.
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Tuong tu Hyp-Gly, Pro-Hyp c6 thé duoc tong hop tir axit amin. Tuy
nhién, trong trudng hop nay, du dé thay thé hydroxyprolin bang prolin, va
glyxin bang hydroxyprolin trong phuong phap tong hop Hyp-Gly duoc giai

thich néu trén.

Nhu di néu trén, Pro-Hyp c6 thé 1a dang d3 cai bién hoa hoc. Cac k¥
thuat cai bién héa hoc peptit thong thuong duoc ap dung cho cac bién phap
va diéu kién xwr 1y cai bién hoa hoc cu thé.

D6i véi cai bién héa hoc nhém o-amino cua géc prolin, vi du, c6 thé
tién hanh polypeptidyl hoéa bing phan tGng véi N-carboxylic anhydrit, va
c6 thé tién hanh sucxinyl héa va maleyl hoa bang phan tmg véi sucxinic
anhydrit hodic maleic anhydrit & d6 pH gan bang 8, va cé thé tién hanh
axetyl hoa bang phan tng véi N-hydroxysucxinimit axetat gan trung tinh, va
tién hanh khtr amin hoa bang cach tao ra phan Gng véi axit ¢6 nito, va co thé
tién hanh benzoyl héa bang céch tao ra phan tng véi benzoyl clorua hodc
benzoic anhydrit, va c6 thé tién hanh alkylsulfonyl héa hoic arylsulfonyl hoa
bing phan tng voi benzensulfonyl clorua, p-toluensulfonyl clorua, hoic
metansulfonyl clorua, va c6 thé tién hanh dinitrophenyl hoéa hodac
trinitrophenyl hoéa bang cach tao ra phan Uung véi 2,4-dinitroflobenzen hodc
axit 2,4,6-trinitrobenzensulfonic, va c6 thé tién hanh carbamyl hoa hodac
phenylcarbamyl héa bang cach tao ra phan mg véi axit xyanic, va c6 thé tién
hanh thiol hoa bang cach tao ra phan ung vo1 N-axetylhomoxystinthiolacton,
S-axetylmercaptosucxinic  anhydrit, axit thioparaconic, hodc S-

axetylthioitamalic anhydrit.

Dbi voi cai bién hoa hoc nhéom a-carboxyl cua gbc hydroxyprolin, vi
du, c6 thé tién hanh este hoa bang cach cho khi hydro clorua khé di qua
metanol sau khi tao huyén pht, va cé thé tién hanh amit héa bang cach tao ra
phan g véi carbodiimit.

D6i v6i cai bién hoa hoc nhém hydroxyl ctia gbc hydroxyprolin, vi du, ¢é

thé tién hanh axetyl hoa & vi tri O bang cach tao ra phan Umg véi axit axetic
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khan trong dung moi nudc hoac trong dung méi khong phai nude.

Gidng nhu cac vi du cu thé khéac vé cai bién hoa hoc, ¢6 thé 4p dung céc k§
thuét cai bién héa hoc nhu dugc md ta trong tai liéu JP-B-62-044522 va JP-B-
05-079046.

Vé viéc mo ta chi tiét chat e ché bénh chira Pro-Hyp 1am thanh phén hitu
higu, do cdc md ta nay la gidng vdi cac mb ta vé chit e ché bénh chira Hyp-
Gly lam thanh phﬁn htu hiéu ma da dugc mo ta néu trén, nén sy giai thich

vé chit trc ché bénh chira Pro-Hyp duoc bo qua.
Ala-Hyp

Ala-Hyp néu trén c6 céc chirc ning Gc ché cac triéu chting cla bénh chang
han nhu viém xuong khép khong chi trong truong hop ma Ala-Hyp dugc su
dung két hop véi Hyp-Gly, ma con trong truong hop st dung mdt minh Ala-
Hyp.

Duéi day, Ala-Hyp nay dugc mo ta chi tiét. Tuy nhién, vi phan 16n
cac dbi tugng ciia viée giai thich nay trung lip voi su giai thich vé Hyp-
Gly va Pro-Gly néu trén, nén chu yéu cdc diém khac nhau sé& duoc giai

thich.

Trong Ala-Hyp, don vi alanin va/hodc don vi hydroxyprolin c6 thé dugc cai
bién hoa hoc. Cu thé 1a, dbi véi don vi hydroxyprolin, hodc mot trong hai

hodc ca hai nhém carboxyl va nhém hydroxyl c6 thé duoc cai bién héa hoc.

Do d6, trong ban mo ta sang ché, néu thuét ngi "dipeptit c6 cau tric
Ala-Hyp" hoic thuat ngit viét tat "Ala-Hyp" duoc dé cap, thi thuat ngir nay bao

gom ca dang da dugc cai bién hoa hoc va dang khong duoc cai bién héa hoc.

Trong truong hgp ma Ala-Hyp duogc cai bién hoa hoc, Ala-Hyp co thé hoa
tan trong dung dich c6 do pH nidm trong khoéang tir axit yéu dén trung tinh, va
nhd d6 cling hi vong ting cudng tinh tuong dong véi cac thanh phan hiru hiéu
khac. Vé co ban, c6 thé tién hanh céc cai bién héa hoc giéng nhu cac cai

bién néu trén veé Pro-Hyp. Cu thé, doi v6i nhém a-amino cta goc alanin, cé

-20-



22622

thé tién hanh céc cai bién héa gidng cac cai bién hoa hoc néu trén vé nhém
o-amino cua gbc prolin trong Pro-Hyp. DPéi véi nhom a-amino va nhom
hydroxyl ctia gbc hydroxyprolin, ¢6 thé tién hanh céc cai bién hoéa hoc gibng
cdc cai bién héa hoc néu trén vé nhém a-amino va nhém hydroxyl ciia gbc
hydroxyprolin trong Pro-Hyp. C6 thé chon céc cai bién héa hoc thich hop theo
loai thanh phan hitu hiéu khac.

Ty 1é trong d6 Ala-Hyp néu trén chtra trong chat Gc ché bénh va
luong Ala-Hyp trong trudong hop ma chét e ché bénh duoc sir dung bang cach
tiém vao phan khép c6 thé gidng ty 16 va luong da dé cap cho Hyp-Gly.

Tuong tu véi Hyp-Gly, Ala-Hyp néu trén c6 thé thu duoc bang cach xu ly
colagen hodc gelatin bing enzym gdm hai budc riéng biét hodc dugc tong hop
tir axit amin. D6i v6i cai bién héa hoc, dé xuit cac bién phap da biét nhu
néu dudi day.

Phuong phép xtr 1y bing enzym thu duoc Ala-Hyp, vé co ban, ¢ thé 1a
phuong phap gidng nhu phuong phép xit Iy bing enzym gdm hai bude da ap
dung cho Hyp-Gly. Tuy nhién, d6i véi phuong phap xt 1y bang enzym lan
thu hai, vi du, enzym c6 hoat tinh proteinaza va hoat tinh hydroxyproliraza

thu duogc tur Aspergillus dugce st dung.

Tuong tu véi Hyp-Gly, Ala-Hyp c6 thé dugc tong hop tir céc axit
amin. Tuy nhién, trong trudng hop nay, dui dé thay thé d& dang hydroxyprolin
bang alanin, va glyxin bang hydroxyprolin, trong phuong phép téng hop
Hyp-Gly néu trén.

Nhu da néu trén, Ala-Hyp c6 thé 1a dang duoc cai bién hoa hoc. Déi
v6i cac bién phap va didu kién xtr 1y cai bién hoa hoc cu thé, cac k§ thuat cai
bién hoa hoc peptit thong thudng duoc ap dung. DSi véi nhém a-amino cua gbe
alanin, c6 thé tién hanh céc cai bién hoa hoc gidng nhu céc cai bién hoa hoc néu
trén & nhém o-amino ctia goc prolin trong Pro-Hyp. Pdi véi nhém a-amino va
nhém hydroxyl cta gdc hydroxyprolin, c¢6 thé tién hanh cac cai bién

hoa hoc gidng cac cai bién héa hoc néu trén & nhom a-amino va nhéom
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hydroxyl cua gbc hydroxyprolin trong Pro-Hyp.

Pbi voi viee mé ta chi tiét vé chat te ché bénh chia Ala-Hyp lam thanh
phan hitu hiéu, vi cac mé ta chi tiét nay la tuong tu véi cac md ta chi tiét ma da
duoc dé cap ¢ chét tc ché bénh chtra Hyp-Gly lam thanh phén hitu hiéu, nén
khéng can thuyét minh cac mé ta chi tiét nay.

Vi du thwe hién sang ché

Dudi day, sang ché duoc mo ta cu thé hon bai cac thur nghiém danh gia dac
tinh dipeptit theo sang ché hoic peptit colagen chtra dipeptit ndy va bang cac
vi du v& cac hop phan ctia chét e ché bénh ma chira dipeptit néu trén lam thanh
phﬁn htru hiéu. Tuy nhién, sang ché khong bi gidi han ¢ cac vi du nay. Duéi
day, dé thuan tién, don vi "ph?m trong luong" co thé duoc goi don gian la
“cac phén” va don vi "% trong luong" co thé duoc goi don gian la "%".
Dipeptit
Vidul
Hyp-Gly dugc tong hop bang phuong phap tong hop trong pha rin néu trén.

Ttc 13, cac hat gel polyme polystyren c6 duong kinh 0,1mm ma c6 bé mat
da duoc cai bién bang nhém amino duoc st dung lam pha rén, va 45 phan
glyxin dugc lién két (duoc lién két bang lién két peptit) véi 45 phan
hydroxyprolin (ma nhém amino dwoc bao vé biang nhom Fmoc (florenyl-
metoxy-carbonyl)) bing phan Ung loai nudc su dung 10 phan
diisopropylcarbodiimit (DIC) lam chat ngung tu, va sau d6 pha rin duoc ria
ky bang dung méi (rugu etylic) dé loai bod glyxin con thuwa. Sau do,
nhém bao vé gbc hydroxyprolin ma da lién két voi pha ran duoc loai bo (khu
bao vé&) bang cach ngam trong axit trifloaxetic, sao cho Hyp-Gly duoc tong hop.

Pbi v6i su tong hop dipeptit nay, hé thdng tong hop peptit tu do (do

CEM san xuét) duogc st dung.
Vidu?2
Hon hop chta Hyp-Gly néu trong vi du 1 va Pro-Hyp néu trong vi du tham
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khao 1-1 dudi day véi ty 18 1:1 (tinh theo trong lugng) duoc ldy 1am vi du 2.
Vidu3
Hon hop chtta Hyp-Gly thu duogc tir vi du 1, Pro-Hyp néu trong vi du

tham khao 1-1 dudi day va Ala-Hyp néu trong vi du tham khao 1-2 duéi day
véi ty 16 1:1:1 (tinh theo trong lwong) dugc ldy 1am vi du 3.
Vi du tham khao 1-1

Pro-Hyp duoc tong hop theo cach giéng nhu phuong phép téng hop Hyp-
Gly néu trén ngoai trir hydroxyprolin duoc thay thé bang prolin, glyxin dugc

thay bang hydroxyprolin. Pro-Hyp thu duoc duoc 14y lam vi du tham khao 1-
1.

Vi du tham khao 1-2

Ala-Hyp duogc tong hop theo cach gidng nhu phuong phap tong hop Hyp-
Gly néu trén ngoai trir hydroxyprolin duoc thay thé bang alanin, va glyxin dugc
thay thé bang hydroxyprolin. Ala-Hyp thu dugc duge lay 1am vi du tham
khao 1-2.
Viduso sanh 1

Leu-Hyp dugc tong hop theo cach gidng nhu phuong phéap tong hop Hyp-
Gly néu trén ngoai trir hydroxyprolin duoc thay bang leuxin, va glyxin dugc
thay bang hydroxyprolin. Leu-Hyp thu dugc duoc lay lam vi du so sanh 1.
Vi du so sanh 2

Phe-Hyp duoc tong hop theo cach gidng nhu phuong phép tong hop Hyp-
Gly néu trén ngoai trir 12 hydroxyprolin duogc thay thé bang phenylalanin, va
glyxin dugc thay thé bang hydroxyprolin. Phe-Hyp thu duoc duogc 14y lam vi
du so sanh 2.

