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L0T HOF PAU

Viét Nam c6 nguon duge liéu phong phii va da dang, cé kinh nghiém st dung
cy thuée tir lau doi d€ chita bénh trong y hoc c6 truyén. Hang trédm cdy thudc dé
duge khoa hoc hién dai ching mink vé gid tri chita bénh. Xu huwing di sGu nghién
ciéu xdc minh cdc kinh nghigm cia y hoc c6 truyén va tim kiém cdc hop chdt tu
nhién c6 hoat tinh sinh hoc cao ti duge ligu dé'lam thude ngay cang dude quan tém
@ nudc ta cing nhu trén thé gidi.

Viée thi nghiém tdc dung duge 1y d€ tao ra thude mdi tit nguén duge liéu o
nuwdc ta duge thie hién trén quy mé ngay cang rong lon. Cubn sdch nay gidi thidu
cde phuong phdp nghién ciu duge ly d€ xde dinh cde ché phém va hoat chdt cé cde
hoat tink duge Iy c6 thé sit dung lam thube chita bénh. Phdn lon la nhitng phiong
phdp diuge Iy duge ditng phé bién, doi héi nhiing diéu kién vng dung khéng qud
phite tap cho nhitng két qud chink xdc, ¢6 si tudng quan vdi hiéu qué chita bénh ciia
thudc trén ldm sang. Bén canh viée s& dung dé nghién citu cdc ché phém va hoat
chdt tix duge thdo, cdc phuong phdp ndy ciing c6 thé duge iing dung dé nghién ciu
ede thude téng hap hod hee.

Trong tdt cd cdc chuong trinh nghién citu duge Iy cde thude, cdn 6 su nghién
ctiu ¢é hé théng va dp dung cde phuong phdp nghién citu thich hop, sao cho c6 thé
dé dang phdt hién cdc chét c6 hoat tink ditge Iy, nhén biét va logi b6 cdc chdt khéng
6 hogt tinh. Vi tinh chdt phitc tap ciia hogt tink sinh hoc, khong cé hé théng
phuong phdp thi nghiém nao la hoan hdo, nghia lé c6 thé phdt hién t&t cé cdc ché
phdm va hoat chdt c6 hogt tinh thuc s ma khong phdt hién mot cdch nhédm ldn cde
chdt c6 két qud thi nghiém duong tink nhung khong co tde dung thuc sit va khong
6 hidu qua khi ng dung trén lam sing.

Nguoi nghién citu phdi hiéu biét gid tri cing nhu mdt han ché ciia cde phitong
phdp thiz nghiém va két hgp mét cdeh hop Iy d€ ¢6 su kiém chitng giita cdc phuong
phép va dat cde két qud cé6 d6 chinh xde cao hon.

Trong nghién citu tde dung duge Iy cia thude, 6 ba logi chitong trink nghién
ciéu. Logi chudng trinh nghién ciu don gidn nhdt siz dung mét phuong phdp thi
nghiém, hodc hai phuong phdp titong ty, dé phdt hién cdc chét cé cung mét loai tdc
dung dutge ly. Mot vi du vé logi nghién cizu nay la viée thi nghiém tdc dung ha
duong huyét, do khd ndng lam gidm néng d¢ duimg trong mdu déng vat thi nghiém
cua cdc chdt.

Loai chuong trinh nghién citu thit hai ding nhiéu phuong phdp thi nghitm
nham xdc dinh cde hap chét nao trong mét nhom hop chét cé hoat tinh, va cé nhing
logi hoqt tinh sinh hoc nao. Ching mink hoat tinh ndo la chinh, va nhitng hoat tinh
nao la phu trg. So sdnh hiéu lyc duge Iy ciia chdt thi nghiém vdi cde thuée di biét,
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gitp dé ra quyét dinh vé ndi dung nghién citu tiép theo. Chuong trinh ciing sé ¢6
nhidu muc tiéu thay vi mét muc tiéu duy nhét.

Loai chuwong trinh nghién citu thi ba thuong dude goi la chuong trinh nghién
cttu khong dinh hudng (hay chuong trinh nghién ciu mi). Muc tiéu la tim ra mot
tdic dung sinh hoc nao dé ciia mét nhém chdét mdi va tim ra nhitng linh vie nghién
cttu mdi. Vi khong biét hodc khong du dodn duge mét logi tde dung dd biét, chwong
trinh nghién citu sé tién trién tuy theo mic d6 thong tin ma ngudi nghién eidu thu
thdp ngay cang nhidu vé chét thi nghiém.

Hién nay, viéc nghién ciu tdc dung duge Iy cde thude duge tién hanh phén lon
& cdc phong thi nghiém dude Iy ctia cde vién nghién ciu, cde truong dai hoc, véa mét
s6 eéng ty duge phdm ldn c¢é ddu tu cho nghién cittu khoa hoc, dé tao ra cdc thuéc
chita bénh mdi tiz ngudn nguyén liéu trong nude.

Chiing téi hy vong cudn sdch nay sé gitip ich trong viéc cung cdp tu litu vé
phuong phdp nghién citu duge Iy cho cdc cdan b khoa hoc, cde nghién ciu sinh, sinh
vién y va duge, va cd cho cdn bg trong cdc nganh khdc quan tém dén nghién ciitu
duge Iy phuc vu viée ché tao cde thuée mdi tit nguén nguyén liéu trong nude.

