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va mudi dugc dung cta peptit ndy. Pepit theo sang ché va mudi duoc dung cua peptit nay
c6 hiéu qua trong diéu trj va/hodc phong ngira bénh thodi hoa dia dém, diéu trj bénh xo hoa
cac co quan trong co thé, diéu tri bénh ung thu va/hodc diéu tri bénh xo cung tiéu cau than,
va ¢6 hiéu qua @c ché su phat tin hiéu TGF-beta 1. Ngoai ra, sang ché ciing dé xuét ché
pham dung dé diéu tri va phong ngira bénh thoai hoa dia dém, bénh xo hoa cac co quan
trong co thé, bénh ung thu, hoac bénh xo cliing tiéu cau than chira peptit hodc mudi dugc
dung cua peptit theo sang ché.
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Linh vie ki thuit dwec dé cap

Sang ché dé cép dén peptit c6 hi€u qua diéu tri va/hodc phong bénh thoai hoa dia
dém, diéu tri bénh xo hoa cic co quan co thé, diéu tri ung thu, diu tri bénh xo cung
tiéu clu than, hodc cc bénh tuong ty. Ngoai ra, séng ché con dé cap dén ché phim
chira peptit nay.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Bénh thoai héa dia dém (Degenerative disc disease - DDD), nguyén nhan gy
dau thét lung man tinh, 13 tinh trang bénh 1y kém theo dau thit lung gay ra tir sy nirt va
phan cit cna dia dém do sy thodi hoa dia dém hodc gidm chiéu cao dia dém khi dia
dém bi mét nuéc (dic biét 1a phan nhan nhdy) cung vé6i su ldo héa. Pia dém bi thoai
héa dugc dic trung boi sy hinh thanh mach va than kinh bét thuong ting 1én va thay
ddi sb lugng va chirc nédng cua cac t€ bao (sw tao cum, chét hoai, chét theo chuong
trinh, v.v.). Mot trong s6 cic dic trung phin tir cia dia dém bi thoai hoa 1a giam
aggrecan. Su mét di aggrecan, déng vai trd chu yéu dbi v6i sy chiu tai clia dia, din dén
su giam ap suit tham thiu dia dém, do d6 c6 kha ning gilt nuéc khong lau, sau d6 ddy
nhanh sy thoai hoa dia dém hién tai bao gém soi vong hién tai, va c6 anh hudng dang
ké 1én cac chu triic xwong sdng khéc va cic chirc ning, ching han nhu thoai héa va phi

dai mit khop va diy ching vong.

Vi cac li€u phap diéu tri hién nay dbi voi ching dau thét lung man tinh bénh ly
bao gdm thoai hoa dia dém, c6 cac lidu phap diéu tri y khoa bao gém ding thudc giam
dau, thuc hién cac liéu phap didu tri phuc hdi chic ndng, va tuong tu. Tuy nhién, véi
céc huéng didu tri nay thi bénh thudng xuyén tai phat, do d6 can c6 mot thoi gian dai
va nd luc diéu trj bénh lién quan, va ciing ¢6 nguy co bién ching do dung thubc kéo
dai.

Khi khéng c6 két qua thun loi ngay ca sau khi dilu tri véi lidu phép thén trong
trong mot thoi gian dai, ngudi bénh chic chin s& phai phiu thuat. Cac cach diéu tri
bang phau thuit tiéu biéu bao gdém phiu thuat lam ctmg khép d6t séng lung thong
thuong lién quan dén viéc loai bo hoan toan cic md dia dém cé bénh va chén mod

xuong ghép vao vi tri thuong ton dich, va chén dia nhin tao méi tao ra. Tuy nhién, cac
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phuong phap nay c6 nhiéu nhugce diém khac nhau ching han nhu chi phi twong ddi dit
va ciing ¢6 cic nguy co tiém 4n 13 cac bién ching xay ra sGm hodc mudn sau khi phiu
thuat. Vi dy, phau thut 1am cimg khép dét séng lung thuong yéu cu phiu thuat 1ap
lai dinh ky do su thoai héa ctia cac dia dém lién k&. Pia dém nhan tao duogc phat trién
dé giam b6t nhuoe diém nay khong c¢é két qua théa dang khi nghién ctru bAm sat mot
thoi gian dai. Do d6, phiu thuat thay thé dfa dém nhan tao khong duoc thuc hién
thuong xuyén hién nay. Nhu duge md ta & trén, c6 mot khé khan 16n trong diéu tri
bénh dau thit lung man tinh do thoai héa dia dém. D& déi phé véi céc tinh thé nhu
vay, nhu mot hudng tiép can khac @ didu tri than trong va phiu thuat, cac lidu phap
diéu trj thuc nghiém' da duoc thir & dat dugc su tai tao dia dém trong khi han ché su

tu thodi héa cta dia dém dén mirc t0i thiéu.

Trong nhitng nim gin diy, dd c6 mot vai liéu phap didu tri sinh hoc dwoc thi
nghiém dé diéu tri sy thoai hoa dia dém, vi du, phuong phap diéu chinh tdng su tao ra
cic protein gian bao quan trong (vi dy, aggrecan), phuong phap didu chinh giam su di
hoa gay ra boi cac cytokin gy viém (vi du, interleukin-1 (IL-1), nhan t6 giy chét hoai
khéi u -alpha (TNF- o)) (Ahn, SH et al., Spine 27:911-917, 2002; Burke JG et al.,
Spine 28:2685-2693, 2003; Kang JD et al., Spine 21:271-277, 1996; Weiler C et al.,
Spine 30:44-53, 2005; Igarashi T et al., Spine 25:2975-2980, 2000; Olmarker K et al.,
Spine 23:2538-2544, 1998; Le Maitre CL et al., Arthritis Res Ther 7:R732R745, 2005;
va Seguin CA et al., Spine 30:1940-1948, 2005).

