TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

NGHIEN Cl’U TAC DUNG KiCH THICH MIEN DICH
CUA IMUGLUCAN TREN PONG VAT THUC NGHIEM
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Nghién ctru duoc tién hanh nhdm danh gia tac dung kich thich mién dich cta Imuglucan trén déng vét bi gay
suy gidm mién dich béng cyclophosphamid (CY). Chuét nhét duroc chia ngédu nhién vao 516, méilé 10 con: 16 chirng
sinh hoc, 16 mé hinh, 16 chiing duong (levamisol), Imuglucan liéu 153,6 mg/kg/ngay va Imuglucan liéu 307,2 mg/
kg/ngay. Chuét nhat duoc tiém mang bung CY liéu 200 mg/kg dé géy suy giam mién dich. Céac chi sb danh gié
gdm c6 trong lurong lach va tuyén e tuong dbi, sb luong bach cdu chung & mau ngoai vi, phan tng bi véi khang
nguyén OA, nbng dé IL-2, TNF-a, IgG & mau ngoai vi va gidi phdu bénh vi thé lach va tuyén trc. Két qué cho thay
Imuglucan liéu 307,2 mg/kg/ngay cé tac dung kich thich mién dich ré rét; trong khi dé, Imuglucan liéu 153,6 mg/kg/
ngay chicé xu huéng thé hién tac dung kich thich mién dich trén chudt nhattrdng bi gay suy giam mién dich bang CY.

Tir khéa: Imuglucan, kich thich mién dich, suy giam mién dich, cyclophosphamid, chuét nhat.

I. DAT VAN BE

Mién dich hoc dang la mét trong nhirng linh
virc phat trién manh mé va cé nhiéu trién vong
clla nganh cong nghé y sinh hoc. M6t huédng
nghién ctru quan trong va cap thiét cia mién
dich la céac van dé lien quan dén phong ngira va
diéu tri réi loan chirc ndng mién dich: cac bénh
ly suy gidm mién dich nhw viém man tinh, ung
thw...; cac bénh ly do tang dap (ng mién dich
qua mirc nhw bénh tw mién, bénh hé ’(hc"')ng...1
Vi vay, diéu bién mién dich nhdm khéi phuc
lai sy can béng ctia hé mién dich dang la muc
tiéu cha cac thudc va hoa chét hién nay. Cac
chét diéu bién mién dich dwoc goi 1a chét kich
thich mién dich khi lam tang cwéng hoat dong
chlrc nang clia cac t& bao mién dich va nguoc
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lai, néu lam suy giam hé mién dich cla co thé
duoc goi la chat tre ché mién dich.?

Dwa vao ngudn gdc, cac chét kich thich mién
dich dwoc chia thanh nhiéu loai nhuw cytokin tai
t& hop (interleukin-2, cac interferon...), cac chat
kich thich mién dich c6 ngudn gbc héa chét
(nhw levamisol, imuthiol), ngudn géc vi sinh vat
(nhw vaccin BCG) hay cac chéat c6 ngudn gbc tiv
thwe vat (Ha kho thdo, Hoang bi, Nhau...).? Viéc
st dung cac chat kich thich mién dich cé nguén
gbc hoéa hoc, duwoc tdng hop hodc ban tdng hop
dem lai hiéu qua cao trong lam sang phong va
didu tri bénh ciing nhw trong cac nghién ctru in
vitro, in vivo. Cac thudc diéu bién mién dich cé
ngudn gdc héa hoc thwdng cé nhidu tac dung
khéng mong muén, cac cytokin cé chi phi cao
trong qua trinh diéu tri.* Cac chat c6 ngudn gbc
tw nhién cé wu diém hon vé gia thanh ciing nhw
an toan hon cho nguwoi st dung. M6t sb lwong
lén dwoc liéu va cac chat phan lap da duoc
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chirng minh la c6 tac dung kich thich dap tng
mién dich.5