Chiing t6i xin chén thanh cdm on Vién Duge lidu da tao diéu kién cho viéc bién
sogn va xudt bdn cudn sdch nay.

Tuy c6 nhiéu cd gdng trong viéc bién soan, song ciing khéng thé tranh khéi
nhiing thiéu sot, chiing t6i mong nhdin duge nhiéu y kién déng gop quy bdu cia ban
doc, d€'ldn tdi bdn sau duoc bd sung ddy dii va hoan thién hon.

CAc tac gia
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CHUONG 1

MOT SO VAN b CHUNG

GS. Doan Thi Nhu

ﬁ

L NHONG YBU T6 ANH HUONG DEN PAP UNG CUA CO THE
PONG VAT DOT VI THUOC

Hoat tinh duge 1y cua thudc trong thit nghiém trén ddng vat phu thudc vao
nhiéu yé&u t8 thudc bén chét co thé dong vat ho#ic vao nhilng yéu t8 bén ngoii.

1.1. Y&u t6 phu thudc ban chit cd thé ddng vat

D6 nhay cam cla cd thé thay ddi véi tudi. No6i chung nhiing ddng vat non ¢o
d6 nhay cim 16n hon. Nhitng Iidu cn thiét aé gay mot tac dung duge 1y 12 ham s6
ctia trong lugng co thé. Do dé trong thi nghiém, bao gid ngudi ta ciing tinh liéu
ding theo thé trong. Gidi tinh déi khi lam thay d6i hoat tinh cha thudc. Déc tinh
ctia strychnin 16n hon § dong vat cai. Tac dung kich thich ciia morphin manh hon
¢ phu nit.

Hoat tinh cita thudc co thé thay d8i theo loai. Cac y&u t6 di truyén &nh hudng
d&n cac tac dung cha thude ma sy chuyén héa cb thé phu thudc vao sy hign dign cua
mot gen. Viée lya chon loai dong vat ¢ tAm quan trong rét 16n trong nghién citu
dugc ly thuc nghiém. Atropin ¢6 doc tinh thap trén cac lodi dong vat gam nhdm, do
sy hién dién cia mdt esterase trong huyét thanh cha cac dong vat nay. Nicotin giy
lidt tryc ti€p chc hach giao cam cha thd, giy ha huyét ap, trong khi né kich thich
céc hach giao cdm lic ban ddu & chd, géy ting huyét ap. Morphin kich thich hé
thén kinh trung udng cia méo va khi, nhung giy an thdn & ngudi va ché. Cac
glycosid trg tim loai Digitalis va Strophanthus thé hién mdc do tich 1oy cao 6 nguoi
va méo, nhung ¢ mic d tich liy thap hon nhiéu & chudt va thé.
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Viée ding dai han mét s& thudc gdy quen thudc. P& tugng tréd nén ngay cang
kém nhay cam véi thude va dé dat tac dung tuong tuy, cAn phai ting thém lidu.
Ngudgc lai, d6i vdi mét s& thudc, mét s§ ddi tugng 6 hién tugng khong dung nap.
Nhiing liéu thip giy nhiing biu hién manh mé ¢6 thé din téi t& vong. Ché d$ 4n
anh hudng dén hoat tinh cha thudc. Strychnin va cocain thé hién dée tinh I6n hon
trén nhitng dong vat & trang thai nhin déi. Tac dung ciia cée thude 1gi tiéu manh
hon sau khi cho déng vat udng nhidu nuéec v& mudi natri clorid. Sy mét nhoc néi
chung lam téng ddc tinh.

Nhiét dd co thé c6 vai trd thidt y&u d8i vdi tac dung cla méot so thude. Cac
salicylat lam cho nhiét d§ ctia nhiing d6i tugng bi st tré v& mitc binh thuong,
nhung khéng ¢6 tac dung trén d6i tugng binh thudng. Lic bit ddu tac dung,
ether giy kich thich manh hon § d6i tugng sét cao. Thém nita, doc tinh cac thude
thudng téng l&n ciing véi sy ting thin nhiét. Chu ky sinh duc va sy thai nghén ¢
déng vat cai Anh hudng dé&n tac dung cia thudc. Progesteron chi ¢é tac dung sau
khi céc thu thé chiu tac déng ctia estrogen. Oxytocin chi ¢6 tac dung kich thich
trén ti cung vao cudi thoi ky thai nghén.

Bénh tat ¢6 thé lam thay d8i tic dung cia thude. Tde dung clia glucosid trg tim,
khé chitng minh mét cach ddy di & d61 tugng binh thudng, da thé hién ro rang § d6i
tugng suy tim. Cac y&u t& &nh hudng dén chuyén héa cing lam thay déi hoat tinh
ca thude. Nhiing su bién déi chuyén héa c6 thé chuyén dbi cac thude thanh cac
ch&t ¢6 hoat tinh, ho#ic, nguge lai, thanh cac chdt khdng ¢6 hoat tinh dudge 1¥.