Vi du so sanh 3

Ser-Hyp duoc tong hop theo cach gidng nhu phuong phap tong hop Hyp-

Gly néu trén ngoai trir hydroxyprolin duoc thay thé bang serin, va glyxin dugc
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thay thé bang hydroxyprolin. Ser-Hyp thu duoc dugc 1dy lam vi du so sanh 3.
Tripeptit
Vi du so sanh 4

Pro-Hyp-Gly dugc téng hop theo cach gidng nhu phuong phéap téng
hop Hyp-Gly néu trén ngoai trir 1a hydroxyprolin dugc thay thé bang prolin,
va glyxin dugc thay thé bang Hyp-Gly tong hop trong vi du 1. Pro-Hyp-Gly

thu duoc duoc léy lam vi du so sanh 4.
Axit amin

Vi du so sanh 5 va 6

Prolin 14 axit amin dwoc ldy lam vi du so sanh 5, va hydroxyprolin

duoc léy lam vi du so sanh 6.
peptit colagen
Vidu4

Peptit colagen (PC) c6 ngudn gdc tir da lon chira Hyp-Gly duoc tong hop
bang phuong phap dudi ddy va duoc ldy lam vi du 4.

1kg gelatin (colagen typ I) 12 san pham bj thoai héa béi nhiét cla colagen
co nguén géc tr da lon dugc hoa tan trong 41 nudc 4m 75°C, va diéu chinh
nhiét d6 xudng 60°C, va sau d6 1a phan tng thtr nhét, bd sung 10g proteaza thu
dugc tir Aspergillus mau vang, va gift hé nay & pH nam trong khoang tir 5,0
dén 6,0 va & nhiét do ndm trong khoang tur 45 dén 55°C trong 120 phut, nho do
phan ting thily phan bang enzym dugc thuc hién. Tiép theo, 1a phan Gng bang
enzym lan hai, enzym dugc chiét tu Aspergillus oryzae c6 hoat tinh
hydroxyprolidaza duoc bd sung dé thu duoc néng d6 cudi 1a 1,5%, sao cho hoa
tan duoc nguyén li€u nay. Sau do6, nguyén liéu nay duogc dé phéan tng & nhiét
do 50°C trong 6 gid. Sau phan Umg nay, xt Iy dung dich phan tng bang nhiét
¢ nhiét do 100°C trong 10 phtt va sau d6 lam ngudi dén 60°C va loc bing
than hoat va chét tro loc (diatomit), va dung dich cai thu duoc dugc vo tring

béng nhiét d§ cao ¢ nhiét do 120°C trong 3 gidy. Sau do, dung dich cai da vo
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tring duoc sdy phun, sao cho thu duoc peptit colagen c¢6 ngudn gbe tir da lon

(PC).

PC nay duoc tién hanh sic ky 16p mong (thin layer chromatography-TLC).
Ttc 13, 10ug PC d4 hoa tan trong nude duoc thém nhé giot (ban dau 1a vét) lén
dia TLC (tén thuong mai: "xenluloza F", do Merck san xuét) va duoc lam kho
va sau d6 duoc giai hip bang dung méi (n-butanol: axit axetic: nudc =4:1 :2).
Dia nay duoc lam kho trong khong khi va sau d6 phun chat mau isatin-kém
axetat (dugc didu ché bang cach hoa tan lg isatin va 1,5g kém axetat vao 100ml
isopropanol trong diéu kién gia nhiét va, sau d6 lam ngudi, b6 sung 1ml axit
axetic), nhd d6 khang dinh rang gi4 tri Rf {[khoang céch tir diém ban dau
dén diém c6 mau]/[khoang cach tir diém ban dau dén trudc diém giai hép
dung méi] ctia vét mau xanh cua PC thu duoc trén day bao gbém gia tri Rf
ctia vét mau xanh ctia Hyp-Gly trong sb Hyp-Gly va Pro-Hyp ma 1a cac chét
chi thi ndi duge chdm vao dia nay, noi cach khéac, PC nay chira Hyp-Gly.

Ngoai ra, tong (Y) cac trinh tu cla Hyp-Gly chtra trong colagen typ I ¢6
ngudn gbe tir da lon (c6 trong luong (X)g) ma di biét trinh tu axit amin
duoc dém, va luong Hyp-Gly theo Iy thuyét trong toan bd colagen typ I dugc
xé4c dinh bang cong thirc dudi déy, sao cho lwong nay bang 20,0% trong luong.
((S6 (Y) cta Hyp-Gly) x (trong lugng (trong luong phan tr) cia Hyp-
Gly))/(trong luong (X) cla tt ca cac trinh tu)

T cong thire néu trén, c6 thé két luan rang PC néu trén chira Hyp-Gly vé

mit ly thuyét voi ty 18 tdi da 13 20,0% trong luong.
Vidu5

Peptit colagen c6 ngudn gbc tir vay ca (FC) chtra Hyp-Gly thu duoc theo
céch gidng nhu quy trinh san xudt PC néu trén ngoai trur st dung gelatin cé
ngudn gbc tir vay ca. Peptit colagen nay duoc lay lam vi du 5.

FC nay dugc phan tich bang TLC theo cach gidéng nhu truong hop cua PC
néu trén. Két qua 13, su c6 mat cla Hyp-Gly duoc khang dinh.
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Ngoai ra, tong (Y) céc trinh tu cua Hyp-Gly dugc chiia trong colagen typ I
c6 ngudn gdc tir vay ca (trong luong (X) g) ma da biét trinh tu axit amin duoc
dém, va luong theo 1y thuyét ctia Hyp-Gly trong toan bd colagen typ I duoc

xé4c dinh tr cong thirc dudi ddy, sao cho luong nay bang 23,5% trong luong.

((S6 (Y) cua Hyp-Gly) x (trong luong (trong luong phan t) cta Hyp-
Gly))/(trong luong (X) cta tit ca céc trinh tu)

Tir cong thire trén day, co thé két luan ring FC néu trén chira Hyp-Gly vé

mat ly thuyét v6i ty 18 tdi da 13 23,5% trong luong.
Viduy 6

Peptit colagen c6 ngudn gbe tir da lon (PC-CP) chira Hyp-Gly thu duoc
bang phuong phap dudi ddy duoc 14y 1am vi du 6.

Luong 1kg gelatin (colagen typ I) 13 san phidm bi thodi héa boi nhiét cta
colagen c¢6 ngudn gde tir da lon duge hoa tan trong 41 dung dich dém Tris-
HC1 20mM (pH 7,5) dong thoi dun néng va sau d6 lam ngudi dén nhiét do
40°C, va sau d6 1a phan ung bang enzym lan thi nhét, bd sung lg
colagenaza (Colagenaza N2, do Nitta Gelatin, Inc. san xut), va gitt hé nay &
pH nam trong khoang tur 7,0 dén 7,8 va & nhiét do 40°C trong 24 gio, nho do
phuong phép xr 1y phan huy bing enzym duogc thuc hién. Tiép do, la
phan tng bang enzym lan th& hai, enzym duwoc chiét tur Aspergillus
niger c6 hoat tinh hydroxyprolidaza dugc bo sung vao dung dich phan tng
thu duoc dén ndng do cudi bang 1,0%, sao cho nguyén li€u nay duoc hoa tan.
Sau do, cho nguyén liéu nay phan tmg ¢ pH 4,0 va ¢ nhiét d6 50°C trong 6
gi. Sau phan Gng nay, xtr ly dung dich phan ung nay bang nhiét & nhiét do
100°C trong 10 phut va sau d6 lam nguoi dén 60°C va sau dé loc bang than hoat
va chat tro loc (diatomit), va vo trung dung dich cai thu duoc ¢ nhiét do cao &
nhiét do 120°C trong 3 gidy. Sau d6, dung dich cdi da vé tring duoc sdy phun,
sao cho thu dugc PC-CP.

Ngoai ra, PC-CP nay dugc phéan tich bing TLC theo cach gidng

nhu truong hop ctiia PC néu trén. Két qua 1a, su c6 mit cla Hyp-Gly
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duoc khéng dinh.

Ngoai ra, tong (Y) cac trinh tu ctia the Hyp-Gly chira trong colagen typ I c6
ngudn gdc tir da lon (trong luong (X) g) ma da biét trinh tu axit amin duoc
dém, va luong theo 1y thuyét cua Hyp-Gly trong toan bo colagen typ I dugc

xac dinh bang cong thic dudi dy, sao cho lugng nay bang 20,0% trong luong.

((S6 (Y) Hyp-Gly) x (trong lugng (trong luong phan tir) cia Hyp-Gly))/(trong

lugng (X) cta tit ca céc trinh tu)

Tir quan diém néu trén, ¢ thé két luan rang PC-CP néu trén chira Hyp-Gly

vé mat ly thuyét voi ty 1€ t5i da 1a 20,0% trong lugng.
Vidu?7

Peptit colagen c6 ngudn gbc tir da lgn (PC-PH) chira Hyp-Gly va Pro-
Hyp thu dugc bing phuong phéap duéi diy duoc 1dy lam vi du 7.

Luong lkg gelatin (colagen typ I) 13 san phidm bi thoai héa bdi nhiét cua
colagen c6 ngué)n géc tor da lon dugc hoa tan trong 41 nudc am 75°C, va diéu
chinh nhiét dé ctia nudc nay xudng 60°C, va sau d6 1 phan tng bang enzym lan
thir nhét, bd sung 10g proteaza c6 ngudn gdc tir Aspergillus mau vang, va gilr
hé nay ¢ pH nam trong khoang tir 5,0 dén 6,0 va nhiét d6 nam trong khoang tir
45 dén 55°C trong 120 phut, nhd d6 phuong phép xtr 1y thuy phan bang enzym
duoc thuc hién.Tiép do6, 1a phan tng bang enzym lan th@¢ hai, enzym
dugc chiét tir Aspergillus niger c¢6 hoat tinh prolidaza va hoat tinh
hydroxyprolidaza duoc bd sung dén ndng d6 cudi bang 1,5%, sao cho nguyén
liéu nay dugc hoa tan. Sau do6, nguyén liéu nay duoc dé phan tng ¢ do pH nam
trong khoang tir 4,5 dén 5,5 va & nhiét d6 nam trong khoang tir 45 dén 50°C
trong 6 gio. Sau phan Umg nay, dung dich phan ting nay duoc xit ly bang nhiét &
nhiét d6 100°C trong 10 phut va sau d6 lam ngudi dén 60°C va sau do6 loc
béng than hoat va chét tro loc (diatomit), va dung dich cai thu duoc duoc vo
trung ¢ nhiét do cao ¢ 120°C trong 3 gidy. Sau do, dung dich cai di vo trung
duoc sdy khé, sao cho thu dugc PC-PH.
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Ngoai ra, PC-PH nay dugc phén tich bang TLC theo cach gibéng
nhu trudng hop cua PC néu trén. Két qua 1a, gia tri Rf cia vét PC-PH mau
xanh bao gdm gia tri Rf cia mdi vét Hyp-Gly va Pro-Hyp mau xanh, sao cho

khéng dinh duoc rang PC-PH chtta ca Hyp-Gly va Pro-Hyp.
Vi du so sanh 7

Peptit colagen (PC-CP-Cont) khong chtra Hyp-Gly va Pro-Hyp thu dugc
bang cach chi tién hanh phan tng bing enzym lan thir nhat trong qua trinh san

xuit PC-CP néu trén duoc léy lam vi du so sanh 7.