Céac phuong phép diéu trj sinh hoc nay da dwoc thuc hién rong rdi trén thé gisi.
Phuong phap phd bién thu hut rit nhidu sy quan tAm 13 tiém tryc tiép nhn t6 tdng
trudng xuwong (protein tao hinh xuong (Bone morphogenic protein- BMP)) vao dia
dém hoic ciy cac té bao dia dém duoc tiém gen vao (Masuda K et al., Spine 31:742-
745, 2006; Imai Y et al., Spine 32: 1197-1205, 2007; Zhang Y et al., Spine 33:831-
838, 2008). Tuy nhién, phuong phap nay chi don thuin 1a phuong phap thu dugc céac
thay dé vat ly cta cu trac dia thong qua sy thodi héa tu nhién, khong tao cam giac
giam dau cho bénh nhan, va dia dém phat trién qua mirc, néu c6, c6 thé gay ra cac tinh

trang trAm trong do chén ép day than kinh.

Pdng thoi, cin hiéu ring viéc phat tin hiéu TGF-beta 1 ¢6 lién quan trong bénh
x0 hoéa, su chét theo chuong trinh, sy hinh thanh mach, su x4m 14n cta t& bao khéi u

va sy chuyén héa, va su trc ché phat tin hiéu TGF-beta 1 c6 thé do dugc dé diéu tri

-3-



24510

bénh xo héa céc co quan cia co the, bénh ung thu, va/hodc bénh xo cling tiéu cau than

(Prud'homme GJ, Lab Invest 87:1077-1091, 2007).

Véi muc dich nay, can phat trién vat liéu sinh hoc ma&i ¢6 hidu qua ddi v6i bénh
thoai hoa dia dém béng cach thuc déy su tai tao dia dém trong khi han ché su ty thoai
hoéa dia dén mirc t8i thidu, va c6 kha nang diéu tri cac bénh xo héa cac co quan trong
co thé, bénh ung thu, xo cing tiéu cau than, hoic twong tu, théng qua wrc ché su phéat

tin hi€u TGF-beta 1.

US 6,277,812 da dé cap dén phuong phép trc ché TGF-B véi su trg gitp cia trinh
ty axit amin ctia vung lién két TGF-p cta thanh vién cua siéu ho decorin cia
proteoglycan & dong vat c6 v cé protein 101 ¢6 kich thudc khoang 40 kDa.

A. G. Nerlin va cong su (Eur. Spine J. 2005, 14: 17-26) dé cap dén nghién ciru vé
su phan bd cia fibronectin va TGF-B1 trong mé dia dém tir cac ca thé & cac do tudi
khéc nhau va biang ching mé hoc khac nhau cho sy thoai héa mé.

Ban chét k§ thuit cia sang ché

Séng ché dé xuit peptit c6 kha nang thiic ddy su tai tao dia dém trong khi han ché
duoc su tu thoai hoa dia dém dén mirc t8i thidu.

Ngoai ra, sang ché d& xuit ché phim c6 hiéu qua trong didu tri bénh xo héa cac
co quan, bénh ung thu hoic xo cimg tiéu ciu thén.

Séang ché dé xudt peptit chi chira trinh ty axit amin (LQVVYLH) ¢6 trinh tu néu
trong SEQ ID NO.1, hoic mubi duoc dung cta peptit nay.

Trong trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO.1 ¢6 L, Q, V, Y, va H lan luot 13
leuxin (Leu), glutamin (GIn), valin (Val), tyrosin (Tyr), va histidin (His).

M3di axit amin cAu thanh peptit c6 thé & dang L, dang D, va/hodc dang D, tit ca
cac dang nay ddu dugc bao gdm trong cac axit amin cAu thanh peptit theo sang ché.

Céac vi du v& mubi duge dung c6 thé bao gém hydroclorit, sulfat, phosphat, lactat,
maleat, fumarat, oxalat, methanesul fonat, p-toluenesulfonat, va tuong tu.

Ngoai ra, sang ché mo ta cach sir dung peptit hodc thé bién di, hoic mubi duogc
dung ctia peptit d6 theo sang ché 1lam dugc phdm. Cach sir dung lam duge pham bao

gém dung dé diéu tri va/hoic phong ngira cac bénh thoai héa dia dém, sir dung dé didu
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tri bénh xo hoa cc co quan trong co thé, sir dung dé diéu tri bénh ung thu, va sir dung
dé diéu tri bénh xo cung tiéu cAu than. Viéc diéu tri cac bénh xo héa cac co quan trong
co thé, bénh ung thu, hodc bénh xo cliing tiéu cau than 1a nho tc ché su phat tin hi¢u

nhan t6 sinh trudng chuyén héa beta 1 (Transforming Growth Factor-betal - TGF-pl).

TGF-B duoc biét dén 1a cytokin nhiu tic dong dong vai trd quan trong trong
kiém soat su chét t& bao theo chuong trinh, sy hinh thanh mach, sy 1én da non cta vét
thuong, sy diéu chinh mién dich, va sinh hoc khéi y. TGF-p ton tai trong ba dong
phan: TGF-l, TGF- B2, va TGF-p3. T4t ca ba TGF-B déu str dung cliing mdt thy thé.
Thu thé TGF- ¢6 ba hop phan: loai (RI hoic ALKS), loai IT (RII), va loai III (RIII
hodc betaglycan). TGF-B (tit ca cic dong phan) lién két voi RIII va phuc hdi RII, sau
d6 phosphorylat RI thanh dang phiic chét heterotetrameric serin/threonin kinaza. N6i
cach khac, RI phosphorylat Smad2 va Smad3 (cac Smads két hop voi thu thé (R-
Smads)), va phén con lai tao phirc heteromeric vdi Smad4, hoan vi v&i nhan té bao,
lién két voi DNA va diéu chinh sy sao cho (Prud'homme GJ, Lab Invest 87:1077-
1091, 2007).