Imuglucan la mét ché pham dwoc chiét xuat
cha yéu tr beta-1,3/1,6-D-glucan. Beta-1,3/1,6-
D-glucan la chat cé ngudn gébc tr thanh cua té
bao ndm, da dwoc chirng minh trong nhiéu y
van vé tac dung kich thich mién dich;®¢7 tuy
nhién, cho dén nay, tai Viét Nam chwa c6 céng
trinh nghién cru danh gia vé tac dung trén
mién dich cla beta-1,3/1,6-D-glucan. Vi vay,
chung téi tién hanh nghién ctu nham danh gia
tac dung kich thich mién dich cta Imuglucan
trén chudt nhét trang bi gay suy gidm mién dich
bang cyclophosphamid (CY).
Il. DOl TVQNG VA PHUONG PHAP
1. Péi twong

Chudt nhét trdng ching Swiss, thuan chiing,
ca 2 gibng do Vién Vé sinh dich t& Trung wong
cung cap. Chudt dwoc nudi trong diéu kién day
dd thire an va nuwdc udng tai phong thi nghiém
B6 mén Dweoc ly, Trwong DPai hoc Y Ha Nbi tw
7 ngay trwdc khi nghién ciru va trong subt thoi
gian nghién ctru.
2. Phwong phap

Thuéc nghién ctru

Imuglucan: dang vién, san phadm cta Céng
ty C6 phan Cong nghé Hoa sinh Viét Nam. Sb
16 s&n xuét 010321, ngay san xuat 01/03/2021,
han st dung 01/03/2024.

Thanh phan: méi vién chivra 160 mg Beta-
1,3/1,6-D-Glucan.

Liéu dung dw kién trén nguoi: trén nguoi
I&n, ubng méi lan 1-2 vién, ngay 2 lan.

Héa chat va dung cu xét nghiém

Cyclophosphamid (Endoxan) dang thudc bét
cla hang Baxter, Birc. Levamisol (Tetramisole
hydrocloride) dang thubc bét ctia hang Sigma,
Blrc. Kit dinh lwgng IL-2, TNF-a va IgG cla
hang Cloud-Clone, Houston, My. Hoa chét va

may huyét hoc tw dong Exigo-VET cua hang
Exigo, Thuy Dién.

Tiém mang bung cyclophosphamid, liéu duy
nhat 200 mg/kg thé trong dé gay suy giam mién
dich trén chudt nhat trang.

Chudt dwoc chia ng4u nhién thanh 5 16:

-L6 1 (n = 10) (Chirng sinh hoc): ubng nwéc
cét hang ngay.

-L6 2 (n =10) (M6 hinh): tiém CY va uéng
nwéc cat hang ngay.

- L6 3 (n =10) (Chirng dwong): tiém CY va
udng levamisol liéu 100 mg/kg.

- L6 4 (n = 10) (Imuglucan liéu 153,6 mg/kg/
ngay): tiém CY va udng Imuglucan liéu 153,6
mg/kg/ngay (twong dwong véi liéu dy kién diéu
tri trén 1am sang, hé sb ngoai suy la 12).

- L& 5 (n = 10) (Imuglucan liéu 307,2 mg/kg/
ngay): tiém CY va udng Imuglucan liéu 307,2
mg/kg/ngay (gap 2 1an liéu dw kién diéu tri trén
|&m sang).

Levamisol va thubc th&r dwoc pha mdi ngay
véi dung méi la nuwéc cat. Chudt bat dau duoc
ubng nwoc cét, levamisol va thubc ther bang
kim dau tu lién tuc tr ngay thr 1 dén ngay thir
7. Ngay th¢ 4 cda mé hinh, tiém mang bung
cyclophosphamid liéu 200 mg/kg & cac 16 2, 3,
4 vab.

Xét nghiém chirc nang mién dich gém c6:

- Trong lwong lach, tuyén Gc twong dbi:
duwoc do bang ty 1é trong lwong cac co quan
nay so v&i trong lwgng cla tirng chuét twong
ng.

- Xét nghiém vi thé lach va tuyén Grc: dwoc
tién hanh tai Trung tdm nghién ctru va chan
doan sém Ung thw, do PGS.TS. Lé Binh Roanh
doc va nhan dinh két qua.

- S6 lwong bach ciu chung: dinh lwong
bang may huyét hoc tw dong Exigo-VET.