1.2. Y&u t& bén ngoai
Dé tao nén nhitng difu kién t& vu vé méi trudng & cAc phong chin nuéi, luu
gii, chim séc dong vat, cdn quan tdm nhitng vin d€ sau day:
o Tiéu chufn héa nhidt d3, 4m do, 4p sudt khong khi, edng sudt va nhijp
chiéu sang cua phong.
¢ Tiéu chufin héa cac kiéu 16ng vA cac d8 trang bi thich hgp dude thigt k& dé
tranh cAc trang thai stress va tai nan khéng mong muén va dé 1am don
gidn hoda cong viéc.
» Dao tao mdt cach co ban cie k¥ thuat vién chin nudi déng vat.
» Tuén tha thuyc hién mét cach ddy dd thdi gian thudn héa d6i véi dong vat
thi nghiém, dic biét sau sy van chuyén.
¢ Tranh tat cd nhiing sy van chuyén khong cin thiét ddng vat téi noi thi
nghiém. Can bd nghién cilu nén di t6i nha chén nudi luu gt ddng vat hon
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12 mang dong vat t6i noi thi nghiém, 48 tranh t6i mic 161 da moi thay déi
v& méi truong.

o Thuc hién nhitng bién phép vé sinh cén thist nhu su khi khuén thich hgp,
quén 40 sach, budng tdm c6 voi guong sen, v.v.

+ Tranh nhitng dnh hudng khéng lién quan t6i thi nghiém, vi du nbu khoi,
tidng 8n, thudc trit sdu (Wilk, 1966).

IL. NGHIEN CUU €O CHE TAC DUNG DUGC LY CUA THUOC

Co ché tac dung cia thudc 12 phén thiét yéu caa duge ly hoe. Trong nghién cliu
co ché tac dung cha thude, trude hét, ngudi ta ¢§ ging xac dinh béan chat cia hé
théng sinh 1y bi anh hudng. Co ché héa sinh sdu sic cta tac dung di dude 1am séng
t6 d6i véi mot s6 thudc.

2.1. Cg ch& chung cia tac dung dugc 1y cla thude

Céc thudc déi khi 12 nhiing chat thay the, nhim sia chita sy thiu c6 tinh chat
ngoai sinh (cac vitamin) hodc néi sinh (cac hormon) vé chc chét thiét y&u. Phén lon
chc thude tac déng dén mot trong nhiing chic néng ginh 1y 18n, hoic kich thich,
hogc Gc ché chitc ning nay. Sau khi quan sat nhiing tac dyng vé dai thé cta thudc,
ngudi ta cf ging xéc dinh hé thong sinh 1§ bi 4nh hudng. Nhu vay, ngudi ta nghién
cdiu tim noi the dung, & vé nao hogic duéi vé néo cta mot thudc giy co giat; ngudi ta
¢6 ging phan biét xem tang huyét ap do co mach hay do tang hiéu suét cla tim. G
miic eda hé thin kinh tu quén, ngudi ta nghién ctu nhitng tac dung trén cac bd
phan tac dong caa sgi ¢d mach mau, trén céc sgi giao cam, trén cac hach. Cac tac
dung cha mdt chat thudng la phic hop ctia nhiing téc dung kich thich va tc ché.
Tham chi d61 khi tac dung kich thich la do dc ché mot tac dung Gc ché.

Trong nghién citu dude 1y, ngudi ta ¢8 ghng lam sang to nhitng tudng téac cla
thudc véi mot chat thién nhién. Mot s& thude c6 tac dung gidng nhy tac dung cha
céic chit thién nhién: cac thudc gidng thdn kinh d6i giao cam va acetylcholin, cic
thudc gidng théin kinh giao cam va noradrenalin, cac thudc thay thé céc hormon.
Mét s6 thude tac ddng trén nhiing tuong tac cia mdt chat thién nhién véi cac bd
phan tac dong, 1am dé dang (hdp lue) ho#c ngin cdn (481 khang) cac tuong tac ndy.

Mot s6 thude cb thé 1am thay d6i chuyén héa cia cac chét thién nhién do téc
dong trén cac enzym cua sy di hoa (cic thudc khang cholinesterase) hoiic cua sy
téng hop (cdc thude dc ché dopadecarboxylase fic ché& dopamin—p-oxydase. Ddi khi,

n

thudc tac déng trén sy di qua cia nhiing tién chat vao bén trong mang cha t& bao

2 PPNC-A
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thuc hién su tdng hdp (cac thicamid e ché iod vio trong tuyén giap; su canh tranh
triethylcholin - cholin). Thudc c6 thé thay thé tién chit trong cdc phén ting tdng hgp
dén t6i tao thanh mot chit trung gian gid (e-methyldopa) hosic mét chit chong
chuyén hoéa.

Thuée ¢6 thé giy giai phéng mot chit thién nhién ti cAc nei du trii, hode ngude
lai ftc ché sy gidi phéng nay. Sy tiéu can chit thién nhién nay c6 thé do su giai
phéng qua mic vugt qua kha ning téng hop, hodc do rdi loan trong dy tri. Mot s§
thufc gidi phéng mét chat sinh hoe tit cac lién két véi protein cia md ho#ic huyét
tugng. Vi dy, hoat tinh cta céc sulfamid gdy ha dudng mau 12 do giat phong
insulin. Cae thudc khang sinh 12 nhitng chét ddc chon loc do tac dung dic hidu giy
rdi loan mét day chuyén chuyén héa cla vi sinh vat.