Ttec 13, 1kg gelatin (Colagen typ I) 13 san phidm bi thoai bién béi nhiét cua
colagen c6 nguén géc tr da lon dugc hoa tan trong 41 dung dich dém Tris-
HCI 20mM (pH 7,5) ddng thoi dun ndng va sau dé lam ngudi dén 40°C, va
sau d6 1a phan Gmg enzym lan thir nhat, bo sung 1g colagenaza (Colagenase
N2, do Nitta Gelatin, Inc. san xuét), va giit hé nay ¢ pH nim trong khoang tur
7,0 d&én 7,8 va & nhiét d6 40°C trong 24 gio, nhd d6 phuong phap xt 1y phan
hiy bang enzym duoc tién hanh. Tiép d6, dung dich thu duoc bing cach
thuy phan bang enzym dugc dun néng dén nhiét do 100°C trong 10 phut va
sau d6 lam ngudi xudng 60°C va sau dé loc bang than hoat va chat tro loc
(diatomit), va dung dich cai thu dugc dugc vo trung & nhiét do cao ¢ nhiét do
120°C trong 3 gidy. Sau d6, dung dich cai da vo trung nay duoc sy kho, sao

cho thu duoc PC-CP-Cont.

Ngoai ra, PC-CP-Cont duoc phén tich bing TLC theo cach gidng nhu
truong hop ctia PC néu trén. Két qua 13, sy ¢ mit cua Hyp-Gly va Pro-Hyp
khéng duoc khang dinh.

Céc thtr nghiém déanh gid dac tinh
Céc md ta chi tiét vé cac thir nghiém danh gia dac tinh cac dipeptit, tripeptit,

axit amin va peptit colagen néu trong cac vi du 1 dén 7, cac vi du tham khéo 1-1

va 1-2 va cac vi du so sanh tlr 1 dén 7 dwoc thé hién duéi day.

Thir nghiém dénh gia 1-1: Gc ché su biét hoa va hoat héa céc té bao huy xuong
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Tién hanh danh gia theo phwong phap nudi ciy biét hoa t& bao hity xuong
ctia Kobayashi Y. va céc dong tac gia [J. Bone Miner. Metab. (2004) 22: p. 318-
328].

Tuc 1a, Hyp-Gly va hén hop Hyp-Gly va Pro-Hyp cé ty 18 1:1 duoc su
dung, va mdi thanh phén trong s6 hai thanh phan nay dugc bd sung vao dung
dich nuéi cy té bao tly xwong cta chudt nguyén thiy sao cho ndng do cudi 1a
625uM. Sau 6 ngay nudi cdy, kiém tra mdi hoat tinh trc ché cta phosphataza
axit khang axit tartaric (tartaric acid resistant acid phosphatase-TRAP) la enzym
chi thi. Theo céch nay, hoat tinh Gc ché TRAP khi st dung cac dipeptit khac
(Pro-Hyp, Ala-Hyp, Leu-Hyp, Phe-Hyp, Ser-Hyp), tripeptit (Pro-Hyp-Gly) va
cac axit amin (Pro, Hyp) duoc kiém tra. Hon thé nira, hoat tinh @c ché
TRAP khi khong bd sung peptit (tréng) ciing duoc kiém tra lam mau déi

chtng.

Ngoai ra, mic d6 e ché su biét hoa va hoat hoa té bao hiy xuwong boi cac
peptit va axit amin khac nhau dugc dénh gia bang thir nghiém Pit dudi day.
Ttc 14, thir nghiém Pit ma nudi cay céc té bao hily xuong trén cac manh nguyén
bao tao nga dugc thuc hién theo Kakudo S, et al. (1996). J. Bone Miner.
Metab. 14: 129-136, cu thé 1a nhu duéi day.

Céc tién té bao cua té bao huy xuwong thu duogc tir xuong rudt cua chudt non
duoc bao quan dong lanh ¢ nhiét 46 —80°C cung v i huyén dich chua cac té
bao dém tuy xuong c6 mat DMSO 10%, nho d6 tiéu diét duoc cac té bao huy

xuong da trudng thanh.

Céc té bao nay voi luong 2,0 x 10° duoc nudi vao mdi 16 cta dia ¢ 96 15
ma da duoc dat cac lat nga rang, va mdi peptit da kiém tra duoc bd sung vao
dung dich nudi cdy, va tién hanh nuéi cdy & nhiét do 37°C trong 5% CO,
trong khoang 1 tuan. Sau dé, loai cac t& bao ra khoi céc lat nga rang bing
miéng co bang silicon POLICEMAN, va sau d6 céc lat nga rang dugc nhudém
bang dung dich axit hematoxylin trong vai phut. Sau do, sb t& bao khong 16 da

nhan duong tinh v6i viéec nhuom TRAP (céc té bao huy xuong) duoc dém bang

-29-



22622

cach nhuém bang TRAP, va sé tuong Gmg v6i sb té bao trong mau dbi ching
(trbng) dugc tinh toan. Sau d6, s6 16 (s6 16 hap thu) boi cac té bao hiy xuong
dugc dém dudi kinh hién vi, va murc tre ché hoat tinh cua té bao huy xuong ctua
mdi peptit kiém tra duogc thé hién bang ty 18 twong ddi so v6i mau tréng (mau

d6i chimg).

Céc két qua duoc thé hién trong bang 1.
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Thir nghiém danh gia 1-2: thuc day su biét hoa va hoat héa céc té bao tao xuong

MBOi chét trong sb cac chit dexamethason (ndng d6 cubi: Inmol/l), axit f-
glyxerophosphoric (néng d6 cubi: 5mmol/l), va axit ascorbic (ndng do cudi:
100pg/ml) dugce bd sung vao dung dich nuéi cy té bao tao xuwong gbc MC3T3-
El, sau d6 Hyp-Gly va hdén hop chtra Hyp-Gly va Pro-Hyp c6 ty 18 1:1 dugc st
dung, va mdi thanh phan trong sd ching duoc bd sung vao dung dich nudi cay
néu trén sao cho ndng do cudi 1a 2,5mmol/l. Sau 10 ngay nudi cdy, mdi hoat
tinh thac ddy cta phosphataza kiém (ALP) 1a enzym chi thi cia su biét hoa va
canxi hoa céc té bao tao xuong duogc kiém tra. Theo céach nay, hoat tinh thuc
day ALP khi str dung céc dipeptit khac (Pro-Hyp, Ala-Hyp, Leu-Hyp, Phe-
Hyp, Ser-Hyp), tripeptit (Pro-Hyp-Gly) va cac axit amin (Pro, Hyp) dugc
kiém tra. Hon thé nita, hoat tinh thuc diy cua ALP khi khéng bd sung peptit

(tréng) cling duoc kiém tra 1am mau déi chimg. Cac két qua duoc thé hién trong

bang 2.
Bang 2
Gia tri twong dbi (%)
cua ALP
Dbi ching (tréng) 100
Vidy 1 Hyp-Gly 140424
Vidu 2 (Hyp-Gly)+(Pro-Hyp) 151£17%*
Vi du tham khao 1-1  [Pro-Hyp 115425
Vi du tham khao 1-2  [Ala-Hyp 112431
Vi du so sanh 1 Leu-Hyp 92+12
Vi du so sanh 2 Phe-Hyp 10911
Vi du so sanh 3 Ser-Hyp 91+21
Vi du so sanh 4 Pro-Hyp-Gly 103+22
Vi du so sanh 5 Pro 97+15
Vi du so sanh 6 Hyp 103+25

S6 thir nghiém : n=6
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Luu y) **: C6 su chénh léch c¢6 ¥ nghia théng ké so v6i mau dbi chimg.

(p<0,01)

Thir nghiém dénh gid 1-3: Grc ché su thoai hoa cac té bao sun

Hyp-Gly, hén hop chira Hyp-Gly va Pro-Hyp theo ty 1& 1:1 va hon hop

chtra Hyp-Gly, Pro-Hyp va Ala-Hyp theo ty 1& 1:1:1 duogc st dung, va moi

dipeptit duoc bd sung vao dung dich nudi cdy tién té bao sun gbc ATDC5 dén

nong d6 cudi bang 2,5mmol/l. Sau 5 ngay nudi cdy, mdi hoat tinh e ché cua

phosphataza kiém (ALP) l1a enzym chi thi cho cac sun phi dai va canxi hoa duogc

thu nghi€ém. Theo cach nay, hoat tinh ALP khi sit dung cac dipeptit khac

(Pro-Hyp, Ala-Hyp, Leu-Hyp, Phe-Hyp, Ser-Hyp), tripeptit (Pro-Hyp-

Gly) va céc axit amin (Pro, Hyp) duogc thir nghiém. Hon thé nita, hoat tinh

ALP khi khéng b sung peptit (tréng) ciing dugc thir nghiém lam mau ddi

chimg. Céc két qua duoc thé hién trong bang 3.

Bang 3

Gia tri tuong doi (%)
cua ALP

Dbi chimg (trong) 100
Vidul Hyp-Gly 76+21%
Vidu?2 (Hyp-Gly)+(Pro-Hyp) Q4 3%
Vidu3 (Hyp-Gly)+(Pro-Hyp)+(Ala-Hyp) T 2%*
Vi du tham khao 1-1 Pro-Hyp 124 2%
Vi du tham khao 1-2 Ala-Hyp 17+ 6%*
Vi du so sanh 1 Leu-Hyp 93+12
Vi du so sanh 2 Phe-Hyp 109+ 11
Vi du so sanh 3 Ser-Hyp 91+21
Vi du so sanh 4 Pro-Hyp-Gly 84+ 14
Vi du so sanh 5 Pro 98+ 10
Vi du so sanh 6 Hyp 101+1
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S6 thtr nghiém:n=6
Luu y) **: C6 su chénh léch c6 ¥ nghia thdng ké so v6i mau dbi chimg.
(p<0,01)
*: C6 su chénh léch c6 ¥ nghia thong ké so v6i mau déi

ching. (p<0,05)
Thtr nghiém déanh gia 1-4: thu hdi luong tropocolagen ¢ chan bi da

Chuét duc chung Wister (140g) ban ddu duoc nudi bing thic 4n ran
san c¢6 trén thi truong (loai MF, do ORIENTAL YEAST Co., Ltd. san xuét)
trong 3 ngay, va sau dé thay thirc an ndy bing casein dé 1am tén thuong da sau

3 ngay.

Viéc lam ton thuong da néi trén duoc gy ra bang cach cao long & phan
bung cua mdi con chudt trong ba ngay. Cu thé la, tiém Nembutal
(4mg/0,08ml/100g thé trong) vao 6 bung ctia mdi con chudt dé gy mé chudt, va
sau d6 cat 16ng bang kéo cit toc & phan bung (3x5cm). Ngoai ra, c¢6 thé su
dung chét gay rung 16ng sin cé trén thi truong (kem gy rung long Epilat, do
Kanebo Co. san xuat), va sau d6 phan bung duoc dé trong 5 phut va sau do
cao can than bang dao cao. Tién hanh phuong phéap xir ly nay mot lan mot

ngay lién tuc trong ba ngay bat dau tir 3 ngay trude khi bat dau lay mau da.

Nhém thtt nghiém duoc chia lam nhém nuédi bing casein, nhom
Hyp-Gly, nhém (Hyp-Gly)+(Pro-Hyp) (hdn hop chira Hyp-Gly va Pro-Hyp
c6 ty 1& 1:1), nhém PC, nhém FC, nhém PC-CP, va nhém PC-PH, va tt ca
cac nhom duge danh gia bang su thay ddi luong colagen ¢ da (ty 1€ so voi
tong lugng colagen) trong qua trinh phuc héi ton thuong da vao ngay cao 16ng
(0 ngay sau khi cao 16ng), sau 1 ngay ké tir ngay cao 16ng, sau 2 ngay ké

tlr ngay cao 1déng va sau 4 ngay ké tir ngay cao long.

Céc ché pham nudi ding trong céc nhém dugc thé hién trong bang 4.
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Chuot dugc nudi bang cac ché pham nudi néu trén, va nude va thirc an dugce

cung cap tu do trong suot giai doan nudi.