- Phan tng bi v&i khang nguyén OA: dugc

44

TCNCYH 167 (6) - 2023



tinh bang hiéu sb chénh léch bé day gan ban
chéan chudt 2 bén sau khi tiém OA vao gan ban
chan phai cta chuét.

- Binh lwgng IL-2, TNF-a va IgG & mau
ngoai vi bang phuong phéap ELISA.

lll. KET QUA

TAP CHi NGHIEN CUU Y HOC
X ly sé liéu
Sé liéu dwoc xtr ly bang phan mém Microsoft

Excel 2010, kiém dinh theo test T-test Student.
Két qua duoc trinh bay dwéi dang X + SD.

1. Anh hwéng cua Imuglucan Ién tinh trang chung caa hé mién dich
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Chirng sinh M6 hinh Levamisol Imuglucan Imuglucan
hoc = Lach Tuyén te 153,6 mg/kg 307,2 mg/kg

Biéu d6 1. Anh hwéng ctia Imuglucan lén trong Iwong lach va tuyén e twong doi

Cha thich: *,**,***: Khac biét so v&i 16 chiing sinh hoc véip < 0,05; p < 0,01 va p < 0,001

Két qua & biéu dd 1 cho thay: O’ 16 mé hinh,
trong lwong tuyén Gc twong dbi (TLTUTD) va
trong lwong lach twong déi (TLLTD) giam rd
rét so voi 16 chirng sinh hoc (p < 0,001 va p <
0,01). Imuglucan liéu 153,6 mg/kg/ngay khong
lam thay déi c6 y nghia thdng ké trong luvong
tuyén e twong ddi va trong lvong lach twong
ddi so v&i 16 mé hinh. Imuglucan liéu 307,2 mg/
kg/ngay co6 xu hwéng lam tang trong lvong lach
twong ddi, tuy nhién, miec liéu nay khéng lam

thay déi c6 y nghia théng ké trong lwong tuyén
trc twong dbi so véi 16 mé hinh (p > 0,05).

Céu truc vi thé cua ldch va tuyén tec

O 16 md hinh, sb lwong lympho bao, kich
thuwoc lach va tuyén (e gidm rd rét so voi 16
chirng sinh hoc. Imuglucan ca 2 liéu déu giup
cai thién ré rét tdn thwong cuda lach va tuyén
&c gay ra do CY so v&i 16 mé hinh (Anh 1 va
Anh 2).
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Hinh 2. Hinh anh vi thé tuyén rc (HE x 40)

Chu thich: IMG: Imuglucan.

S6 Iwong bach cau

3.5 -
4 3.
e
> 25 -
v(g
g 2
S 15 sk
()] 1 4
c
5
3 05 -
® 0

Chirng sinh M6 hinh Levamisol  Imuglucan Imuglucan
hoc 153,6 mg/kg 307,2 mg/kg

Biéu dé 2. Anh hwéng ctia Imuglucan sé lwong bach cau

Cha thich: ***: Khac biét so vd&i 16 ching sinh hoc véi p < 0,001

Két qua & bidu dd 2 cho thay: O' 16 mé hinh, O ca 2 16 dung Imuglucan, sé lwgng bach ciu
tbng sé lwong bach cau trong mau ngoai vi khong cé sw khac biét cé y nghia théng ké so
giam rd rét so v6i 16 chirng sinh hoc (p < 0,001). v&i 16 mé hinh (p > 0,05).
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2. Anh hwéng ctia Imuglucan lén dap trng mién dich dic hiéu
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Chirng sinh M6 hinh Levamisol Imuglucan Imuglucan
hoc 153,6 mg/kg 307,2 mg/kg

Biéu doé 3. Anh hwéng ctia Imuglucan dén phan trng bi véi khang nguyén OA

Cha thich: *: Khac biét so véi Chirng sinh hoc véi p < 0,05
Aa8: Khac biét so véi M6 hinh véip < 0,05 va p <0,01

Két qua & bidu dd 3 cho thay: Phan (ng bi tdng cé y nghia théng ké so véi 16 mé hinh
bi v&i khang nguyén OA & 16 md hinh cé xu v&i p < 0,05. L6 ubng Imuglucan liéu 307,2 mg/
hwéng gidm so véi 16 chirng sinh hoc. L6 ubng kg/ngay cé phan rng bi tang rd rét so v&i |6 mo

Imuglucan liéu 153,6 mg/kg/ngay c6 phan tng hinh v&ip < 0,01.