Mot s6 thude bidu hién tic dung ma khéng duge hdp thu vao co thé. Nhing
thudc nay c¢é thé tac dong mot cach ed hoe nhu thude dung dé thut ria hodc mot s§
thude tdy. M6t 86 thude khac tac dung do mét hién tugng vat ly; vi du, bismuth
carbonat, ¢6 tinh trd v& m#t héa hoc, dinh chit vao niém mac da day - rudt va tao
nén mét mang bao baoc vé&; than hoat hit cac dich va hoi § rudt. Nhitng thude khac
tac déng theo con dudng héa hoc: cde thude &n da két hop véi nude va hay hoai céc
t& bao, tanin ¢6 tac dung lam san do giy két tira protein ciia té& bao.

2.2, Cac thuy thé (receptor)

Tit ngd thu thé chi nhiing vi trf phan ti dic trung clia mét t& bao tac dong,
thudc tac déng trén nhiing vi tri d6 dé gay phan ting dic trung cla t& bao d6i véi
thudc. Phan t thude cé mét s6 nhém héa hoe ¢6 kha ning k&t hop véi thu thé;
mét trong nhiing nhém nay ¢6 kha nang gdy tac dung duge lyc hoc: d6 1a nhém ¢6
hoat tinh. Nhing vi tri khéac cta t& bao ma thudc két hogp, nhung khéng tham gia
vao tac dung duge goi la chat nhan. Nhu vay, acetyleholin két hgp vdi cac thu thé
bdi cac chife ester v amoni bic bdn; nhung chi ¢é chiic sau ndy c¢é kha ning hoat
héa cac thu thé.

Mot s8 thu thé da duge xac dinh 14 nhiing vi tri trén cac enzym: adenylcyclase
d8i véi céc tde dung chuyén héa cia catecholamin, adenosin triphosphatase mang
t8 bao phu thude vao Na* va K* dét véi cac glucosid trg tim va c6 thé véi mot sb
thuée 1gi tiéu. Viée su dung cic chat c ché déc hiéu hosic chat d6i khang cho phép
phén loai cac thy thé. Déi khi cac thu thé d8i vdi mét thude nao d6 chi cé trong mot
loai t& bao; khi dé, thudc gay cée tac dung dic hiéu. Thudng thi cic thu thé duge
phén bd trong nhidu md. Nhu vay, acetylcholin ¢é tac dung trén cic sgi cd tron cla

mach mau, rudt, phé quan, méng mét va trén cic sgi cd tim.

2. PPRC-8
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Mot thudc ¢6 thé tae dong trén nhiéu loai thy thé phan bé trong cing md ho#c
trong cic mé khac nhau. Nhu vay, acetylcholin kich thich cac thu thé cta nhitng sgi
cd tron 1am giin mach, nhiing t& bao hach cia hé than kinh tu quin, cha ban than
kinh - ¢g. Nhiing thu thé nay khong gidng nhau, vi mét s0 chét chi kich thich hodc
chi ttc ché mdt trong cac loai thu thé. Nhu vay muscarin tac ddng trén céc thu thé
cfia nhitng sgi ¢d tron va nicotin tac dong trén cac thy thé cda hach.

Tac dung trén nhing thu thé khac nhau c6 thé din dén cac tac dung trai ngude
nhau. Adrenalin tac déng chi yéu trén nhiing thy thé alpha va gdy co manh; liéu
thip tac dong trén nhitng thu thé beta va gay gidn mach. Trong nhiing thudc gibng
th&n kinh giao cAm gin véi adrenalin, mdt s&, nhu neosynephrin, tic ddng uu tién
trén nhitng thu thé alpha, cac thude khéc, nhu isoprenalin, tac dong uu tién trén
nhiing thu thé beta.

Néu mét chat c6 kha nang két hop vdi nhitng thu thé cia mot thude khac,
nhung khong ¢6 nhom hoat ddng ¢6 kha néng hoat héa cac thu thé nay, thi chat
nay c6 thé tac dong nhu 1a mot chit d6i khang. Nhu vay atropin lam mAat tac dung
caa acetylcholin trén nhiing s¢i ¢d tron duge phén bd hé thén kinh ddi giao cam.
Cac thude tc ché day than kinh tiét adrenalin alpha két hgp véi nhiing thu thé
alpha cia adrenalin va dé lai nhiing tac dung giin mach cua adrenalin trén cac thu
thé beta.

2.3. Co ch& siu sic cha tac dung dugc ly ciia thudc

Téc dung ena thude thé hién cudl cang trén nhiing day chuyén chuyén héa. Tuy
nhién, nhitng thay d8i v8 chuyén héa chiu trach nhigm vé tdc dung duge ly con
chua duge xac dinh mdt cach rd rang trong phan 16n trudng hgp. Mot s6 thudc thay
d8i mét phan (ing men chiu trach nhidm vé sy thoai bi€n cha mdt chit sinh 1§, Su
e ché cholinesterase, 1a enzym gy thay phan acetylcholin, giai thich cho phén l6n
cée tac dung clia eserin va neostigmin.

Tac dung ciia mdt thudc ¢ thé duge giai thich bing sy can thiép caa thude 46
vi0 trong cic day chuyén chuyén héa. Nhiing vitamin tan trong nudc la nhiing yéu
t& c&u thanh nhiing enzym chi yéu d6i véi cac qué trinh chuyén héa. Cac thudc nga
c ché sy hd hap t& bao. Thyroxin lam téng chuyén héa cd ban bing tac dong trén
qua trinh oxy - héa khit giy phosphoryl - héa. Adrenalin lam hoat hoa
phosphorylase va gay su phan hay glycogen.