Hon thé nita, d6i v6i nhém Hyp-Gly, nhém (Hyp-Gly) + (Pro-Hyp) (hdn
hop chtra Hyp-Gly va Pro-Hyp theo ty 1€ 1:1), nhém PC, nhom FC, nhém PC-
CP, va nhom PC-PH, 10g mdi chét trong sb cac chét Hyp-Gly, PC, FC, PC-CP,
va PC-PH chtra trong céc thtrc an dugc can chinh xac va sau dé hoa tan va gitr
nhiét bang 20ml nudc cit va tiém vao bung cta chudt trong mdi nhém thi

nghiém biang mét dng théng mot 1An mot ngay vao budi trua.

Céc két qua cta phép do su thay ddi luong colagen & da (ty 1& so véi tong
lugng colagen) trong qua trinh phuc hdi da bj tén thwong & mdi nhém dugc

thé hién trong bang 5.
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Do do, viéc dinh lugng colagen trong da hoa tan duoc tién hanh nhu

sau.

Trong khi loai bd m& & dudi da nhiéu nhét co thé, da da xir ly va da
khong xtr 1y duoc cét. Cat can than ching thanh cdc manh mong bing kéo dé
phan tich k§, va can chinh xac khoang tir 0,2 dén 0,3g cac manh nay va dua
vao 6ng két thia ly tdm c6 dung tich 14ml. Ngoai ra, bd sung 4ml dung dich
natri clorua lanh 0,45M, va tién hanh dong nhat bang thiét bi dong nhét
POLYTRON (téc d6 sb 4) trong 20 gidy ddng thoi lam lanh trén da.
Hon thé nira, 2ml dung dich natri clorua lanh 0,45M duoc bo sung, va tién
hanh chiét bang thiét bi khudy quay (do TAITEC san xuét) trong phong lanh
trong 24 gid. Ly tam mot lwong 20.000g dich chiét thu duoc bang thiét bi
ly tim lam lanh trong 20 phat, va lay dich ndi thu dugc ra va duoc ky
hiéu 1a phan colagen hoa tan trong dung dich nuéc mudi trung hoa. B6
sung 6ml axit axetic lanh 0,5M vao phén ly tam con lai, va tién hanh chiét theo
cach nay trong 24 gio. Ly tAm mot lugng 20.000g dich chiét thu duoc bang axit
axetic 0,5M bang thiét bi ly tm lam lanh trong 20 phut, va ldy dich ndi thu duoc
ra va dugc ky hiéu 1a phan colagen hoa tan trong axit. Phan ly tdm con lai dugc

xé4c dinh 12 phan colagen khéng tan.

B6 sung cung mét thé tich 5ml dung dich axit clohydric dac vao 5ml cua
mdi phén colagen hoa tan trong dung dich nuée mudi trung hoa va phan colagen
hoa tan trong axit, va bd sung 1ml axit clohydric dic vao phan colagen khong
tan, va hoa tan c4c phan nay bang cach dun nong & nhiét dé 60°C trong 5 phit
va sau d6 chuyén vao 6ng thtr nghiém bang thuy tinh dé thily phan dong
thoi rira ba lan bang 2ml axit clohydric 6N, va thuy phan & nhiét d6 110°C
trong 24 gio.

Sau do, lugng hydroxyprolin chtra trong dung dich da thuy phan cta
mdi phan colagen dugc dinh lugng bang thiét bi do mau, nhd dé dinh luong
duoc mdi phan colagen, va ty 18 tuong d6i ctia phan colagen hoa tan trong dung

dich nuéc muodi trung hoa néu trén so véi tong phan colagen duoc tinh todn.
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Dinh luong luong hydroxyprolin biang phép do mau néu trén duoc

tién hanh bing phuong phap Firschein va Shill, cu thé 1 nhu sau.

B sung luong 2ml 2-propanol vao 2ml dung dich mau, va tién hanh
khudy du. Ngoai ra, bd sung 0,5ml dung dich chit oxy héa cloramin T, va
dé yén hdn hop nay chinh xac trong 4 phit va sau d6 lam lanh trén da. B6
sung tiép 5ml dung dich p-dimetylaminobenzaldehyt, va khudy hdn hop nay
vira d va sau dé dun néng trong bé nude soéi trong ding 2 phut va ngay sau

d6 lam lanh trén dé va sau d6 dinh luong bang phép so mau ¢ budce séng 575nm.

Dung dich cloramin T dugc diéu ché bang cach hoa tan cloramin T (5 2)
vao 50ml nudce cit va sau d6 bao quan trudce trong tu lanh va sau do, trudc khi
st dung, hoa tan bang dung dich dém axit axetic (pH 6,0) theo ty 1& 1:4 va sau
d6 st dung. Ngoai ra, diéu ché dung dich p-dimetylaminobenzaldehyt
(dung dich Ehrlich) bang cach b6 sung 22ml axit clohydric ddc vao 20g bot p-
dimetylaminobenzaldehyt va hoa tan bot ndy bing cach lam néng trong nudc soi
va ngay sau dé lam ngudi dung dich thu duoc nay trong nuéc da va bd sung

thém 122ml 2-propanol va tién hanh hoa tan bang cach khudy.
Thtr nghiém danh gia 1-5: kha nang hép thu & rudt

Chuot duc chung Wister (170g) duoc dé cho nhin déi mot dém va sau dé
duoc dua vao céc thr nghiém. Mdi thanh phan trong sé Hyp-Gly, Pro-Hyp,
Ala-Hyp va Ser Hyp duoc st dung véi luong 215nmol/10ml d6i véi mot mau

thtr nghiém va tiém vao bung.

Ong théng tim duogc lip vao tim va tinh mach cra cia mdi con chudt
gidng nhu phuong phap thtr nghiém, va tién hanh truyén mét chiéu. Dung
dich truyén sir dung duoc diéu ché theo cach nhu sau bd sung 10g albumin
huyét thanh bo, 0,5ml dexamethason (0,123mg/ml) va 0,5ml noradrenalin
(0,024mg/ml) tuong tmg voi 500ml dung dich KRB néu trén vao dung dich
Krebs-Ringer bicarbonat (dung dich KRB, pH 7,4) chtta 9,0g NaCl, 8ml KC]
5,75%, 2ml KH,PO, 10,55%, 2ml MgSO4 19%, 2,73g NaHCOs, 3,43¢g glucoza

va 1255ml nudc.
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B6 sung mot luong 0,5ml axit sulfosalixylic 30% vao 5,0ml dung
dich mau truyén ldy ra tir tinh mach ctra, va khudy manh hén hop thu duoc
va sau d6 dé yén trong ti lanh mét dém. Ly tAm mau nay & toc do 3000
vong/phut trong 10 phit dé loai bo protein. Dbi v6i dich ndi ly tam thu duoc,
dinh luong lugng hydroxyprolin trong 0,5ml dich n6i nay bang phép do mau,
bang cach d6 thu dugc luong Hyp loai tu do.

Hon thé nita, ldy 3,0ml dich ndi ly tdm néu trén va cho vao bng thu
nghiém dang mé, va bd sung thém mot duong luong axit clohydric dac dé tién
hanh thuy phan & nhiét d6 110°C trong 24 gid. Tién hanh c6 dén khé
bang thiét bi bay hoi dé loai bo axit clohydric, va sau d6 hoa tan phan con
lai trong 5ml nudc cat, va bd sung thém maot vai giot dung dich lithi hydroxit
bdo hoa dé diéu chinh pH dén khoang tir 5 dén 7, va diéu chinh thé tich dén
10ml. Déi v6i 2ml dung dich thu duge, dinh luong lugng hydroxyprolin bang
phép do mau, nhd d6 thu duoc téng luong Hyp. Gia tri thu duoc bang cach
lay luong Hyp tu do trude khi thity phén trir di tong luong Hyp sau thay
phan la luong Hyp dang peptit. TU luong Hyp dang tu do nay xac dinh duoc
lugng dinh lugng cia mdi dipeptit (ctia mdi mau thir nghiém) hap thu vao dung
dich truyén qua tinh mach cura.

Tién hanh dinh luong bang phép so mau lugng hydroxyprolin bing
phuong phép Firschein va Shill nhu trén nhu duoc giai thich cu thé trong thir
nghiém danh gia 1-4.

Ngoai ra, viéc dinh dang va dinh lugng céc dipeptit thu hdi duoc trong
dung dich truyén qua tinh mach cira cta chudt, 1a, Hyp-Gly, Pro-Hyp, Ala-
Hyp va Ser-Hyp dugc hip thu vao rudt duoc tién hanh bang phan tich HPLC va
phan tich phd khéi (LC/MS/MS) duéi day.

Phéan tich HPLC

Phan tich céc dipeptit trong dung dich truyén duogc tién hanh bang phén
tich HPLC pha dao. Hé théng LCSS-905 do JASCO Corporation san xuit bao

g@)ln bom nap chét long, decassa, bd phan léy mau tu dong, bué)ng séy cot, thiét
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Bang 6

Dipeptit dinh lugng dipepti%?rnqgc(;l:;o;i/ﬁ )secullle}(i?icﬁép thu
Vidul Hyp-Gly 9,8
Vi du tham khao 1-1| Pro-Hyp 21,3
Vi du tham khéao 1-2| Ala-Hyp 1,2
Vi du so sanh 3 Ser-Hyp 0,7

Thtr nghiém danh gi4 1-6

Chuét C57BL/6J 10 tuan tudi duoc duge nudi qua dudng miéng thic n

chtra cac ché phidm nhu néu trong bang 7 dudi day.

Bang 7
INhom N|Nhom | Nhom dugc | Nhém duge bé | Nhom duoc b6
C |b6sung Hyp-|  sung [(Hyp- sung (Pro+Hyp)
Gly gly)+Pro-Hyp
Casein 200 | 200 200 200 200
M6 lon 58,3 | 58,3 58,3 58,3 58,3
Daungé | 11,7 | 11,7 | 11,7 11,7 11,7
Hon hop
khoang chét 35 35 35 35 35
Honhop 15| g 10 10 10
vitamin
Sucroza 100 100 100 100 100
Tinh b0t | 579 5 1470 450517 45 517,45 517,45
ngo
Xenluloza 50 50 50 50 50
L-Xystin 3 3 3 3 3
i 59,05 | 59,05
Kali — ’ ’ 59,05 59,05
phosphat
Hyp—Gly | — — 3 1,5 _
Pro—Hyp | — — — 1,5 o
(Pro+Hyp) | — L e — 3
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bi do quang phd bang tia tir ngoai, may in va thiét bi kiém soat hé thong dugc st
dung lam thiét bi HPLC. Cot Nova Pak C18 (3,9 x 150mm) duoc st dung lam
coOt pha dao.

Tang dong gradien tuyén tinh ctia hé nudc-axetonitril chia TFA
0,1% duoc st dung, lugng mau nay tiém vao 1a 70ul, va toc dd dong la

I ml/phut.
Phéan tich LC/MS/MS

U980HPLC (do JASCO Corporation san xuat) dugc sir dung lam thiét
bi HPLC. Thiét bi nay duoc trang bi cot ODS (C18) (Mightysil RP-18, 2 x
250mm, do Kanto Chemical Co Ltd san xuét). Dung mdi trong tang dong
la hé nudc-axetonitril chtra axit formic 0,2%, va néng do cua axetonitril
duge tang 1én tir 0% dén 40% bang gradien tuyén tinh trong 40 phut, va tién
hanh rira bing axetonitril 100% trong 10 phut. Lugng mau tiém vao 1a 10ul, va
nhiét d6 cot 1a 40°C.

Tién hanh phan tich MS theo hé MS/MS biang thiét bi do phd khbi
Quattro LC (Micromass, Manchester, UK) bang phuong phéap kiém tra da
phan Gng gdm 4 kénh. Tuc 13, dung dich giai hap thu dugc tir HPLC duoc
kiém tra biang m/z 1a [M+H]" va m/s ciia phdn manh ion. Kiém tra Pro—
Hyp bang cach st dung [M+H]" m/z: 229,1>132,1, kiém tra Ser-Hyp
bang cach st dung [M+H]" m/z: 219,1>132,1, kiém tra Ala-Hyp bang céch sir
dung [M+H]" m/z: 203,1>132,1, va kiém tra Hyp-Gly bang céach st dung
[M+H]" m/z: 189,1>86,1.