Dinh Iwong cdc cytokin va khang thé trong mau ngoai vi

Bang 1. Anh hwéng ctia Imuglucan 1én ndng dé mét sé cytokin (IL-2 va TNF-a)
va khang thé IgG trong mau ngoai vi

Lo Nong do IL-2 Nong dé TNF-a Nong dé IgG
(pg/mL) (pg/mL) (mg/mL)
L6 1 (CSH) 55,18 + 22,11 14,56 + 5,11 98,30 + 24,83
L6 2 (M6 hinh) 8,18 £ 4,01*** 12,20 + 4,67 49,77 £ 17, 11***
L6 3 (levamisol) 12,91 £ 5,78*** 13,80 + 5,59 45,07 + 15,34***
Lo4 6,05 + 3,56*** 11,65 £ 3,88 40,71 + 20,26 ***
(Imuglucan 153,6 mg/kg/ngay)
LoS 15,89 + 6,65***A4 17,51 £ 9,16 59,11 + 24,07**

(Imuglucan 307,2 mg/kg/ngay)

Cha thich: *,**,***: Khac biét so v&i 16 chiing sinh hoc véip < 0,05; p < 0,01 va p < 0,001

A BA: Khac biét so v&i 16 mé hinh véi p < 0,05 va p < 0,01
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Két qua & bang 1 cho thay: O’ 16 mé hinh,
CY lam gidm rd rét néng do IL-2 (p < 0,001), xu
hwéng gidm ndng dd TNF-a (p > 0,05) va lam
gidm rd rét ndng do IgG (p < 0,001) trong mau
ngoai vi so v&i 16 chirng sinh hoc.

Imuglucan liéu 153,6 mg/kg/ngay khéng
lam thay ddi cé y nghia théng ké ndng do IL-2,
TNF-a va 1gG so v&i 16 md hinh.

Imuglucan lidu 307,2 mg/kg/ngay lam tang
ré rét nébng dd IL-2 (p < 0,01), c6 xu hwéng lam
tang ndng dd TNF-a va ndng do IgG trong mau
ngoai vi so v&i 16 moé hinh (p > 0,05).

IV. BAN LUAN

Pa sb cac chat kich thich mién dich thé
hién rd tac dung trén hé théng mién dich bj tén
thwong hon Ia hé mién dich binh thuwéng. Vi
vay, dé nghién clru tac dung kich thich mién
dich clia mét chat, nguoi ta thwdng tién hanh
nghién ctu trén hé mién dich da bi suy yéu.*

Cyclophosphamid (CY) la mét tac nhan alkyl
hoa kim t& bao. CY trc ché sy phan chia cla tat
ca cac té bao dang téng sinh (d3c biét 1a cac té
bao cla tly xwong), do do, trén mién dich, CY
gay suy gidm ca dap ng mién dich dich thé
va mién dich qua trung gian t& bao.® Do vay,
chung t6i st dung CY lam chét gay suy gidm
mién dich trén chudt nhat tréng.

Levamisol 1a thuéc kich thich mi&n dich tac
dong trén ca mién dich dich thé va mién dich
qua trung gian té bao, trong dé dap (rng mién
dich qua trung gian té bao la muc tiéu cha yéu
ctia levamisol. Levamisol liéu 100 mg/kg duoc
nhiéu tac gid nghién ctu va chirng minh hiéu
qua kich thich mién dich ro rét.°