Mot s6 hormon kich thich sy téng hop acid ribonucleic phu thugc vao acid
desoxyribonucleic va lam téng su téng hop protein. Dé 14 tac dung cua aldosteron,
céc steroid tang ddong hoa, insulin, thyroxin.
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Cac thude co thé 1am thay d8i cac tinh chét cia mang t& bao. Mang t& bao chia
cach hai méi truong cé thanh phéan ion khac nhau. Natri duge gid bén ngoai té bao
do c¢6 tinh thim qua mang yéu va do mdt qua trinh hoat ddng, mdt cai bom, gy sy
trao d6i vdi kali tap trung trong t& biio. Nhu vay tao nén mét dién thé gita bén
ngoai va ban trong t& bao, dién thé& cha mang, gin v6i dién thé cia kali (khoang 80
mV),

Sy kich thich bdi cac chat trung gian kich thich gay khi cyc (g1am tri s6 tuyét
d61 ciia dién thé mang). Khi dién th& nay dat t61 mot tri 6 nao d6, tinh tham 46 véi
natri ting lén dot ngét va dién thé tac dong duge tao nén, ma dinh gin véi dién thé
c4n bing cla natri tang 1én ddt ngdt va dién thé tac ddng duge tao nén, ma dinh
gin voi dién thé can bing clia natri va quéa trinh két thic do tac déng chia mdt hién
tugng khi hoat tinh d6) véi su téng tinh thdm véi natri. Dién thé tac ddng giam do
su tdng tinh thdm cha mang d8i v6i ion kali. Trong giai doan phuc héi, hoat tinh
chuyén hoéa, nhd vao ning luong duge cung cdp bdi sy thiy phan adenosin
triphosphat, do sy can thiép cla adenosin triphosphatase 8 mang, diy natri ra
ngoai t& bao va d8i 18y ion kali vao trong t& bao.

Sy tc ché duge thyce hién do su tdng phén cyc cha mang, lam mat cac dién thé
kich thich khong lan truyén. Cac thudc ¢6 thé gin két vdi thu thé & mang, giy tac
dung gidng chat trung gian hodc e ché né. Thude ciing cé thé 1am thay ddi tinh tham
clia mang véi natri, hosic 1am gidm, ho#ic lam ting. Thudc ¢ thé Gc ché sy trao ddi
tich cyc Na’ — K* qua mang, vi du biing cach tic ché& adenosin triphosphatase ¢ mang
nhu céce glucosid trg tim. Nhiing tic dung trén mang nay rit quan trong dé giai thich
¢ ché tac dung dugce 1y ctia nhiéu thudc.

MBbét nucleotid dic biét, chat 3' - 5' - adenosin monophosphat vong, dude tao nén
do tac dong caa adenylcyclase 6 vai trd quan trong trong viéc gy nén nhiéu phan
ung (Schmitt, 1970),

III. THUOC GAY ME DUNG CHO DPONG VAT THI NGHIEM

3.1. Cac thudc thudng duge dung dé gay mé dong vat thi nghiém
Cloral hydrat: giy mdt gidc ngt yén tinh tit 5 d6n 8 gi6, ma khong fc ché cac
phan xa.

Cloralose. 1a két hop cia cloral va a-glucose, gy gifc ng, 1am ting cdc phan
xa tuy.
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Urethan c6 tac dung gy ngit ma khéng anh hudng dén hé hip, tuiin hoan va
cAc phan xa.

Cdc thudc barbituric tao thanh mét nhom thude gy nga ¢6 tac dung tuong
ty, chi khae nhau & thoi gian cam ing va thoi gian kéo dai tac dung. Cac thude hay
duge dimg la: pentobarbital, thiopenthal, vd duge ding it hon la amobarbital,
aprobarbital. Cac thude nay gdy mét gidc ng yén tinh. Véi li€u cao hon, c6 tac dung
giy mé, 1am mat tri giac va cac phan xa, lam gidm truong hyc ed.

Cdc thudc giy mé bay hoi duge ding 13 ether va cloroform. Cac thudc nay 1a
nhiing chat khéng chuyén hoa va duge thai trit nhanh. Mudn ¢6 tac dung, thudc
phai dat duge mét ap suét hoi thich hgp d hé than kinh trung uong.

3.2. Thudc gy mé dung cho cic loai dong vit thi nghiém khac nhau
Chuét nhdt trdng

Chuét nhdt trdng duge gay mé bing cach dit trong lo miéng rong trong dé
¢6 miéng béng thim day ether ho#c cloroform, ho#c bing cach dit trudc mii
chudt nhét trdng dude budc chit vao ban phiu thuat mét miéng béng th&m
diy ether. Cac phuong phap gay mé khac la tiém vao mang bung cloral hydrat
0,36 g/kg thé trong; hofc tiém dudi da urethan 0,1 g/100 g thé trong (1 ml dung
dich urethan 10% trong nudc cho 100 g thé trong); hoyc tiém dudi da
amobarbital natri 0,062 g/kg thé trong.

Chuét c6ng trdng

Trong nhidu phiu thuat, chugt céng tring c6 thé duge gdy mé bang tiém dudi
da 0,5 d&n 0,7 ml dung dich 25% urethan trong nude cho 100 g thé trong (khoéng
175 mg cho 100 g thé trong). Chudt cong tring con ¢6 thé duge giy mé vdi ether
ho#c cloroform trong binh miéng réng ho#c dudi mot cai phé&u, hoic bing cAch dat
trude mii chuét mdt miéng bong, dat trong mot cai cde nhd, thadm ddy ether; hodc
bing cach tiém vio mang bung cloral hydrat 0,36/kg thé trong; hogc bang cach tiém
duéi da amobarbital natri 0,08 - 0,10 g/kg thé trong.