Xt Iy dung dich truyén bang axit sulfosalixylic véi nong dé cudi bang 3%
dé loai bo protein. Pong kho dich ndi nay va hoa tan 10mg bot khé thu duoc
trong nudc cat va xir Iy bang c6t nhua trao doi cation, nho d6 thu duoc phan
doan di giai hap amoniac. Loai bo dung mdi khoi phan doan nay, va hoa

tan phan con lai trong nudc cat, va phan tich LC/MS/MS dung dich thu duoc.

Céc két qua duoc thé hién trong bang 6.
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Trong thtr nghiém nay, trong bang 7, Hyp-Gly (nhom [Hyp-Gly]) duoc
st dung nhu 1a nhém duoc bd sung Hyp-Gly, va hén hop chtra Hyp-Gly va
Pro-Hyp (nhom [(Hyp-Gly) + (Pro-Hyp)]) c6 ty 1€ 1:1 duoc st dung nhu la
nhém duogc bd sung [(Hyp-Gly) + (Pro-Hyp)]. Chudt bi giét sau 3 tuan, va do
rong cta 6 khép duoc do tir hinh anh pCT (thiét bi quét desk micro CT
SKYSCAN 1172, do SKYSCAN san xuét) ciia phan khép gitta xuong dui va
xuong chay cua mdi nhém, va cdu triic nén va tinh trang té bao dugc danh
gia tlr cac mau cit duge nhudém hematoxylin khéng dugc loai canxi. Pé so
sanh, nhom duge bo sung hdn hop axit amin tur do (nhém [Pro + Hyp]) ma hdn
hop axit amin tu do gém prolin va hydroxyprolin duoc st dung nhu nhém duoc

bd sung (Pro + Hyp) trong bang 7 dé tién hanh quy trinh va dénh gia nay.

Céc két qua duoc thé hién trong bang 8.

-43-



22622

(S0°0>d) "N Wwoyu LoA 0s 93 SuQy) BIYSU £ 09 YOI] quayo As 00 :(4) (4 nnT

=1 wIy3u Ny I0NYd 0

3uonx oeq 93 BA
Suonx o0&} 0eq 9] 0S
WeLD N Woyu uot
wers Suonx yon 9y

90 URIY N woyu 3ugrd
Suonx oeq 91 BA Suonx
0%} 08q 91 0§ "N WOy
3uorg Suonx yon UL

00 URIY N Wwoyy
3uo13 Suonx oeq 9
BA Suonx o¥) oeq 9

0§ "N woyu Sugi3
" Suonx yon wﬂ 1

Suonx Any

otq 91 0s Fug) ‘Te|
26n3u ‘Buonx oeq
91 BA 3uonx o} oeq
91 980 9 Sugp weln

N
woyu oA 0s doyy 0
dox Suonx ugyd o
20y qudq udry 1eyd

9B BNO WIRIP 9B

‘uonx yon,

9 9 Sugp weln
[ < 3 < 3 < < 3 [4 < A%€~ Gﬂu—m HH.@AM—QV
(+)8°1F0°S 90°0FZ°0 S0°0FE0 (+)S TFO0°S YO'0FT0 | o6y quaq os worg
¢ o 6 ¢ [ < 3 < 4 3 (4 %ﬁ g.ﬁuﬂm Nﬁ—o
(+)T°0F S0 [°0F0°T T0F0°T ()T°0FS0 COFOT | 105 Suom Aep oG

dA1-01g)+(A
[dAH+01d] WoUN :-Qmé %omm@ [£1D-d&H] wouN
: D WOuUN N WoyN
ZNp IA ] Op IA

8 Sued

-44-



22622

Tha nghiém danh gia 1-7

Chi mdi thanh phan Hyp-Gly (nhém [Hyp-Gly]) va hon hop chira Hyp-Gly
va Pro-Hyp ¢6 ty 1€ 1:1 (nhém [(Hyp-Gly) + (Pro-Hyp)]) dugc hoa tan trong
dung dich nudc mubi sinh 1y sao cho ndng d6 cubi bang 5mmol/l va sau dé loc
vo trung. Lugng 0,5ml dung dich thu dugc dugce tiém vao 6 khép gitta xuong
dui va xuong chay cta nhom C nhém nay la nhém chudt C57BL/6J 10 tuan tudi
duoc nudi bang céac thirc an chira céac ché pham néu trong bang 7 trén day trong
3 tuan. Sau 1 tudn, chuét bi giét, va cdc mau cit dd nhudm Mayer hematoxylin
khong duogc loai canxi ciia cac phan 6 khép gitra xuong dui va xuong chay
trai va phai dugc chuin bi va duoc danh gia bénh hoc. Theo cach nay, dbi
v6i céc trudng hop ma chudt bi giét sau 3 tudn tiém, cac mau cit dd nhudém
Mayer hematoxylin khong loai canxi cua céc phan 6 khép gitta xuong
dui va xuong chay trai va phai dugc chuin bi va danh gia bénh hoc béng
cach so sanh v6i cac mau cit bénh hoc cia nhém N trong thir nghiém dénh gia

1-6 néu trén.

Céc két qua duoc thé hién trong bang 9.
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Xem xét cac két qua clia cac thir nghiém danh gia dic tinh

Nhu da thiy & cac két qua trén déy, tir viéc so sanh v6i cac mau dbi chimg
(trbng), c6 thé hiéu rang: Hyp-Gly e ché su biét hoa va hoat hoa cac té bao
huy xuwong (Bang 1), thiic day su biét héa va hoat héa cac t& bao tao xuong
(Bang 2), tc ché sy thoai bién cac t& bao sun dé diéu chinh sy biét hoa cia
ching (Bang 3), va thu hoi lugng tropocolagen & chan bi da (Bang 5). Ngoai ra,
cac tac dung nay t6t hon nhiéu so véi cac tac dung clia cac dipeptit, axit amin va
tripeptit khéc theo cac vi du so sanh.

Ngoai ra, ¢6 thé hiéu rang Hyp-Gly duoc hap thu vao rudt rat nhanh
va 6n dinh (ma khoéng bi phan hiy thanh céc axit amin), khi so sanh véi
Ser-Hyp va Ala-Hyp (Bang 6).

Ngoai ra, tir cac két qua nhu duoc thé hién trong Bang 8 va 9, co thé hiéu
rang trong cac trudng hop ma st dung moét minh dipeptit Hyp-Gly theo sang
ché hodc trong cac truong hop st dung két hop dipeptit nay véi Pro-Hyp, su
thodi bién céac sun khop bi tc ché hodc su tai tao cac sun khép duogc thuc
day.

Hon thé nita, trong céc trudng hop ma st dung két hop Hyp-Gly va Pro-
Hyp, c6 thé hiéu ring cac tac dung duwoc mong doi nhiéu hon so véi cac tac
dung thu duoc khi st dung timg dipeptit twong tng dugc thé hién, va cac tac
dung hiép déng dugc ghi nhan (cac Bang 1 d¢én 3 va Bang 5). Cu thé 14,
céc tac dung thu duoc tot hon ca tic dung thu duge tir viée chi sir dung Hyp-Gly
va chi str dung Pro-Hyp dugc thé hién trong viéc thic déy su hoat hoa céc té bao
tao xuong (Bang 2) va tic ché sy thoai bién cac té bao sun (Bang 3).

Pbi voi viée e ché su thoai bién céac té bao sun (bang 3), cc trudng hop
str dung két hop ba loai Hyp-Gly, Pro-Hyp va Ala-Hyp thu duogc cac tic dung
t6t hon nhiéu so voi trudong hop khéc bt ky, va cac tac dung hiép dong déng
ké ciing bang cach sir dung két hop Ala-Hyp duoc ghi nhan.

Ngoai ra, ddi v6i Pro-Hyp, trong dénh gia trén dia petri bang nhua trong
Bang 1 hoic trong dénh gi4 "gia tri tuong dbi (%) ctia ALP" trong Béang 2, cac
tac dung dang ké gidng Hyp-Gly khéong dugc ghi nhan. Tuy nhién, t danh
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gia trén cac lat nga rang trong bang 1, rd rang la Pro-Hyp c6 hi€u qua trong
viée te ché su biét hoa va hoat hoa cac té bao hiy xuong, va do dé cé thé hiéu
rang Pro-Hyp c6 hiéu qua trong viéc trc ché lodng xwong. Hon thé nita, nhu
da thdy trong bang 3, c6 thé hiéu rang Pro-Hyp ciing c6 tac dung rat tot
trong viéc e ché sy thodi bién céc té bao sun.

Tir cac két qua thé hién trong bang 3, ciing ¢6 thé hiéu rang mot minh Ala-
Hyp cling hiru hiéu rc ché su thoai bién cac té bao sun.

Ngoai ra, c6 thé hiéu ring twong tu v6i Hyp-Gly, Pro-Hyp dugc hip thu
vao rudt rat nhanh va 6n dinh (ma khong bi phan huy thanh cac axit amin), néu
so voi Ser-Hyp va Ala-Hyp (bang 6).

Céac chét tc ché bénh

Céc chat tc ché bénh theo sang ché duoc tong hop nho cac dipeptit néu
trén hodc céc peptit colagen theo sang ché. Vi du vé cac ché phdm chira ching
duoc thé hién dudi day.

Vidu 8 dén 13

Cac thanh phén duoc tron theo céc ché phém duogc thé hién trong bang 10,
va xenluloza tinh thé duoc st dung lam nguyén liéu tao hinh theo ty 1€ 10 phén
so véi toan bd ché pham nhu duoc mé ta trong bang 10 dé tién hanh nén vién
nén theo phuong phap thong thuong, nho d6 thu dugc cac chit (e ché bénh
theo céc vi du 8 dén 13 ma c6 thé st dung qua duong miéng. Ngoai ra,
trong bang 10, Hyp-Gly 1a dipeptit tong hop theo vi du 1, Pro-Hyp la dipeptit
tong hop theo vi du tham khao 1-1, PC, FC, PC-CP va PC-PH lan luot 1a cac
peptit colagen néu trong vi du 4 dén 7, va PC-CP-Cont la peptit colagen néu

trong vi du so sanh 7.

-48-



22622

D UIWeIA

14!

14!

14!

14

vl

14!

BNIO[D0IPAY
UIwesoon[L)

(0s oA Sunu uIY3U)
IXUB))

VL

VL

HWOD—dO—D0d

Hd—Od

dO—0Od

od

od

dAg—o1g

AIH—dLH

(Suony Suodxy o)

€1 0pIA

(Sudn] Suox 9y)

I OpIA

(Suon] 3uox o)

[110pIA

(Suon] 3udsy o)

01 Op IA

(Sudny Suds o)
6 NP IA

(Suon| Sudn o)
80P IA

01 Suegq

-49-



22622

Vidu 14
Céc vién nén loai nhai duoc dugc bao ché béng cach st dung PC néu trong vi du
4 trén day.

Cu thé 13, cac thanh phén néu dudi day duogc tron dé bao ché vién nén
loai nhai dugc véi luong 0,82 mdi vién nén nhd dung cu nén vién nén. C4c vién
nén loai nhai duoc nay chira Hyp-Gly lam thanh phan hitu hiéu véi ty 18 10,0%

trong luong néu gia st toan bé khdi luong 12 100% trong lugng.