Mo td van tat cac hinh vé

Fig.1 minh hoa hinh dnh chup sau khi nhu¢m mau mé dia d€m binh thuong, mo
dia dém bi thodi hoa dugc dung DMSO, va m6 dia dém bi thoéi héa dugc dung peptit

theo vi du 1;

Fig.2 minh hoa dd thi thé hién cac mic biéu hién gen aggrecan cia nhom dia
dém dugc dung DMSO va nhém dia dém duogc dung peptit theo vi du 1 trong mau

thoai héa dia dém, so v6i nhom dia dém binh thuong 1am ddi chung; va

Fig.3 minh hoa cac két qua phan tich thdm tach Western d& x4c nhan Smad2
phosphorylat dugc biéu hién trong cac t& bao HepG2 khong didu tri, cac té bao dugc
diéu trj v6i TGF-beta 1, céc t€ bao duoc diéu tri véi TGF-beta 1/SB431542, céc té bao
duge diéu tri véi TGF- beta 1/peptit theo vi du 1, va cac t& bao dugc didu tri véi TGF-
beta 1/DMSO.

M5 ta chi tiét sdng ché

Theo theo sang ché, thuat ngit “trc ché sy phat tin hiéu TGF-beta 17 chi TGF-p1

bi 18i khi lién két v6i thu thé, sau d6 Smad2 va Smad3 bi 138i khi trai qua qua trinh
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phosphorylat hoa, do d6 c6 16i khi tao phitc véi Smad4, va két qua 13, phirc chét bi 15i

khi hoan vi v6i nhén t€ bao va diéu chinh sy sao chép.

Theo d6, sing ché mo ta ché phdm dung d& diéu tri va/hoic phong ngtra thoai

hoéa dia dém, bao gém peptit hosic mudi duoc dung cua peptit d6 theo sang ché.

Ngoai ra, sang ch€ mo ta ché pham dung dé diéu tri cac bénh xo héa céc co quan

trong co thé, bao gdm peptit hoic mudi dugc dung ctia peptit d6 theo séang ché.

Ngoai ra, sing ché mé ta ché phim dung d tri bénh ung thu, bao gdm peptit

hoic mudi duoc dung cua peptit d6 theo sang ché.

Ngoai ra, sing ché mo ta ché pham dung dé di€u tri bénh xo cing tiéu cau, bao

gdm peptit hodc mudi duoc dung cua peptit d6 theo sang ché.

Peptit theo sang ché c6 thé dugc didu ché béng cac quy trinh thong thuong dugc
str dung trong téng hop peptit. Vi du, peptit c6 thé dugc didu ché béng céc quy trinh
dugc mo ta trong tai liéu Schroder va Lubke, Peptit, Vol. 1, Academic Press, New
York, 1965, va tuong tu, va c6 thé duoc diéu ché bing phuong phép téng hop pha long
hoic téng hop pha rén.

Céc vi du vé& cac phuong phap tao ra cac lién két peptit bao gdm phuong phéap
azid, phuong phdp axit clorid, phuong phdp anhydrid dbi ximg, phuong phap
carbodiimid, phuong phap bd sung carbodiimid, phuong phép este duogc kich hoat,
phuong phap carbodiimidazol, phuong phap oxy hoa — khit, va phuong phép sir dung
thudc thir Woodward K. Trong téng hop peptit, nia cystin c¢6 thé dugc tao ra bang
cach st dung dan xuét clia cystin hodc bing cach chuyén hoa nira cystein ciia chudi

peptit thanh nira cystin sau khi tao ra chudi peptit, bang phuong phéap thong thuong.

Trude khi thuc hién phan ung ghép cdp, nhom cacboxyl, nhém amin, nhém
guanidino, nhém hydroxyl, va tuong tw, khong tham gia phan g, ¢ thé duogc bao vé,
va nhém cacboxyl va nhém amin, tham gia phan tmg ghép cip, c6 thé dugc hoat hoa

bang cac phuong phap da biét trong linh vuc tuong img.

Cac vi du v€ nhém bao vé cho nhém cacboxyl cé thé bao géom céc nhém tao este

nhu metyl, etyl, benzyl, p-nitrobenzyl , t-butyl va cyclohexyl.
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Cic vi du vé cac nhém bao vé cho nhém amin c6 thé bao gém
benzyloxycacbonyl,  t-butoxycacbonyl, isobornyloxycacbonyl, va/hoic  9-

fluorenylmetyloxycacbonyl.

Cac vi du vé cac nhém bao vé cho nhém guanidino c¢6 thé bao gém nitro,
benzyloxycacbonyl, tosyl, p-metoxybenzenesulfonyl va/hodc 4-metoxy- 2,3,6-

trimetylbenzenesulfonyl .

Cac vi dy vé cdc nhém bio vé cho nhém hydroxyl c6 thé bao gdm t- butyl ,

benzyl, tetrahydropyranyl va/hodc axetyl.

Céc vi du vé cac dang hoat héa ciia nhém cacboxyl c6 thé bao gdm anhydrid dbi
ximg, azid va este hoat tinh (este voi rugu, vi du, pentaclorophenol, 2,4-dinitrophenol,
cyanometyl alcohol, p-nitrophenol, N- hydroxy-5-norbornene-2,3-dicarboximid, N-

hydroxysuccinimid, N- hydroxyphtalimid va 1-hydroxybenzotriazol).
Mot vi du v& nhém amin hoat héa 13 amit phosphat.

Phan Umg duoc thuc hién trong dung méi nhu clorofom, diclorometan, etyl
axetat, N,N-dimetylformamit, dimetylsulfoxit, pyridin, dioxan, tetrahydrofuran, nudc,

metanol hodc hdn hop clia chiing.

Nhiét do phéan mg c6 thé ndm trong pham vi tir khoang -30 dén 50°C, day la

pham vi nhiét d6 thuong dugc sir dung cho sang ché.

Phan timg dé loai bé nhém béo vé cuia peptit theo séng ché c6 thé thay dbi phu
thudc vao loai nhém bao vé, nhung c6 thé chi 1a mét phuong phép duy nhit ma c6 thé

loai bé nhém béo vé ma khong gy anh hudng dén lién két peptit.

Nhém bao vé c6 thé dugc loai bd nhd xur ly axit, vi dy, xtr ly véi axit clohydric,
axit bromhydric, axit flohydric, axit methansulfonic, axit trifloromethansulfonic, axit
trifloroaxetic hodc hdn hop clia cic axit nay. Ngoai ra, su khir véi kim loai natri trong

dung dich amoniac hodc khir nho xic tac trén hé palladi-cacbon c6 thé dugc sir dung.