Chuét lang

Chuét lang dugc giy mé biing cach cho nghi ether; hofic tiém dudida 1,0-12¢g
urethan cho 1 kg thé trong.

Tho

Thé c6 thé duge gy mé bing cch cho ngui ether; hodc bing cloral hydrat vdi
lidu 0,7 - 0,8/kg tiém dudi da hosic 0,25 g/kg tiém vao mang bung; hodc bing
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urethan 1,0 - 1,2 g/kg tiém dudi da; ho#ic bing barbital natri 0,225 g/kg tiém tinh
mach (trong dung dich 10%) ho#c 0,20 g/kg (trong dung dich 1%) tiém méang bung;
hoiic bing cloralose 0,10 g/kg tiém tinh mach.

Méo

Méo ¢6 thé duse giy mé bing cho ngiti ether (dudi chudng thiy tinh va sau dé,
trong thi nghiém c&p tinh, trong khi quan); hoic bing cloral hydrat tiém dudi da
0,35 g/kg (5 ml dung dich 7% cho 1kg); hodc bing urethan 1,0 — 1.2 g/kg tiém dudi
da hosc 0,8 - 1,0 g/kg tiém tinh mach (trong dung dich 10%); hoic bing
amobarbital natri 0,04 - 0,10 g/kg tiém dudi da, hodc 0,056 - 0,06 g/kg tiém mang
bung; hodc bing barbital natri 0,35 g/kg tiém tinh mach; hodc bing pentobarbital
0,035 g/kg tiém mang bung.

Cho

Ché ¢6 thé duge giy mé bing tiém tinh mach hdn hgp pentobarbital natri
0,03 g/kg, va thiopental natri 0,025 g/kg, va sau d6 duy tri tdc dung gy mé bing
tiém truyén pentobarbital 0,004 g/kg mdi gid. Mot s nha nghién cdu wa ding duy
nhit pentobarbital. Cang c6 thé gy mé ché bing cloral hydrat 0,35 ~ 0,37 g/kg
(3,5 — 3,7 m! dung dich 10% /kg) tiém mang bung, két hop véi morphin hydroclorid
0,01 g/kg tiém dudi da; hodc bing phenobarbital natri 0,025 - 0,035 g/kg tiém bip
ho&c dudi da, hodc 0,225 g/kg tiém tinh mach (trong dung dich 10%), hode 0,20 g/kg
tiém mang bung (trong dung dich 1%); ho#c bing amytal natri 0,06 g’kg tiém mang
bung, hoac 0,10 g/kg tiém dudi da, hodc 0,045 - 0,06 g/kg tiém tinh mach (Abramov
va cong sy, 1957; Turner, 1965).

IV. CHAM SOC, SINH SAN VA QUAN LY PONG VAT THI NGHIEM
(Bhardwaj, 1984)

Chim séc va quan 1y ddng vat thi nghiém 14 mot chuyén nganh da dién c6 lién
quan dén mdt s& linh vye nghién citu ¢ ban nhu méi trutdng, sinh 1y, di truyén hoe,
dinh dudng, khao sat bénh va kiém soat bénh, quan 1y nhan vién va t§ chite, luu giit
hé so va xu 1y dit liéu,

4.1. Nha chin nudi va maoi trudng

Vi déng vat thi nghiém nhay cdm véi cac didu kién séng, cAn phai nudi chiing
trong mét nha biét 1ap l1am bing béténg va ¢ xa nha § cha ngudi, va khong bj anh
hudng béi bui, khéi, tiéng dn, cac lodi gam nhim hoang, siu bo va chim, Nha chan
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nubi, cac chudng va méi truong clia cac phong nudi ddng vat 1a cac y&u 18 chinh cin
phai xem xét.

Khi v& s6 46 mét nha chan nudl, cAn phaj phén chia rd rét khong gian cho céc
hoat dong khac nhau. Cac phong nudi dong vat chiém khoang 50 — 60% cta toan
bo dién tich xdy dung, dién tich con lai dugc dang cho cac dich vu nhu nha kho
(8 - 10%), dién tich ria (8 - 10%), van phong va nhédn vién (8 - 10%), phong may
(4 - 5%), khu vyc cach ly va cac hanh lang (12 - 15%).

Céc chudng dude 1am bing kim loai thich hgp (tdm thép khong gi hode sit ma
kém) hodic vat liéu tong hgp va duge dat trén cac gian kim loal thich hgp. Cac
chudng c6 kich thudce thich hdp d6i vai mdi loai déng vat va co su shp dat ddy du
viéc cho &n va cho ubng nude. Cac chudng phai khong ¢ duong nidt va cac goc ma
cac loai vat ghy hai ¢6 thé trdn & d6 va sinh san.

Mai truong ciia phong dong vat va chudng déng vat 1a yéu t8 quan trgng nhat
trén d6 phu thudc san lugng va kha ning thyc nghiém cha dong vat. Vi cac ding
vat rit nhay cam voi cac thay d8i cha mbi truong, phai tranh cac thay ddi ot ngdt
v& nhidt @8, &6 4m, anh sang va su théng gié. N6i chung nén ap dyng cac tiéu
chuén sau day vé mdi truong phong déng vat, véi nhiing thay dd1 nhd cho céc loii
d6ng vat khac nhau.