PC 50,0 kg
Axit ascorbic 10,0 kg
MICROCALMAG S (do SK Foods san xuét) 4,6 kg
MABIT (do Hayashibara san xuét) 19,0 kg
Xenluloza tinh thé 10,0 kg
Chét nhii hoa 3,2 kg
Chét tao ngot 0,5 kg
Bot sita da 1én men 1,4 kg
Chét tao huong dang bot 1,0 kg
Axit xitric 0,3 kg
Vidu 15

PC néu trong vi du 4 duoc st dung, va céc thanh phan néu duéi day duoc
tron dé diéu ché stp bot trong (6,0g mdi tai) duoc st dung bang cach hoa tan
stp nay vao 100 dén 140ml nudc néng. Stp bot trong nay chira Hyp-Gly
lam thanh phan htu hiéu véi ty 1& 1a 7,0% trong luong néu gia st toan bd

trong luong 1a 100% frong luong.

PC 35,0 kg
Bot cot ga 25,0 kg
Mubi bot 18,0 kg
Glucoza 7,7 kg
Canxi lactat 7,0 kg
Natri glutamat 4,0 kg
Bot cbt hanh 1,0 kg
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HVP 1,0 kg
Chét tao huong vi bd 0,5 kg
Dinatri 5'-ribonucleotit 0,5 kg
Hat tiéu tring 0,2 kg
Nghé 0,1 kg
Vidu 16

PC néu trong vi du 4 dugc sir dung, va cac thanh phan néu dudi diy dugc
tron dé tao ra bdt hoa qua (13,0g mdi tai) duge st dung béng cach hoa tan bot
nay vao trong 100 dén 150ml nude. Bot hoa qua nay chra Hyp-Gly lam thanh

phan hitu hiéu véi ty 1& 8,0% trong luong néu gia sir toan bd trong luong 1a

100% trong luong.

PC 40,4 kg
Natri ascorbat 1,2 kg
Erythritol 52,0 kg
Axesulfam K 0,1 kg
Chét tao ngot 0,1 kg
Natri xitrat 0,8 kg
Axit xitric (tinh thé) 4,6 kg
Chit tao huong nho xa 0,8 kg
Vidu 17

PC néu trong vi du 4 duoc st dung, va hon hop thanh ph?m néu dudi day,
cung voi cac thanh phén khac dugc hoa tan vao nudc tinh khiét, va diéu
chinh dung dich thu dwoc dén pH 3,5, B' x 9,0% va sau d6 vo trung
bang nhiét & nhiét dd 110°C trong 30 gidy va sau d6 lam lanh dén 10°C va
sau d6 loc vo trung qua gidy loc, nho d6 diéu ché duge d6 udng méi (125ml
mdi gbi). D6 udng méi nay chira Hyp-Gly 1am thanh phan hitu hiéu véi ty 18

0,5% trong luong néu gia sir toan bd khdi luong 13 100% trong luong.

PC 2,5kg
Hon hop vitamin DN (do BASF, Nhat Ban san xuét) 0,1 kg
Erythritol 5,5 kg
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Axesulfam K 0,015 kg
Chét tao ngot 0,005 kg
Axit xitric 0,6 kg
Chét tao huong hoa qua hon hop 0,16l
Chét tao huong vai 0,041
Nudc tinh khiét vira du

(Vira du duoc hiéu 14 sao cho tong luong 1a 100,0kg)
Vidu 18

Pau tién, PC néu trong vi du 4 va gelatin trong s nhiéu thanh phan néu
dudi day duoc ngdm trong nudc tinh khiét (B) va nhd d6 duogc truong no
trong thoi gian 30 phut va sau d6 hoa tan hoan toan bang cach dun néng dén
nhiét d6 80°C trong thoi gian 30 phut, nho d6 thu duoc dung dich gelatin.
Tiép theo, oligosacarit sita, duong khir trong bdt mach nha, erythritol va
dextrin kho tiéu hoa trong s cac thanh phan néu dudi diy duoc hoa tan vao
nude tinh khiét (A) va dun séi, va ngoai ra chét tao ngot, dung dich gelatin
néu trén, axit xitric (tinh thé) di hoa tan trudc vao phan nude tinh khiét (A),
huong bac ha cay, huong bac ha, huong chanh va mau vang rum duoc bo
sung, va dung dich thu dugc dugc didu chinh dén ndng dé nam trong khoang tir
79 dén 81% va sau d6 khtr bot va loc qua khuon tinh bot va sau do6 lam kho o
nhiét do trong phong trong thoi gian 24 gid, nhd d6 diéu ché duoc keo gom
(4g mbi vién). Keo gom nay chira Hyp-Gly lam thanh phéan hiru hiéu véi ty

1& 1,0% trong luong néu gia sir toan bo trong luong 14 100% trong lugng.

PC 5,0kg
Oligosacarit 41,0kg
buong khtr trong bot mach nha 31,0kg
Erythritol 5,0kg
Dextrin kho tiéu hoa 5,0kg
Chét tao ngot 0,05kg
Gelatin (APH250, do Nitta Gelatin, Inc. san xuat) 7,0kg
Axit xitric (tinh thé) 1,2kg
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Huong bac ha cay 0,61

Huong bac ha 0,21

Huong chanh 0,71

Chit mau vang rum luong thich hop
Nudc tinh khiét (A) 20,01

Nudce tinh khiét (B) 18,01

Vidu 19

Hyp-Gly néu trong vi du 1 dugc hoa tan bang dung dich nudc mudi sinh ly
vo tring dén ndng d6 2,5mM, nhd d6 thu dugc chat e ché bénh theo vi du 19

ma hitu dung dé tiém vao phan bi bénh.
S6 liéu tham khao c6 lién quan dén Pro-Hyp
Dudi ddy thé hién céac tac dung ctia Pro-Hyp va peptit colagen chita Pro-Hyp.

Dau tién, cac peptit colagen chira Pro-Hyp nhu duoc str dung trong céc thir
nghiém dénh gid dic tinh duoc giai thich. Gidng nhu céc peptit colagen, hai
loai peptit colagen thu duoc tir da lon chtra Pro-Hyp (duéi day lan luot duoc
viét tat 1a "PC" va "PC-CA"), peptit colagen thu duoc tir vay ca chtta Pro-Hyp
theo sang ché (dudi day viét tat la "FC") va, dé so sanh, hai loai peptit colagen
thu dugc tir da lon khong chira Hyp-Gly va Pro-Hyp (duéi déy lan luot viét tat
la "PC-Cont" va "PC-CA-Cont").

PC

Luong 1kg gelatin (colagen typ 1) 12 san pham bi thoai bién béi nhiét cua
colagen thu dugc tir da lon dugc hoa tan trong 4kg nuéc 4m 75°C, va didu
chinh nhiét d6 dén 60°C, va sau d6 1a phan tng enzym lan the nhat, 10g
proteaza thu dugc tir Aspergillus mau vang duge bo sung, va giit hé nay ¢ pH
nam trong khoang tir 5,0 dén 6,0 va nhiét d6 ndm trong khoang tir 45 dén 55°C
trong 120 phut, nhd d6 tién hanh xu 1y thiy phén bing enzym. Tiép do, la
phan Gng enzym lan tha hai, enzym chiét tir Aspergillus oryzae c6 hoat

tinh aminopeptidaza P va prolidaza duogc bd sung dén né)ng dd cudi 0,5%, sao
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cho nguyén liéu nay dugc hoa tan. Sau do, cho nguyén li¢u nay phan Ung ¢
nhiét d6 50°C trong 6 gio. Sau phan ung, dun dung dich phan Ung nay ¢
nhiét do6 100°C trong 10 phat va sau d6 1am ngudi xudng 60°C va loc bang
than hoat va chét tro loc (diatomit), va dung dich cai thu dugc dugc vo trung &
nhiét d6 cao ¢ 120°C trong 3 gidy. Sau d6, dung dich cai di vo tring dugc siy

khé, sao cho thu dugc PC.

PC nay duoc tién hanh séic ky 16p méng. Tuc 1a, 10pug PC d4 hoa tan trong
nuée duoc nhod 1én dia sic ky 16p mong (tén thuong mai: "Xenluloza F", do
Merck san xudt) va sau d6 giai hip bang dung méi (n-butanol:axit
axetic:nudc = 4:1:2). Dia nay dugc lam kho trong khong khi va sau d6 dugc
phun chat isatin-k&m axetat, va sau d6 suw c6 mat ctia peptit ma c6 déu tan
cung N 1a Pro duoc khang dinh bing vét mau xanh, va ciing duoc khing
dinh ring gia tri Rf {[khoang cach tir vét gbc dén vét c6 mau]/[khoang cach
tir vét gbc dén trude dung méi] cia vét mau xanh cua PC thu duoc trén day
phtt hop véi gid tri Rf ctia mdi vét mau xanh ctia Pro-Hyp trong sé Hyp-Gly
va Pro-Hyp ma 1a cac chét chi thi noi dugc chim vao dia nay, noi cach khac,

PC nay chtra Pro-Hyp.
FC

FC thu dugc theo cach gidng nhu san xuat PC néu trén ngoai trir gelatin thu
duoc tur vay ca dugc st dung.

Ngoai ra, FC nay dugc phan tich bang sic ky 16p mong theo cach gidng
nhu trudng hop ciia PC néu trén. Két qua 13, su c6 mat Pro-Hyp dugc khéng
dinh.

PC-CA

Lugng 1kg gelatin (colagen typ 1) 1 san phdm bi phan huy béi nhiét cua
colagen thu duogc tr da lgn dugc hoa tan trong 41 dung dich dém tris-HC1
20mM (pH 7,5) ¢ nhiét d6 75°C dong thoi dun néng va lam ngudi dén nhiét do

40°C, va sau d6 1a phan ing enzym lan th& nhét, 1g colagenaza (Colagenaza
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N-2, do Nitta Gelatin, Inc. san Xuét) duoc bd sung, va gitt hé nay ¢ do pH
nam trong khoang tur 7,0 dén 7,8 va nhiét d6 40°C trong 24 gio, nho dé tién
hanh phan huy bing enzym. Tiép d6, 1a phan mg enzym lan tht hai,
enzym chiét tir Aspergillus niger c6 hoat tinh aminopeptidaza P va
prolidaza dugc bd sung vao dung dich phan tng thu dugc dén nong do cudi
0,25%. Sau do, cho nguyén liéu nay phan tng & do pH 4,0 va & nhiét do 50°C
trong 6 gid. Sau phan tng nay, dun dung dich phan Gng dén nhiét do
100°C trong 10 phat va sau dé lam ngudi xudng nhiét d6 60°C va sau d6
loc béng than hoat va chét tro loc (diatomit), va dung dich cai thu dugc duoc
vo trung ¢ nhiét do cao & nhiét do 120°C trong 3 gidy. Sau d6, dung dich cai

da vo6 trung duoc séy kho, sao cho thu dugc PC-CA.

Dung dich duoc diéu ché bing cach hoa tan 2g (trong luong kho) PC-CA
néu trén vao 10ml nuéc dugc chia thanh hai phin, va nap lién tuc hai phén nay
vao cot ("DEAE TOYOPEARL 650M", do TOSOH Corporation san xuat; 16
X 650mm), va phan thé tich trong duoc giai hdp bang nude cit duoc thu hoi.
Tiép d6, phan da thu hdi duoc nap vao cot ("SP TOYOPEARL 650M", do
TOSOH Corporation san xuat; 16 x 650mm), va phan thé tich tréng duoc giai
hap bing nudc cat dugc thu hoéi. Tiép theo, nap phdn nay vao cot
("SEPHADEX LH-20", do Pharmacia Co., Ltd. san xuat; 26 x 900mm), va tién
hanh giai hap bang dung dich nudc metanol 30%. Tién hanh phan doan & muc
9ml/phan doan, sao cho thu hdi duoc phan doan tuong Ung voi vi tri giai hép
Pro-Hyp la san pham tong hop héa hoc. Phan doan nay duoc phén tich HPLC
nho cot ("uBondasphere 5uC18 300A, do Waters Co., Ltd. san xuat; 3,9x
150mm) dé tién hanh phan doan bang cach giai hap dung dich nudc axetonitril
¢6 noéng d6 nim trong khoang tir 0 dén 32% hodc it hon chta 0,1% axit
trifloaxetic (dwoc tién hanh & toc d6 dong lml/phat va gradien ndm trong
khoang tir 0 dén 32% trong 18 phut) theo gradien ndéng do tuyén tinh, sao cho
phan dinh giai hdp ¢ thoi gian luu tuong Ung v6i vi trf ma thu hdi duge san
pham tong hop héa hoc Pro-Hyp da giai hip. Sau do, dung dich da thu hdi

dugc lam kho trong chan khong thanh chat rén, sao cho thu duoc bot
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mau trang. CAu tric ctia bot mau tring thu dugc dugce phan tich bang thiét
bi phén tich cau trac protein ("Protein Sequencer 491 Model", do Applied
Biosystems san xudt) bang phuong phap Edman. Két qua 13, sy ¢6 mat Pro-Hyp
duoc khang dinh.