Dé thuc hién phan tng loai bé nhém bao vé bang xr Iy axit néi trén, chit phu trg
nhu anisol, phenol ho#c thioanisole ¢ thé dugc chép nhén.

Sau khi phan tng két thic, peptit didu ché dugc theo sang ché c6 thé duoc thu
héi bang quy trinh thong thudng dé tinh ché peptit, vi du, chiét, sic ky phan doan, séc
ky trao dbi ion, két tinh lai hodc séc ky cot.

-7-
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Ngoai ra, peptit theo séang ché c6 thé duge chuyén héa thanh dang mudi duge

dung ctia peptit d6 nhu duge mo ta & trén theo cach théng thuong.

Peptit theo sang ché c6 thé dugc téng hop bing thiét bj tdng hop peptit tu dong
hoiic c6 thé dugce sin xuit bing k§ thuat thao tac gen. Vi duy, peptit mong mudn c6 thé
dugce tao ra bing cach diéu ché gen dung hop ma héa protein dung hgp gém c¢6 phin
dung hop va peptit theo sang ché théng qua su thao tic gen, bién ddi vi sinh vat chii
v6i gen dung hop, biéu hién peptit mong mudn & dang protein trong vi sinh vat chu, va
tach nhanh va phén tich peptit theo sing ché ra khoi protein dung hop st dung
proteaza hodic hop chét.

Céc axit amin theo sang ché duoc viét tit theo danh phép IUPAC IUB nhu sau:

Axit amin Viét tit
Alanin
Arginin
Asparagin
Axit aspartic
Cystein

Axit Glutamic
Glutamin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Metionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

< K g7 v EH I ROT Do U amzZ ® e
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Liéu peptit hodc mubi duoc dung cta peptit d6 nim trong khoang tir 50 pg/ngay
dén 1 mg/ngay, tot hon 13 tir 0,5 mg/ngdy dén 1 mg/ngay khi ding ngoai rudt. Péi véi
viéc ding thubc theo dudng miéng, lidu dung 16m hon tir 1,2 dén 1,5 lan so véi lidu
ding ngoai rudt. Pbi véi cach dat hau mén, lidu ding 16n hon tir 2 dén 5 14n so véi
lidu dung ngoai rudt. Peptit theo sang ché duoc chi dinh dung & mic d6 16n theo
duong dung ngoai rudt, vi du tiém tai chd (tiém thudc vao dia dém dbi coi bénh thoai
hoa dia dém, va tiém thudc tai chd vao vi tri thuong tén ddi véi cac bénh xo cimg céc
co quan trong co thé khac va ung thu), tiém tinh mach/tiép bép hozc tiém dudi da, dua
thubc vao ndo thit hodc dua thude vao trong ¢t séng hodc ding thube qua dudng miii
va dua thudc vao truc trang. Ngoai ra, ding thubc theo dudng miéng ciing ¢6 thé duge

str dung néu can.

Peptit hogic ché phim theo sang ché, két hop véi chit mang dugc dung, c6 thé
dugc tao cong thirc thanh cac dang liéu ding mong muén nhu thudc tiém, thudc dan,

thuoc bot, thude nhoé miii, thuoce hat, vién nén, v.v.

Chét mang dugc dung co thé dugc diéu ché theo sb lugng nhéan td da biét r5 d6i
v6i ngudi ¢6 trinh db trung binh trong linh vyc twong tng, vi du, xem xét dén cac nhan
t6 khong han ché dudi day: vat lidu kich hoat sinh 1y cu thé dugc dung, va ndng do, do
dn dinh va tinh kha dung sinh hoc mong mudn cta vat liéu d6; bénh, rdi loan hoic tinh
trang dang duogc didu tri; dbi tugng dang dugc diu tri, va tudi cua ho, kich thude va
diéu kién chung; va duong dung ché pham mong mudn, vi du qua dwong mili, qua
dudng miéng, tra mét, ding tai chd, dan 1én da va tiém bép. Thong thudng, cac vi du
v& chét mang dugc dung duge st dung dé dua vat lién kich hoat sinh ly vao co thé,
ngoai dudng ding qua miéng, c6 thé bao gdbm D5SW (5% glucozo trong nudc), dung
dich nuée chira 5% dextrozo theo thé tich hoic nhé hon, va nuéc mudi sinh ly. Trong
truong hop tiém tai chd vao thuong ton, cic gel nuée (hydrogel) c6 thé tiém khac nhau
6 thé duge sir dung dé tdng cao hi€u qua chita bénh va ting thoi gian hiéu luc cia
thubc. Ngoai ra, chit mang duoc dung c6 thé chira céc thanh phan phu c6 thé ning cao
d6 6n dinh clia cic thanh phan hoat dong, nhu céc chit bio quan va cic chit chéng
oxy hoa. Peptit hodc ché pham theo sang ché thich hop 13 c6 thé dugc tao cong thirc
thanh dang liéu ding mong mudn, phu thudc vao bénh can duge didu tri va cac thanh

phin, sir dung phwong phép thich hop bat ky da biét trong linh vuc nay, vi dy, nhu
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dugc boc 10 trong "Remington's Pharmaceutical Sciences," Mack Publishing Co.,

Easton, PA (tii ban gin diy nhét).

Peptit theo sang ché c6 thé duoc bao quéan trong dung dich nuée mudi sinh ly va
c6 thé dugc 1am dong khé trong dng thudc tiém sau khi thém mannitol hodc sorbitol.
Peptit dong kho c6 thé dugc hoa tan trong nude mudi sinh 1y hoic tuong tu dé hoan

nguyén trudce khi sir dung.

Ngoai ra, sang ché mé ta peptit hoic mubi duge dung cia peptit d6 theo sang ché

dé dung 1am thudc.

Ngoai ra, séng ché mé ta cach st dung peptit hodc mudi dugc dung ciia peptit do
theo sang ché dé san xuit thudc dung dé didu tri va/hodc phong ngira bénh thoai hoa

dia dém, xo hda cic co quan trong co thé, ung thu, va/hodc xo cling tiéu cau than.