Nhiét do: 22°C + 1°C; Am do: 50 - 60%.

Anh sang: 300 lux 6 miic th&p nhét véi chu ky anh sang déu 12 gid.

Tiéng dn: Cudng 4o 50 decibel. Tranh tiéng én cao va 4ot ngdt.

Théng gi6: 10 — 15 sy thay 461 khéng khi/gic.

4.2. Déng vt sinh san va céc thyc hanh vé sinh san

pé ghy dung mot dan dong vat, phai Iya chon djng vat gidng tit mdt ngudn
déng tin cay/duge chiing nhén v6 chit lugng, dam bao 12 ban chat di truyén hoc va
tinh trang sitc khoe dat tiéu chuén mong mudn. Trong trudng hop ctia mjt dong ndl
phéi, cAn phai biét cac dac tinh cia dong véi sy phin bd gen va s cua thé hé ndi
phéi ¢é cho sy nhén gifng tiép theo. V& tinh trang sitc khoe, cAn phai biét cac dong
vat c6 phai tif dong khong 6 tac nhan gdy bénh thudng quy riéng biét hoac dong
déng vat thi nghigm ma ngudi ta da bidt hé vi sinh vat hay khong. Cang cin phai
bist tinh trang dinh dudng va tap quan nudi an dong vat.

Tay theo yéu ciu, cac dan ddng vat cb thé 12 noi phoi hoic ngoal phéi (giao phdi
nghu nhién). Trong trudng hop cha céc dan ndi phdi, viée giao phéi duge sép x€p

giita déng vat duc va cai trong cung mét lda dé. Thuc hién viéc chen loc v chc thé
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hé sau duge nudi. Viéc theo doi thudng xuyén mdt dan nodi phéi la cin thiét dé dim
bao tinh dong hgp ti cta dan. Céac dong néi phdi duge dung 1a nhitng ma hinh réit cé
fch trong nghién citu nhiéu bénh mién dich va cic nghién citu sinh hoe khéc.

Trong truong hgp ddng vat ngoai phéi (giao phdi ngdu nhién), cin ché ¥ dé
tranh su nfi phdi bing cach sdp x&p syt giao phdi gilta dong vat duc va cai khong c6
quan h¢ ho hang. Trong cac dan 16n, co hdi cua sy ndi phoi rit it, ngay ca khi dong
vat dugce lya chon ngAu nhién vi cho giao phéi d€ sinh sén.

Thong tin £6m tdt vé& tap tinh sinh san cla cac déng vat thi nghiém thudng
ding duge trinh bay ¢ bang duéi.

4.3. Sy dinh dudng va cho in

Tinh trang dinh dudng clia déng vat chic chin ¢6 Anh hudng dén két qui cha
thi nghiém. Do dé, diéu thiét y&u 12 ddng vat thi nghiém duge nudi v6i mét ché do
an cén bing dya trén cac yéu cdu v& dinh dudng ctia mdi loai dong vat. Trong dinh
dudng va cho &n, cin chtt ¥ cac diém sau diy.

Ché'dg dn cdn bdng. Ché @b #n cho déng vat chia protein, carbohydrat, ma,
chét khoéng, vitamin, chat xo, vA nudc véi ty 18 cdn thiét cho mdi loai dong vat.

Téap tinh sinh 84n ctia cac ddng vit thi nghiém thudéng dung

Chuky | Thét | Thoi |Thoigian|Tudifthé Pong | Thai
Loai dong gian gian mang trong Ca duc gi’an
dong vat duc dong rung tha}i cai fﬁa ll’tia. sau E;hi sénq
) : {ngay} duc tring (ngay) tuan dé deé |sinhsan
(nim)
Chudt nhit | 4-5 10 gid | 2- 3 gid 21 3tudn/ | 10 |saukhi 1
tring sau dong 9-12¢g dé
due (ty
nhién)
Chudtedng | 4-5 | 13-15 [8-10gia 21 3tudn/ | 8-12 v 1
tring gid (tu 40 - 50¢g
nhién)
Chuét lang 16 6-11 110 gid (tu 68 4tudn/ | 1-4 " 3-4
gid nhién) 250 g
Thé - Lién tye]{ Duge 30 Btudn/ { 4-5 [35ngay| 2-3
gay, 10 - 800 g
11 gio
sau giao
phéi
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Tap tinh sinh san cha cac dgng vit thi nghidm (ti€p theo)

Hamster 4-5 20gid | 8-12 16 3 tudn/ | 5-8 ) 1-8 1
gid (tu a0g ngay
nhién)}
Ga - - - 21 (4p)
Ché 21An mét| 14-21 | 1-3 62 | 6-8 | 4.8 | bong | 6-8
nam ngay | ngay (tud tuén duc tiép
nhién) sau
Khi 28 - 11- 14 164 18- 24 1 |Saukhi| 12-15
{rhesus) ngay sau tudn cAc con
bét ddu cai sita
ky kinh
nguyét J

Ché&t lugng. Céac thanh phén cha ché & &n phai c6 chat lugng chudn va khong
6 bui, mde, ndm va & nhiém khac.