PC-Cont

PC-Cont thu dugc bing cach chi tién hanh phan tng enzym lan thir nhat

trong qua trinh san xuat PC néu trén.

Tuc 1a, 1kg gelatin (colagen typ 1) 12 san phdm bi phéan huy béi nhiét caa
colagen thu dugc tir da lon dugc hoa tan trong 4kg nudc am 75°C, va diéu
chinh nhiét d6 dén 60°C, va sau d6 bd sung 10g proteaza thu dugc tu
Aspergillus mau vang, va gitt hé nay ¢ pH nam trong khoang tir 5,0 dén 6,0 va
nhiét d6 nim trong khoang tir 45 dén 55°C trong 120 phat, nhd dé tién hanh
thuy phan bang enzym. Tiép d6, dun dung dich thu duoc nhd thiy phan bang
enzym & nhiét d6 85°C trong 10 phut dé bat hoat enzym va sau d6 lam ngudi
dén 60°C va sau do loc béng than hoat va chat tro loc (diatomit), va v trung
dung dich cai thu duoc & nhiét do cao & 120°C trong 3 gidy. Sau d6, siy kho

dung dich cai da vo6 trung, sao cho thu dugc PC-Cont.

Ngoai ra, PC-Cont nay con dugc phan tich bang sic ky 16p mong theo cach
gidng nhu truong hop PC néu trén. Két qua 1a, khong phat hién thay vét mau
xanh, vi thé su c6 mit cia bat ky Hyp-Gly va Pro-Hyp khéng duoc khang
dinh.

PC-CA-Cont

PC-CA-Cont thu duoc bang cach chi tién hanh phan tmg enzym lan thu
nhét trong qua trinh san xuat PC-CA néu trén.

Ttc 1a, 1kg gelatin (colagen typ 1) 1a san phém bi phan huy boi nhiét cua
colagen thu duogc tur da lon duogc hoa tan trong 41 dung dich dém tris-HCI
20mM (pH 7,5) & nhiét d6 75°C ddng thoi dun néng va sau dé lam ngudi xudng

40°C, va sau do6 bd sung lg colagenaza (Colagenaza N-2, do Nitta Gelatin, Inc.
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san xuét), va gitt hé nay & do pH nam trong khoang tir 7,0 dén 7,8 va ¢ nhiét do
40°C trong 24 giod, nhd d6 tién hanh xir Iy phan hiy bang enzym. Tiép theo,
dun néng dung dich thu dugc biang cach xu 1y thiy phan bang enzym &
nhiét do 85°C trong 10 phut dé bat hoat enzym va sau do6 loc bang than hoat
va chét tro loc (diatomit), va dung dich céi thu duoc nay duge xir ly vo trung &
nhiét do cao & 120°C trong 3 gidy. Sau d6, sdy kho dung dich cai di vo
trung, sao cho thu dugc PC-CA-Cont dang bét.

Ngoai ra, PC-CA-Cont nay con duoc phén tich bang sic ky 16p mong theo
cach gidng truong hop PC néu trén. Két qua 13, khong phat hién thiy vét mau
xanh, vi thé su c6 mit cta bat ky Hyp-Gly va Pro-Hyp khéng duoc khing dinh.

Thtr nghiém danh gia 2-1

PC néu trén (nhéom PC), FC (nhom FC) va PC-CA (nhém PC-CA) duoc sur
dung, va mdi peptit colagen duoc bd sung vao dung dich nudi cdy tién té bao
sun gbc ATDC5 dén ndng d6 cudi 0,1%. Sau 5 ngdy nudi cdy, kiém tra mdi
hoat tinh rc ché cta phosphataza kiém (ALP) 13 enzym chi thi cho sun phi dai
va canxi hoa. Dé so sanh, hoat tinh ¢ ché ALP khi khong bd sung peptit (nhém
N), hoat tinh uc ché ALP khi st dung pepton (nhom Pe) co néng dd cudi 0,1%,
va hoat tinh trc ché ALP khi st dung PC-Cont néu trén (nhém PC-Cont) va
PC-CA-Cont (nhém PC-CA-Cont) duoc kiém tra. Két qua duoc thé hién trong

bang 11.
Bang 11
Nhém N | Nhém Pe | Nhom Nhom Nhom Nhom | Nhom
PC FC PC-CA | PC- PC-CA-
Cont Cont
Hoat | 1,0+£0,01 | 1,2+0,01 | 0,3+0,05 | 0,7+0,05 | 0,2+0,05 | 0,9+0,1 | 0,9+0,15
tinh (*) (*) )
ALP
tuong
ddi

*): Co su chénh léch c6 y nghia thong ké so véi nhém N. (p<0,05)

Thtr nghiém danh gia 2-2
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Hoat tinh ¢ ché ALP duogc kiém tra theo cach gidng nhu thir nghiém
danh gia 2-1 ngoai tru la: dipeptit Pro-Hyp duogc téng hop bang phuong phap
tong hop & pha ran (do PH Nhat Ban san xudt) (nhém [Pro-Hyp]) dugc st
dung, luong bd sung dugc thay d6i dén 2,5mM va, dé so sanh, khong bd sung
peptit (nhém N) hodc glyxin la axit amin tu do (nhom Gly), prolin la axit amin
tw do (nhém Pro), hydroxyprolin axit amin tu do (nhém Hyp), hdn hop
axit amin tu do gém prolin va hydroxyprolin (nhém [Pro + Hyp]), hon hop
axit amin tu do gdm glyxin, prolin va hydroxyprolin (nhém [Gly + Pro + Hyp]),
va tripeptit Pro-Hyp-Gly duoc téng hop bang phuong tong hop ¢ pha ran (do
PH Nhat Ban san xuét) (nhém [Pro-Hyp-Gly]) duoc st dung. Cac két qua
duoc thé hién trong bang 12.
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Thtr nghiém danh gié 2-3

Chuot C57BL/6J c6 do tudi 10 tuan duoc nudi qua duong miéng thuc an
chtra cac ché pham nhu duoc thé hién trong bang 13. Trong thir nghiém nay,
trong bang 13, PC néu trén (nhém PC), FC (nhém FC) va PC-CA (nhom
PC-CA) duogc st dung nhu cac nhém duoc bd sung peptit colagen, va dé
so sanh, PC-Cont néu trén (nhém PC-Cont) va PC-CA-Cont (nhém PC-CA-
Cont) dugc st dung. Chudt bi giét sau 3 tudn, va tir cdc mau cit duoc nhudém
bang hematoxylin khéng duoc loai canxi ctia phan khép gitta xuwong dui va
xuong chay ctia mdi nhém, ciu tric nén va trang thai té bao dugc danh gia va
do rong cua b khop duge danh gia.

Céc két qua duoc thé hién trong bang 14 va 16. Cac gié tri duoc thé hién
trong Bang 14 (diém s bénh hoc) 1a céc gid tri thu dugce bang cach danh gia
cAu tric nén va tinh trang té bao cua khép sun & mdi chudt dua trén tiéu chi

nhu duoc thé hién trong Bang 15 va tinh trung binh cac gié tri danh gia.

-60-



22622

GISERT%)

M N N J— _—
— ¢ — — — dAH-o01g
— _ 0S _ - uage[0o nda
‘ ‘ ‘ o 1eydsoyd
50°6S 50°6S 50°6S C0'6S ey
¢ 3 3 3 ¢ unsAX -]
0S 0S 0S 0S 0S BZ0N[UdY
SV LIS SYLIS SYOLY ST OLY $°6TS 03u30q yuIL
00T 001 001 001 001 gzoIong
01 01 01 01 0T urure)La doy ugH|
S¢ S¢ s€ s€ S¢ ugorpy dOy UgH]
LTI LT1 LT1 LT1 L1 08U ne(
€8S €8¢ €8¢ €8¢ €8¢ uo[ QN
002 00T 0S1 00T 00T UIesE)
(dAH+o01g) Suns CINS| uo3e[09
0q 26np woyN| -0id 3uns oq ndad Suns 0q
00np WOYN|  20Np WOYN]| D WOUN]| N WoyN|

¢1 Suegq

-61-



22622

Bang 14

Nhom |Nhom | Nhom | Nhom Nhom  Nhom
N C PC FC [PC-CA PC-Cont

Nhom PC-
CA-Cont

5,0 | 1,7+ | 2,0+
1,510,504 | 05F | 2,3+ | 2,2+

Diem so bénh | 5,
hoc (phén sun | 4 o4
khop)

*) . C6 su chénh l&ch ¢ ¥ nghia thong ké so véi nhom N.  (p<0,05)

Bang 15
Cau tric nén ’ Trang thai té bao
0  Binh thuong 0 Binh thuong
1 Bé mat bat thuong 2 Sai hong
3 Co clng soi bé mat 5 Sai hong ndng
6 Ton thuong siu 8 Sai hong toan bd sun va té bao
8  Sai hong toan bd sun

Bang 16

Nhom [Nhom Nhom Nhom FC Nhom PC- Nhém PC-| PC-CA-
N C PC CA Cont Cont

Poday |10 10,5+ 09+ 0.6+0.2

tuongdéiiojz 0,1 10,1 0,7£0,2 |1,0£0,2 0,6i0,2(*)
cua khop (*) (™) (*)

*) : C6 su chénh léch c6 y nghia thong ké so véi nhom N.  (p<0,05)

Hon thé nita, di v6i nhém N néu trén, nhom C va nhém PC, mat do
xuong dugc do boi thiét bi CT (X-ray CT Latheta, do ALOCA san xuat). Céc
két qua dugc thé hién trong bang 17.
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Téng mat do| Mat do vo |Mat do loang Téng lugng| .
¥ Momen do
xuong xuong xuong mudi trong s
(mg/cm3) (mg/cm’) (mg/om3) xuong (mg) cong Ehu’ cap
mat cat cua
xuong (mg °
cm)
Nhom|617,57+45,01 [722,37+43,66 418,10+42,45[26,55+£2,05 0,142+0,015
N
Nhém550,10+ 6,73 |657,43+10,78 350,28+17,18(23,45+1,09 [0,113+£0,014
C
Nhom|576,02+24,671682,00+30,41 391,12+27,4427,17%+2,55 10,140+0,017
PC

Thir nghiém dénh gia 2-4

Chuot C57BL/6J ¢6 do tudi 10 tuan tudi duge nudi qua duong miéng thic
an chira cac ché pham nhu néu trong bang 13 trén diy. Trong thir nghiém
nay, trong bang 13, dipeptit Pro-Hyp 1a san pham téng hop héa hoc (do
BACHEM san xuit) (nhom [Pro-Hyp]) duoc str dung lam nhém duoc bd sung
Pro-Hyp. Chudt bi giét sau 3 tuan, va d6 rong cia 6 khép duoce do tir hinh anh
HACT (thiét bi quét desk micro CT SKYSCAN 1172, do SKYSCAN san xuét)
ctia phan khdp gita xuong chay va xuwong dui & mdi nhom, va ciu tric nén va
trang thai té bao dugc dénh gia tir cac mau cit duoc nhudm hematoxylin khong
loai canxi. Ngoai ra, dé so sanh, nhom duoc bd sung hén hop axit amin tu do
(nhém [Pro + Hyp]) ma st dung hdn hop axit amin tu do gém prolin va
hydroxyprolin dugc sir dung lam nhém duogc b sung (Pro + Hyp) trong bang
13 dé tién hanh quy trinh va danh gia nay.