Ngoai ra, sang ché mé ta phuong phap didu tri va/hoic phong ngira bénh thoai
héa dia dém, xo hda céc co quan trong co thé, ung thu, va/hodic xo cing tiéu cau thén,
bao gdm dung peptit hodc thé bién di hodc mudi duoc dung cta peptit d6 theo sang

ché cho doi tuwong can dicu tri (dong vat c6 vi bao gom con ngudi).

Viéc diéu tri bénh xo hoa cac co quan trong co thé, ung thu, va/hoic xo cimg tiéu
cAu than c6 thé dat dugc bang cach vc ché phat tin hiéu TGF-beta 1.
Vi du thwe hién sdng ché

Sau day, sang ché s& duge mo ta chi tiét hon cung vai cac vi du thuc hién. Cac vi
du nay duoc cung cip chi nhdm minh hoa sang ché chir khéng nhim muc dich han ché
pham vi va nguyén ly ctia sang ché.
Vi du 1: Piéu ché peptit

Peptit (LQVVYLH: SEQ ID NO.1) ¢6 trinh ty axit amin 1la SEQ ID NO.1 dugc
diéu ché bsi Peptron Inc. (Han Qudc), theo yéu ciu ctia cac tac gia sang ché. Cu thé,
cac don vi axit amin dugc ghép cap l4n luot tir Oterminal, bﬁng Fmoc SPPS (téng hop
peptit pha rin 9-fluorenylmetyloxycacbonyl) sir dung thiét bj téng hop peptit tu dong
(ASP48S, Peptron Inc.).

Nhya NHz-His(Trt)-2-clo-Trityl duge sir dung trong d6 axit amin tht nhat cua
dau C cua peptit dugc gén vao nhua. TAt ca c4c axit amin dugc str dung trong téng hop

peptit dugc bao vé béi Trityl (Trt), t- butyloxycacbonyl (Boc), t-butyl (t-Bu) va tuong
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tw, nho d6 dau N duge bao vé bdi Fmoc, va cac géc dugc loai bé hoan toan trong axit.
P6i  v6i  chét ghép d6i, 2-(1H-benzotriazol-1-yl )-1,1,3,3-tetrametyluroni
hexafluorophosphat (HBTU)/hydroxybenzotriazol (HOBt)/N-metylmorpholin (NMM)
dugc st dung. (1) Axit amin dugc bao vé (8 duong lugng) va chat ghép d6i HBTU (8
duong luong)/HOBt (8 dwong lugng)/NMM (16 duong lugng) dugc hoa tan trong
dimetyl formamit (DMF) va tiép tuc dugc bd sung nho phan Umg & nhiét d6 phong
trong thoi gian 2 gio. (2) Viéc loai bd6 Fmoc dugc thuc hién bﬁng cach thém 20%
piperidin trong DMF, tiép tuc thyc hién 2 14n nho phén tmg & nhiét d¢ phong trong 5
phut. Céc phéan tmg (1) va (2) duoc lap lai dé diu ché b khung peptit co ban, va
peptit duoc tdch ra khoi nhua s dung axit trifluoroaxetic (TFA)/I,2-etanedithiol
(EDT)/thioanisol/triisopropylsilan (TIS)/H.0O véi ty 1& 90/2,5/2,5/2,5/2,5. Peptit duoc
tinh sach bing HPLC pha déo sir dung cot Vydac Everest C18 (250 mm, 22 mm, 10
pm), va sau d6 dugc tach rira bang hé dung méi nudc —axetonitril ¢6 ty 1& thay ddi
tuyén tinh (tir 10 dén 75% (thé tich/thé tich) axetonitril) chira 0,1% (thé tich/thé tich)
axit trifluoroaxetic. Trong luong phin tir cia peptit tinh sach duge dugc xac dinh sir

dung séc ky 16ng khéi phd (LC/MS) (Agilent HP1100), sau d6 duge dong kho.
Vi du 2: Xdc nhdn hi¢u qud tdi tao dia dém
2-1. Chuén bj dong vat mau bi thoai hoa dia dém va thu gom dia d€m lam thir nghiém

Chudn bi 30 c4 thé tho (Tho tréng New Zealand; Orient Bio Inc.), ning tir 3 dén
3,5 kg, khong quan tAm dén gioi tinh.

Céc ca thé thé dugc gy t& nh tiém bap 5 mg/kg xylazin (Rompun, Bayer) va 35
mg/kg ketamin hydroclorid (Ketalar, Pfizer). Trudc thi tyc ndy, phim X quang
nghiéng st dung thiét bi huynh quang nghiém (ModelVPX-200; Toshiba Co.) dugc
chup lai dé thiét 1ap d6 cao ranh gi6i trude khi tiém cta dia dém gilta cac ddt sdng. Sy
diéu kién ranh gi6i 1a sy chuén héa dbi v6i kich thuc cta khéng gian dia dém. Sau
khi cac ca thé thd duogc dit 1én ban thi nghiém, cac dia dém dbt séng L.23, L34, 145,
va L56 dugc xac dinh béng may, va cac vong sgi boc ngoai dia dém duge dam céy vao
phia sau-bén ctia dia dém & cac dbt séng L.23, 145, va L56, str dung kim 18G. Sau khi
héi phuc sau gay té, cac dong vat dugc dua vao chudng dudi cac didu kién gly gibng
sau dy: nhiét d§ 20-25°C, d6 4m 10%- 50%, va chu ky sang/tbi (L/D): (séng tir

8git:00 sang dén 8giv:00 tbi). T4t ca cac dong vat dugc cho &n mot 1dn mdt ngay.
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Thuc hién chup X-quang vao 2 va 4 tudn sau khi ddm céy vong soi ban dau. Thuc hién
chup X-quang sau khi giy t&. Dua vao cic két qua trén phim X-quang, do cao dia dém
(d6 cao IVD) duogc do lai. Tir cac két qud do, dd thoai hoa dia duoc xac dinh nho su
thay d6i ctia phuong phap dugc boc 16 trong tai liéu Lu va cong su, Spine. 22:1828-34,
1997.