Lach 1a mét td chic lympho ngoai vi I&n,
la noi trd ngu ctia cac lympho bao (chi yéu la
lympho bao B) va dai thyc bao. Pay ciing la
noi tap trung khang nguyén, nhat 1a cac khang
nguyén vao co thé bang duwdng mau. Sau khi
xam nhap va dwgc dai thye bao xtr ly, khang

nguyén sé kich thich cac t& bao lympho B tai
lach phan chia, biét héa thanh twong bao va
san xuat khang thé dé loai trir khang nguyén
dé. Tuyén e 1a co quan lympho trung wong,
dam nhiém chirc ndng huén luyén, phan chia
va biét hoa cac té bao lympho T. Té bao lympho
trong tuyén (e 1a tir tiy xwong di cw t6i. Tuyén
(rc da tao moét vi méi trwdng thuan loi dé cac
té bao lympho nay biét héa thanh dong té bao
lympho T.°

Két qua nghién ctru cho thay, & 16 mé hinh,
trong lwong lach twong déi va trong luwong
tuyén (rc twong ddi ctia chudt nhat trang gidm
ré rét so véi 16 chirng sinh hoc (p < 0,001). O
16 dung Imuglucan liéu 153,6 mg/kg/ngay, trong
lwong lach twong dbi va trong lwong tuyén G
twong ddi khéng khac biét so véi 16 mé hinh.
O 16 dung Imuglucan liéu 307,2 mg/kg/ngay,
trong lwong lach twong ddi cé xu hwéng tang
s0 V@i 16 mé hinh, tuy nhién, trong lwong tuyén
rc twong déi khong khac biét so véi 16 mé hinh.
Ngoai ra, & cac 16 dung Imuglucan c6 sy cai
thién ré rét hinh anh vi thé cla lach va tuyén Grc
S0 V@i 16 mo hinh.

S6 lwong bach cau trong mau ngoai vi la
mot chi sé mang tinh dinh lwong, phdn anh ca
dap ng mién dich tw nhién va mién dich dac
hiéu, la chi sé huyét hoc phai duwoc theo dbi
chat ché trén lam sang khi dung CY. Sy thay dbi
sb lwong bach cau trong mau ngoai vi phan anh
tac déng ctia thube 1én té bao gbc tao mau trong
tdy xwong.” Két qua nghién ctu cho thay, &
ca 2 16 dung Imuglucan liéu 153,6 mg/kg/ngay
va liéu 307,2 mg/kg/ngay, sb lwong bach cau
chung khéng khac biét so v&i 16 mé hinh.

Dap (rng mién dich dich thé 1a dap ng do
cac lympho bao B d&@m nhiém. Sau khi nhan
biét khang nguyén, t& bao lympho B sé tang
sinh va biét héa thanh twong bao, bt dau san
xuét ra khang thé. Cac khang thé nay la khang
thé hoa tan, goi mot cach téng quat hon la cac
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globulin mién dich (Immunoglobulin, viét tat la
lg), d@@m dwong chirc nang nhan biét, két hop
d&c hiéu voi khang nguyén dé gay hién twong
tia, ngwng két va hoat héa hé mién dich khong
dac hiéu. Khi cé khang nguyén xam nhap, IgM
xuét hién dau tién, IgG xuét hién mudn hon va
sé thay thé cho IgM." Két qua nghién ctru cla
chung t6i cho thay & 16 mé hinh (chi tiém CY),
CY lam giam r6 rét ndng d6 IgG trong mau ngoai
vi 50 v&i 16 chirng sinh hoc (p < 0,001). ndng dd
IgG trong mau ngoai vi ctia 16 udng Imuglucan
liéu 307,2 mg/kg/ngay cé xu huéng tang so voi
I6 md hinh, trong khi khdng c6 sw khac biét khi
so sanh néng dé IgG gitra 16 ubng Imuglucan
liéu 153,6 mg/kg/ngay va 16 mé hinh.

Bén canh dap &ng mién dich dich thé, dap
¢ng mién dich qua trung gian té bao 1a mot
phuwong thirc dap ng d&c hiéu nham loai triy
khang nguyén, do t& bao lympho T phu trach.™
Ovalbumin (OA) Ia mét protein khang nguyén
hinh cau phtrc tap, phu thudc tuyén (rc. Sau khi
OA duoc xr ly bdi cac té bao trinh dién khang
nguyén, lympho bao T cé thé nhan biét, loai trv
truc tiép OA hodc hd tro té bao lympho B trong
qua trinh biét héa thanh twong bao, tiét khang
thé." Imuglucan ca 2 liéu déu lam tang phan
&ng bi so v&i 16 mé hinh, trong dé, lidu cao thé
hién tac dung rd rét hon so vaéi liéu thap.