Céc két qua duoc thé hién trong bang 18.
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Bang 18
, , Nhom Nhom
Nhom N Nhom C [Pro—Hyp] [Pro-+Hyp]
b¢ day
tiigifﬁl 1,002 | 0,5+0,1(%) 0,940, 1 0,5+0,2(*)
khép
Cac diém s
(klfilng;g({)li 0,2+0,04| 5,0+1,5(*) 0,5+0,5 5,0+£1,8(")
khop)
e Giam dang ke the iy e i op rong
bic diém tich xuong. . Z . 2 .

. , ., , 2, |giong nhém N.| Thé tich xuong
cua cac phat Giam dang ké cac 34 12 bio tao | wiam hon nhom
hién bénh té bao tao xuong © . A glam . LA

. 1A — YRS xuong va té N. Giam so té
hoc ¢ phan va té bao xuong; \ . .
X o x| bao xuong |bao tao xuong va
xuong XOp nguoc lai, tang té€ | .z , £ 1
. . < giong nhom N | té bao xuong.
cua khdp so bao huy xuong hidn c6
v6i nhom N 1 0.

S6 chudt thir nghiém : n=4

Luuy)
(p<0,05)

Thtr nghiém déanh gia 2-5

(*); C6 su chénh 1éch cé y nghia théng ké so v6i nhom N.

Dipeptit Pro-Hyp nhu dugc tong hop bang phuong phap tong hop ¢ pha

ran (duoc tong hop boi PH Nhat Ban) (nhom [Pro-Hyp]) dugc hoa tan trong

dung dich nudc muodi sinh ly dén nong do cuoi Smmol/l va sau dé loc vo

trung. Luong 0,5ml dung dich thu dugc duoc tiém vao 6 khép gitta xuwong

dui va xuong chay ctia nhém C 1a nhém chudt C57BL/6J 10 tudn tudi duoc

nudi bang thtc an chira cdc ché pham néu trong bang 13 trén day trong 3

tuan. Sau 1 tuan, chudt bi giét, va cdc mau cat dugc nhudém Mayer

hematoxylin khong loai canxi ctia 6 khdp gitta xuong dui va xuong chay phai va

trai dugc chuan bi va duge danh gid bénh hoc. Cling theo cach nay, doi vdi cac

truong hop ma chudt bi giét sau 3 tuan ti€ém, cdc mau cat dugc nhuom Mayer
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hematoxylin khong dugc loai canxi cia 6 khop gitra xuong dui va xuong chay
phai va trai dugc chuan bi va dugc danh gia bénh hoc bang cach so sanh véi cac

mau cat danh gia bénh hoc ctia nhém N trong thir nghiém dénh gia 2-4 néu trén.

Céc két qua duogc thé hién trong bang 19.

Bang 19
Nhém N Nhom [Pro—Hyp]
! tuar}ﬂsau khi 3 tuan sau khi tiém
tiem
) 1,0+0,2 0,7+0,1 1,0+0,1
Do day tuong doi
cua sun khop
Cac diém s bénh
hoc (phan sun 0,2+0,04 0,5+0,05 0,2=1=0,05
khép)
Dic diém cua cac —  [Thé tich xuong Thé tich xuong
phat hién bénh h,c_)c co khuynh huc’mggi@ng nhu nhém N.
0 phan xuong x0p tang. Hién co SO t€ bao tao xuong
ctua khop so voi nhiéu té bao tao va t€ bao xuong la
nhom N xuong 2iong nhém N hién
co.

S6 chudt thr nghiém : n=4

Xem xét cac két qua cua céc thir nghiém danh gia dic tinh

Tur cac két qua cua thir nghiém danh gia 2-1 va 2-3 trén day (Bang 11, 14
va 16), ¢6 thé hiéu rang PC chira Pro-Hyp, FC va PC-CA ¢6 tic dung thuc
day su tai tao cac sun khép tét hon nhiéu so v6i Hyp-Gly va PC-Cont khong
chtra Pro-Hyp va PC-CA-Cont.

Ngoai ra, trong cac thu nghiém danh gia 2-2 va 2-4, viéc st dung mot
minh Pro-Hyp la mét dipeptit tong hop c6 tac dung t6t trong viéc thic day su

téi tao cac sun khdép. Mat khac, dbi voi prolin, hydroxyprolin, glyxin, hon
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hop cua chung, va Pro-Hyp-Gly, khong quan sat thdy tac dung thic day su tai
tao cac sun khép (Bang 12 va 18).

Cilng trong thur nghiém danh gia 2-5, viéc st dung mdt minh Pro-Hyp la
mdt dipeptit tong hop c6 tac dung tot trong viée thiic day sur tai tao céc sun khop
(Bang 19).

Chat tic ché bénh

Céc chét e ché bénh c¢6 thé thu duoc nhd Pro-Hyp néu trén hoic
peptit colagen chtra Pro-Hyp. Céc vi du vé cac ché pham cua ching duoc
thé hién dudi day dé vién dan.

Vi du tham khao 2-1 dén 2-3

Tron céac thanh phan theo cic ché pham néu trong Bang 20, va xenluloza
tinh thé duoc sir dung 1am nguyén 1iu tao hinh véi ty 18 10 phan so véi toan
bd mdi ché phadm nhu duoc mé ta trong Bang 20 dé tién hanh nén vién nén
bang phuong phép thong thuong, nhe do thu duoc cac chat te ché bénh theo céac
vi du tham khao 2-1 dén 2-3 dé str dung qua duong miéng. Ngoai ra, trong
bang 20, Pro-Hyp la dipeptit tong hop do BACHEM san xuét nhu duoc
st dung trong tht nghiém danh gid dac tinh trén day, va PC, PC-Cont va
PC-CA-Cont la cac peptit colagen nhu dugc sur dung trong céac thu nghiém danh
gia dac tinh trén day.
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Bang 20
Vidu 2-1 Vidu2-2 Vidu 2-3
(% trong luong)(% trong luong)(% trong lugng)

Pro—Hyp 4 4 -
PC o o 76
PC—Cont 72 o o
PC—CA—Cont — 72 e
Canxi 6 6 6
(nghién canxi hoa v s0)
Glucosamin 14 14 14
hydroclorua
Vitamin C 4 4 4

Vi du tham khao 2-4

Céac vién nén loai nhai duoc voi luong 0,8g mdi vién nén duoc bao ché theo
cach gidng nhu vi du 14 ngoai trir 14 peptit colagen (PC) chia Hyp-Gly néu
trong vi du 4 dugc thay bang peptit collagen (PC) chtta Pro-Hyp nhu duoc st
dung trong cac thtr nghiém danh gia dac tinh trén day. Cac vién nén loai nhai
duoc nay chira Pro-Hyp lam thanh phan hiru hiéu véi ty 1& 4,5% trong luong
néu gia str toan b trong luong 1a 100% trong luong.

Ngoai ra, tong s6 (Y) cac trinh tu ctua Pro-Hyp dugc chia trong colagen typ
I thu dugc tir da lon (trong luong (X) g) ma cé trinh tu axit amin da biét
dugc dém, va luong theo 1y thuyét cla Pro-Hyp trong toan bd luong colagen
typ I dugc xdc dinh tr cong thirc dudi day, sao cho lugng nay bang 9,0%
trong luong.

((S6 (Y) cua Pro-Hyp) x (trong luong (trong lugng phan tu) cua Pro-
Hyp))/(trong luong (X) ctia tat ca cac trinh tu)

Tir cong thire trén ddy cho thay PC trén day chira Pro-Hyp véi ty 1€ theo ly
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thuyét 14 9,0% trong luong 1a t6i da.

Céc vi du tham khao néu dudi day tir 2-5 dén 2-8 ciing la cac vi du vé cac
ché pham trong trudong hop ma PC néu trén chita Pro-Hyp vdi ty 18 9,0% trong
lugng 1a t6i da dugc su dung trong nhiéu muc dich khac nhau theo céach

gibng vi du tham khao 2-4 nay.
Vi du tham khao 2-5

Stip bot trong (6,0g mdi tai) duge st dung bing cach hoa tan sip nay vao
100 dén 140ml nude nong dugc chuén bi theo cach giéng nhu vi du 15 ngoai trir
1a peptit colagen (PC) chira Hyp-Gly néu trong vi du 4 duoc thay thé bang peptit
colagen (PC) chtra Pro-Hyp nhu st dung trong cac thr nghiém déanh gia dac tinh
néu trén. Stp bot trong nay chtra Pro-Hyp lam thanh phan hitu hiéu véi ty 18

3,2% trong luong néu gia st toan bd khéi luong 1a 100% trong lugng.
V1 du tham khéo 2-6

Bot hoa qua (13,0g mdi ti) duge st dung bang cach hoa tan bdt nay vao
100 dén 150ml nudce duoc chuin bi theo cach giéng nhu vi du 16 ngoai
trir 14 peptit colagen (PC) chia Hyp-Gly néu trong vi du 4 dugc thay bang
peptit colagen (PC) chtra Pro-Hyp nhu dugc sir dung trong céac thir nghiém danh
gia dac tinh néu trén. Bot hoa qua nay chtra Pro-Hyp lam thanh phéan hiru
hiéu vdi ty 1€ 3,6% trong luong néu gia su toan bo trong lugng l1a 100% trong

luong.
Vi du tham khao 2-7

D6 ubng gitp lam tinh tdo (125ml mét hop) duoc didu ché theo cach
gidng nhu vi du 17 ngoai trir [ peptit colagen (PC) chtra Hyp-Gly néu trong
vi du 4 dugc thay thé bang peptit colagen (PC) chta Pro-Hyp nhu duoc st
dung trong cac thir nghiém dénh gid dic tinh néu trén. D6 ubng gitp lam tinh tao
nay chira mét luong hitu hiéu Pro-Hyp véi ty 18 0,2% trong luong néu gia str

toan bo trong luong 1a 100% trong lugng.

Vi du tham khao 2-8
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Keo gom (4g mdi vién) dugc diéu ché theo cach giéng nhu vi du 18 ngoai
trir 14 peptit colagen (PC) chtra Hyp-Gly néu trong vi du 4 duoc thay thé bang
peptit colagen (PC) chta Pro-Hyp nhu dugc su dung trong cac thu nghiém
danh gia dic tinh néu trén. Keo gom nay chira Pro-Hyp lam thanh phan hitu
hiéu véi ty 1€ 0,45% trong luong néu gia str toan bd trong luong 1a 100% trong

luong.
Vi du tham khao 2-9

CéAc thanh phan dugc tron theo céc ché pham gibng vi du tham khao 2-1
nhu dugc thé hién trong Bang 20 ngoai trir 13 khéng st dung bat ky thanh phan
nao trong s6 PC-Cont, canxi va vitamin C. Pha lodng hdn hop thu dugc dén
Smmol/l bing dung dich nuéc mudi sinh ly, nhd d6 thu duge chét Gc ché
bénh theo vi du tham khao 2-9 sit dung bang cach tiém vao vi tri khu tra &

khép.

- Kha ndang Urng dung U'Qng cdng nghicp

Vi peptit colagen theo sang ché bao gom dipeptit ma 1a thanh phan
hitu hiéu cua chit (rc ché bénh dé ngan ngura hodc diéu tri céc triéu chimg
ching han nhu loding xuong, viém xuong khép va loét do ty dé, nén peptit
colagen nay co thé duoc str dung thich hgp & dang d6 an tdt cho strc khoe va

thudc cd cac chltc nang nay.
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YU CAU BAO HO

1. Chét Grc ché bénh chira dipeptit Hyp-Gly va it nhat mét dipeptit dugce chon tir

nhom bao edm Pro-Hyp va Ala-Hyp.

2. Chat ¢ ché bénh theo diém 1, trong d6 chat e ché bénh nay con chtra

glucosamin va/hodc mudi cua no.
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