Sau d6, cac thir nghiém dugc thuc hién déi véi hai nhom riéng biét, nhém dbi
chimg ding DMSO va nhém thtr nghiém dung peptit theo vi du 1, va cac ca thé tho
dugc gy mé€ nhe nhang nhd tiém ketamin (25 mg/kg) va natri pentobarbital (1,2 g/kg,
Nembutal, Ovation) theo 10 trinh duge tinh toan trudce, sau d6 tach 1iy dia dém dé 1an

lugt phéan tich mo hoc va hoa sinh.
2-2. Do hiéu qua tai tao dia dém béng cach nhudm mau moé dia dém.

Céc ca thé tho bi thoai héa dia dém tir muc 2-1 duogc chia thanh 2 nhém. Mdi
nhom dugc cho dung dimetyl sulfoxid (DMSO) va peptit theo vi du 1 (0,5 mM/c4 thé)
theo duong tiém tai chd vao dia dém hai lan. Thoi diém tiém dbi v6i mdi nhom 14 4
tudn sau khi x4y ra thoai hoa dia dém va 2 tuin sau d6. Sau khi tiém Ian thir hai, cac
dong vit 14n lugt duge thire tinh vao 2, 4, va 8 tuin. O céc tudn 4, 6, va 10 sau khi tiém
1Am thir nhét ctia m3i nhém ding peptit theo vi du 1 va DMSO, cdc md dia dém tuong
ting duge tach ra va duogc ¢b dinh trong formalin. Cac m6 dia dém duogc c¢b dinh duge
nhiing vdo trong paraffin, va cic phan néi tiép c6 do day 4 m doc theo miat dbi xtng
doc duoc chuén bi. Trong céac phﬁn nay, hai phan doc gitta dugc nhudm mau véi
hematoxylin va eosin (H&E). D& so sanh véi md dia dém binh thudng, dia dém clia
cac cé thé tho khong bi thoai hoa dugc tach ra, duge xtt ly va nhuém mau theo phuong

phap tuong tu dugc mo ta & trén.

Fig.1 minh hoa cac két qua vi dd hoa ctia cac mo dia dém cu thé, duoc tach ra va
nhuém mau & tudn 10. A va B: md dia dém binh thuong, C va D: m6 dia dém thodai
héa dung DMSO, va E va F: m6 dia dém thodi héa dung peptit theo vidu 1. A, C va E:
phéng to 40 14n, va B, D va F: phéng to 400 13n. Trong c4c anh phéng to 400 lan, miii

tén chi vao nhéan t€ bao dia dém.

Két qua 13, c6 thé quan sat dugc phén nhéan nhﬁy va 501 boc ngoai dia dém c6 thé
phén biét dugc rach roi giita ching va du cac hop phan gian bao duoc trong mo dia

dém binh thuong (cac ban A va B trén Fig.1). Ngoai ra, sy nhudém mau dic biét cia
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nhan té bao dugc quan sat trong phan nhan nhay ciia mé dia dém binh thudng (dai B
trén Fig.1).

Mt khac, mé dia dém diung DMSO biéu hién gidm kich thuée dia, sy map mo
gifta phin nhan nhiy va sgi boc ngoai dia dém, va thiéu hop phan gian bao (cac dai C
va D trén Fig.1). Hon nita, kh6 khin trong viéc tim nhan t& bao dugc nhuém mau
trong ving nhan nhiy (dai D trén Fig.1). Tic 13, cac két qua nay chi ra cai chét cua cac
té bao, diéu da dugc thé hién trong phin nhan nhiy. Té bao bi chét do su thoai héa dia
nhu da biét, va sy khong co cac té bao din dén khong tao ra hop phén gian bao, do d6

sir thoai héa dia dém tiép tuc x4u di.

M0 dia dém dung peptit theo vi du 1 biéu hién tang kich thuéc dia so voi mé dia
dém dung DMSO, c6 thé thiy 16 giita phin nhan nhiy va soi boc ngoai dia dém, va sy
nhiéu hop phin gian bao (cac dai E va F trén Fig.1). Ngoai ra, sy nhudm mau manh

ctia nhan té bao dugc quan sat trong ving nhan nhdy (dai F trén Fig.1).

Tir cac két qua nay, chimg minh dugc ring peptit theo vi du 1 ¢6 tac dung diéu tr
bénh dia dém bang cach ngin su giam hop phin gian bao va sy chét t& bao do thoi

héa dia dém.
Vi du 3: Xdc nhin sw ting biéu hién gen aggrecan trong cdc mo dia dém

PCR thoi gian thuc duoc thuc hién dé xac dinh muc do biéu hién gen cua

aggrecan, thé hién hop phan gian bao trong cic md dia dém.

Theo cach twong tu nhu & vi du 2-1, cac dong vat duoc chudn bi va chia thanh
hai nhém. M&i nhém duoc cho ding DMSO va peptit theo vi du 1 (0,5 mM/ca thé)
theo duong tiém tai chd vao dia démn. Thoi diém tiém d6i v6i mdi nhém 13 4 tudn sau
khi xay ra thodi héa dia dém va 2 tun sau d6. Sau khi tiém lan thir hai, cac dong vat
14n luot dugce thirc tinh vao 2, 4, va 8 tudn. O cac tudn 4, 6, va 10 sau khi tiém 1dn thi
nhit ctia mdi nhém dung peptit theo vi du 1 va DMSO, cic mé dia dém tuong Ung
duoc tach ra va phﬁn nhan nhéy va sgi boc ngoai dia dém duogc tach ra va cho vao 6ng,
sau d6 dong kho trong nito 16ng va duge bao quin & may uép lanh nhiét d6 rit thip pir
70°C.
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Toan b¢ ARN dugc phén 1ap tr mo dia d€m dugc bao quan va dong lanh nhanh
sit dung héa chit Trizol (Invitrogen). cDNA dugc tdng hop st dung toan bo RNA
phén lap duoc (2 pg), oligo dT va Transcriptaze MMLV-ngugc (Invitrogen).