Ngoai phan &ng bi v&i khang nguyén OA,
ndng dd cytokin trong mau ciing 1a chi sb quan
trong dé danh gia dap ng mién dich qua trung
gian té bao. Trong nghién clru nay, cytokin trong
mau dwoc Iwa chon la IL-2 va TNF-a." IL-2 Ia
mot cytokin quan trong, khéng thé thiéu trong
dap tng mién dich dac hiéu. IL-2 do Th tiét ra
c6 vai tro kich thich, tao dong thac mién dich
trong co thé. TNF-a con cé nhiéu tac dung sinh
hoc khac trén dap (rng mién dich qua trung gian
té bao nhw diét t& bao mang khang nguyén,
hoat héa qua trinh chét theo chu trinh cta té
bao ndi md, hoat héa dai thwc bao, tham gia

vao qua trinh viém, kich thich sw di chuyén cta
céac t& bao mién dich t&i vi tri viém..."2 Két qua
nghién ctvu cho thay CY lam gidm ndng do IL-2
va TNF-a so vé&i 16 chirng sinh hgc. Imuglucan
lidu 153,6 mg/kg/ngay khong lam thay déi co y
nghfa ca 2 ndng dd IL-2 va TNF-a so v&i 16 md
hinh. Trong khi d6, Imuglucan liéu 307,2 mg/kg/
ngay lam tang rd rét ndng d6 IL-2 va xu hwdng
tang TNF-a so v&i 16 mé hinh.

V. KET LUAN

Imuglucan liéu 153,6 mg/kg/ngay (twong
dwong voi liéu dy kién diéu tri trén Iam sang)
udng lién tuc trong 7 ngay cé xu hwéng tac dung
kich thich mi&n dich trén mé hinh gay suy giam
mién dich cap tinh béng cyclophosphamid théng
qua tang cuéng dap tng mién dich té bao (tang
phan (rng bi v&i khang nguyén OA) va cai thién
tinh trang tén thwong céc co quan lach, tuyén trc
trén hinh anh giai phau bénh vi thé.

Imuglucan liéu 307,2 mg/kg/ngay (gép 2 lan
lidu twong dwong véi liéu dy kién diéu tri trén
lam sang) udng lién tuc trong 7 ngay cé tac dung
kich thich mi&n dich rd rét trén mé hinh gay suy
gidm mién dich cp tinh bang cyclophosphamid
thé hién qua cai thién rd rét dap rng mién dich
té bao, xu huwéng tdng cwong dap (ng mién
dich dich thé va cai thién tinh trang tén thuwong
cac co quan lach, tuyén e trén hinh anh giai
phau bénh vi thé.
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Summary

EVALUATION OF THE IMMUNOSTIMULATORY ACTIVITY
OF IMUGLUCAN IN EXPERIMENTAL ANIMALS

The purpose of this study was to evaluate the immunostimulatory activity of Imuglucan on animals
immunosuppressed by cyclophosphamide (CY). Mice were divided randomly into 5 groups of ten
mice per cage: control, model, positive control (levamisole), Imuglucan at the dose of 153.6 mg/kg/
day, and Imuglucan at the dose of 307.2 mg/kg/day. Immunosuppression in mice was induced by CY
200 mg/kg intraperitoneally. The indexes consisted of relative organ weight, leukocyte counts, OA-
induced paw edema, serum IL-2, TNF-qa, and IgG level and micro-histological images of spleen and
thymus. As a result, Imuglucan at the dose of 307.2 mg/kg/day posed a significantimmunostimulatory
influence; Imuglucan at the dose of 153.6 mg/kg/day, however, only had a tendency to ameliorate the
effects of CY on immunosuppressive mice.

Keywords: Imuglucan, immunostimulatory, immunosuppression, cyclophosphamide, mice.
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