Khdi luong cia mRNA ctia GAPDH va aggrecan dugc xac dinh bing Prism
7900HT (ABI) sir dung PowerSYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems
Inc.). 25 ng cDNA, 3 pl Primer 10 pM s, va 2X PowerSYBR Green PCR Master Mix
duoc tron 13n dé tao ra toan bd thé tich 1a 10ul. PCR thoi gian thuc dugc thuc hién
dudi cac didu kién phan mg sau ddy: gy ra hoat tinh enzym & nhiét do 50°C trong
thoi gian 2 phit va & nhiét d§ 95°C trong thoi gian 10 phut, va sau d6 thuc hién 45 chu
ky phan tmg v&i mdi chu ky gdm c6 phan tmg & nhiét d6 95°C trong 15 gidy va phan
trng & nhiét d6 60°C trong thoi gian 1 phat, va sau d6 do gia tri ngudng (CT) ctia mdi
chu ky. GAPDH dugc lya chon 1a gen tham khéo, va d6 chénh 1éch gia tri CT (ACT)
gitta gen tham khdo va gen aggrecan duoc tinh toan. Ngoai ra, d§ chénh 1&ch gia tri CT
(AACT)' gitta dia dém binh thuong va dia dém dung peptit theo vi du 1 (hodc dia dém
diing DMSO) dugc tinh toan. Sau d6, 27@4CD dugc tinh toan va duoc bidu hién la ty 18

phan trdm cn xudng vai gia tri cuia dia dém binh thuong.

Céc két qua ciia PCR thoi gian thuc dwoc cho trén Fig.2. Fig.2 1a dd thi thé hién
cac mirc d6 bidu hién gen aggrecan theo thoi gian cua nhém c6 dia d€m dung DMSO
va nhém c6 dia dém dung peptit theo vi du 1 trong mé hinh thoai héa dia dém, so sanh
v6i nhém cé dia dém binh thuong lam dbi chimg. Nhu duoc thé hién trong d6 thi &
trén, c6 thé théy réng & tudn 4, nhém mo dia dém dung peptit theo vi du 1 trc ché su
ting biéu hién gen aggrecan so v6i nhém mé dia dém dung DMSO. O céc tudn 6 va
10, nhém mé dia dém dung peptit theo vi du 1 trc ché mirc biéu hién aggrecan tuong tu
nhém mé dia d&m dung DMSO. Vi peptit theo vi du 1 chi duoc ding & cac tudn 0 va 2
va sau d6 cac dong vat khong dung thém nita, nén c6 thé phat biéu ring sy ting biéu
hién gen aggrecan & tudn 4 thu dwoc nho hiéu lyc cia peptit theo vi du 1, ma tuy
nhién, khong duy tri1 sy biéu hién gen aggrecan & cac tudn 6 va 10. Tir cac két qua nay,
c6 thé nhan thiy rang peptit theo sdng ché thé hién hiéu qua tai tao dia dém bang cach
tang su biéu hién gen clia aggrecan, hgp phan gian bao bidu hién cin thiét cho sy tai
tao dia dém trong mé dia dém, va thoi han biéu hién gen aggrecan ning cao tac dung
ctia peptit khong qua dai d& nho d6 c6 thé loai trir cic tac dung phu c6 thé do su tdng

qua muc biéu hién gen aggrecan.

-14-



24510

Vi du 4: Xdc nhén sw irc ché phdt tin hiéu TGF-beta 1

Su trc ché phat tin hi€u TGF-beta 1 nho peptit theo vi du 1 duoc xac nhin theo
phuong phap thir nghi€ém sau day:

Viée xtr Iy cac té bao HepG2 voi TGF-betalduge biét 1a gy ra co chét gay chét
té bao theo chwong trinh, trong sudt thoi gian d6 Smad2 duoc phosphorylat héa diu
tién (Park TJ. et al., Mol Carcinog. 47:784-796, 2008; va Gressner AM. et al., J
Hepatol . 26:1079-1092, 1997). Sit dung cac tinh chat nady, thir nghiém dugc thuc hién
nhu sau: 1x10 t& bao HepG2 (ATCC; B6 suu tap ching gidng gbc Hoa Ky -American
Type Culture Collection) dugc két hat trong dia 60 mm, dé én dinh qua dém va sau d6
dugc 1am tiéu dich cic dudng chit bing moi truong khong c6 huyét thanh (SFM)
trong thoi gian 24 gio. Trudce khi xir ly céc t& bao véi peptit theo vi du 1, 5 ng/mL
TGF-beta 1 (PromoKine, Germany) va peptit néu trén (1, 5, va 25 uM) duge cho trai
qua budc 1 so bd & 37°C trong 1 gio. Ngoai ra, DMSO (2 pl/mL) ciing duoc 1 so bd
v6i TGF-beta 1 (5 ng/mL) & nhiét do 37°C trong 1 gio. Sau dé cac té bao duge xir ly
v6i cac dung dich 1 so bd trong 30 phut, sau d6 chiét tach céac protein. Ngoai ra, cac té
bao dugc xit Iy truée chi v6i 10uM SB431542 (TOCRIS, USA), chét tc ché thy thé
TGF-beta, sau d6 1 trong 1 giod, va sau d6 dugce xit ly voi TGF-beta 1 (5 ng/mL) trong
thoi gian 30 phit. Sau d6, cic té bao duge ddng nhét trén nuée dé trong dung dich dém
phan tich thir nghiém két ttia min dich phéng xa (Radioimmunoprecipitation assay -
RIPA) (Millipore) { Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM, axit deoxycholic
0,25%, NP-40 1%, axit etylen diamin tetraaxetic (EDTA) 1mM, phenylmetylsulfonyl
florid (PMSF) 1 mM, NaF 40mM, Na3VOs 1mM, dithiothreitol (DTT) 1mM}. Chét
ddng nhat dugc tan siéu 4m nim 14n sir dung may tan siéu Aam BRANSON SONIFIER
450 v&i mire diu khién tin hidu ra 2,56, do rong xung (Duty cycle) (%) 20, va dinh
thoi 6. Dich thiy phén € bao dugc ly tim & nhiét do 4°C va tbe do 12.000 vong/phut
trong thoi gian 10 phit, va phan dich ndi dwoc sir dung dé phan tich thAm tach
Western. Nong d6 protein dwoc xét nghiém sir dung phuong phép Bradford. 30 pg
protein dugc thém vao mau dung dich dém SDS chua 2-mercaptoetanol. Sau khi dé
yén & nhiét do 95°C trong 5 phut, chiét phan doan dugc thuc hién béi phép dién di
10% SDS-PAGE (Dién di trén polyacrylamit gel v6i sy c¢6 mat cia SDS (sodium
dodecyl sulfate)), sau d6 thim tach Western. D6i véi phan tich thim tach Western,

protein tach duge duge chuyén 1én mang nitrocellulozo (Bio-Rad Lab), va duoc khoa
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v0i sita tach bo 5% trong PBS-T, sau d6 phan tmg véi dung dich pha lodng 1:3000 cia
khang thé chinh trong sita tach bo 5% trong PBS-T, & nhiét d6 4°C dé qua dém. Tiép
theo, mang duoc rira ba lan voi PBS-T trong thoi gian 5 phut, duge xit ly véi dung
dich pha loding 1:5000 ctia khang thé phu khang lai thé duoc tiép hop véi peroxidaza
cai ngya (horseradish peroxidase - HRP) (Bio- Rad Lab, 1706515) trong sita tach bo
5% trong PBS-T & nhiét d phong trong thoi gian 1 gio, va duoc phat trién mau st
dung ECL (Amersham Pharmacia). Do Smad 2 dugc phosphorylat héa dau tién ddng
thoi véi viée lien két TGF-beta 1 vé6i thy thd TGF-beta, khang thé phospho-Smad2
(ser465/467) (Cell Signaling, 3101, 8) c6 kha ning phat hién Smad2 da phosphorylat
héa duoc st dung Smad2 1am khang thé chinh.

Céc két qua dugc thé hién trén Fig.3. Fig.3 minh hoa cic két qua thim tach
Western (dai 1: cac t& bao HepG2 chua duge xir ly, dai 2: cac té bao duogc xir ly vai
TGF-betal, dai 3: cac té bao duoc xtr Iy voi TGF-betal/SB431542, cac dai 4, 5 va 6:
céac t€ bao 1an lugt duge xit Iy véi peptit/TGF-beta 1 1, 5, va 25 pM, va dai T: céc té
bao dugc xir ly voi TGF- betal/DMSO). Trén Fig. 3, ddu '+ thé hién céc t& bao duogc
xir 1y v6i chat xir ly, va ' thé hién khong dugce xit Iy v6i chét xir 1y. Phin dusi cua
Fig.3 minh hoa cic két qua nhuém mau Xanh Coomassie ctia mang dugc su dung

trong tham tich Western, thé hién luong protein giéng nhau trong At ca céc dai.

Nhu duge thé hién trén Fig.3, c6 thé quan sat thay dai 1 thé hién sy phosphorylat
héa protein tach tir cac t& bao HepG2 chua dugc xir ly 1a rat it, trong khi d6 dai 2 thé
hién su phosphorylat héa protein bang TGF- betal dang ké. Ngoai ra, c6 thé quan sat
thAy dai 3 thé hién wc ché sy phosphorylat héa hoan toan béi SB431542. N6 ciing
dugc x4c nhan ring d6 phosphorylat héa cua protein dugc gidm xudng theo cach phy
thude lidu dung, khi peptit theo vi du 1 dugc xit Iy & ndng do 1an Iugt 1a 1 pM, 5 pM,
va 25 uM. Dai 7 duge xtt Iy véi DMSO thé hién so luoc twong tw nhu xir ly v&i TGF-
beta 1.

Tir céc két qua nay, co6 thé thdy ring do peptit theo sang ché thé hién sy tc ché
phu thudc lidu dung cia sy phat tin hiéu TGF-beta 1, cic bénh c6 thé chita dugc nho
sw tc ché phat tin hiéu TGF-beta 1 néu trén, tic 13, xo héa céc co quan trong co thé,
bénh ung thu, va/hodc bénh xo cing tiéu clu than co thé duoc diéu tri (Prud'homme
GJ, Lab Invest 87:1077-1091, 2007). Ngoai ra, c6 thé thiy ring peptit theo vi du 1
khong hoan toan tic ché su phat tin hiéu TGF-beta 1 khong gidng SB431542. Do su
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phat tin hiéu TGF-beta 1 14 co ché diéu chinh quan trong trong co thé ngudi, nén sy e
ché hoan toan sy phat tin hidu TGF-beta 1, nhu bai SB431542, ¢6 thé din dén céc tac
dung phu. Tuy nhién, peptit theo sing ché 1am gidm sy phat tin hiéu GF-beta 1 theo
cach phu thude liéu ding, nén ndng do peptit c6 thé duoc didu chinh thuan tién dé nho
d6 c6 thé gidm céc tac dung phu khi sir dung dé diéu tri cAc bénh lién quan.
Kha néng Umg dung trong cdng nghiép

Peptit theo sang ché hoic hodc mudi duge dung ctia peptit d6 c6 tac dung diéu tri
va/hodc phong ngua cidc bénh thodi héa dia dém, xo hoéa cic co quan trong co thé,
bénh ung thu, va/hoic xo cing tiéu ciu than, va cb tac dung tic ché su phat tin hidu
TGF-beta 1, va do d6 c6 kha néng 4p dung cong nghiép.
Hiéu qui dat dwoc ciia sing ché

Peptit theo sang ché hodc thé bién di hodc mudi duge dung cta peptit d6 c6 hiéu
qua trong diéu trj va/hoic phong ngira cac bénh thoai héa dia dém, bénh xo hda cic co
quan trong co thé, ung thu, va/hodc xo cimg tiéu cAu than, va c6 hicu qua tic ché sy

phat tin hiéu TGF-beta 1.
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YREU CAU BAO HO
1. Peptit chi chita trinh ty axit amin c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.1 hoic mudi
duoc dung cua peptit nay.

2. Ché pham, trong d6 ché phdm nay chira peptit hoic mudi dugc dung cuta peptit theo
diém 1 dung dé diéu tri va phong ngira bénh thodi héa dia dém hoic diéu tri bénh xo

héa céc co quan trong co thé, bénh ung thw, hoic bénh xo cung tiéu cau than.
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FIG.1
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