S6 lugng. M6i déng vat phai duge cung cfip s6 lugng cn thiét thic &n dap dng
nhu ciu chia sy nudi dudng déng vat va sinh san. '

Vi ngon. Thic &n phai c6 vi ngon sao cho dong vat an hé&t. Néu thic &n khéng
ngon hoic cé mii khé chiu, s& co sy hao phi din dén suy dinh dudng.

Cdc chét b6 sung. Khong bd sung cée thudc, hormon, khang sinh ho#ic héa
chat vao thic &n, trit khi vi muc dich thit nghi¢m, vi cac chét nay c6 thé giy réi
loan chuyén héa binh thuong cta dong vat va anh hudng dén cac két qua thi
nghiém.

4.4, Vé sinh va kiém soét bénh tét

Khi gay dung mot dan dong vt mdi, nha chin nuéi phai duge bd tri cac hang
rao d8 kiém soat sy xAm nhap cha & nhidm vao nha chan nudi qua ngudi, vat lidu
va loai gAm nh&m hoang.

Cac phong ddng vat phéi duge lam sach, khit nhim va xéng hoi ciing véi cée
chudng khong va cac gian trong cac phong. Mat khi dan dong vat da duge gy dyng,
phai ¢b su kiém soat chat ché viée di vao cha nhan vién va cac vat liéu nhu thice an,
& nim, nudc, khong khi, thiét bi. Cac hang rao khong xuyén qua duge ngin can sy
xAm nhap cua lodi gam nhdm hoang, chim, séu bo va vat hai. Cén c6 sy kiém tra y
t& déu dan dé phat hién moi truong hdp nhidm khufn, ké ca xét nghiém vi sinh vat
hoe. Thyc hién cdy vi khuén khi c6 déng vat chét. T4t ca dong vat chét va chét thai
phai duge viit bd hoc thidu mdt cach hgp thic.
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CHUONG 2

PHUGNG PHAP SANG LOC
TAC DUNG CUA THUOC TU CAY THUOC VA
PHUONG PHAP CHUAN BI MAU SU DUNG
TRONG NGHIEN CUU TAC DUNG DUGC LY

PGS. TSKH. Pé Trung Pam
PGS.TS. Nguyén Thuong Dong

N

I. PHUGNG PHAP SANG LOC TAC DUNG CUA THUOC TU CAY
THUOC

1. TAm quan trong ctia viéc nghién cifu ciy thude

Cay thudc (déng vat va khoang vét c6 dude dung lam thude, nhung it hon) da 1a
nguén duge ding dé chita bénh cho ngudi trong mét thai gian dai tu thoi tién sd.

~ 86 lodi cAy khoang 500 000 loai, méi nghién citu khoang 25 000 loai (ké
ca chi mdi nghidn ctu sd bg) chidm 5%. Mot sO loai tuyét chiing, mét s6
lodi de doa tuyét ching. Vi du, ciy thdng d6 Taxus baccata L. subsp.
Wallicchyana (Zuce.) Pilger, hoac T. Wallichiana Zuce., hosic T. yunnanensis
Cheng et L.K.Fu, thudc ho Théng dé (Taxaceae), co alcaloid taxin A,
taxin B, taxinin, baccatin-3, 10-deacetylbaccatin-2, 6 thé chuyén héa
thanh taxol, chita dude mdt s6 dang ung thu. Hién & ta, con rét it, chi
khoang mAy chuc cidy. Néu khéng nghién citu dé phat trién s& bi tuyét
chiing, va nhu th&, lam thé nado ¢6 nguyén liéu nghién ciu dé tao ra

thudc duge.
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- Céc thudc dang c6 trén thi trudng chi€ém 25% 6 ngudn goc tir cay cd,
nim, mac.

— Céc thay thude it tin tudng vio sud st dung thube tit cay ¢d v6i dang thd,
chua duge nghién ciiu su. Cén nghién cftu dé chiing minh khoa hoe, t
dé, thay thufic tdy y méi tin ding. Nghién citu néng cao, hién dai hoa
thudc tit cdy thude 6 truyén méi ddm bao duge tinh an toan va hiéu qua.

- Do méi trudng s6ng thay déi, cay thudc dd c¢6 médt sd djt bién di truyén
{genetic mutation) va tinh chat cé thé khéc trude ddy ngusi xua da
dang. Vi thé, can phai nghién ctu.

- Céay thudc c6 thé chia lam hai loai lén:
+ Chua thdy trong van thu ¢é va phai danh gia sinh hoc 14n ddu tién.

+ Da ding tit Jau ddi, ¢6 trong y van ¢d, nhung chua dugde chitng minh
khoa hoc. Do dé cén phai nghién ciu.

-~ K&t qua nghién citu tiy thude vao trinh 4 va phuong tién nghién ciu.
@ nuée ta, trinh 6 nghién citu ¢6 han, phuong tién nghién cttu chua o,
ho#c ¢6 nhung chua biét tin dung, khai thac hét cong suat. Do vay, ta
phai biét lya chon, nghién citu cai gi va nghién cdu duge 8 mie dé nio.

1.2, Muc tiéu nghién citu sang loe tac dung sinh hoc ban déu

~ Phat hién ra mét tac dung nao dé dé phat trién thude mdi.
- Xac dinh phén t thudc mdi c6 hoat tinh sinh hoe.

~ Téi uwu héa hoat tinh sinh hoc bing cach thay ddi v8 cfu tric héa hoc
cuaa phén t thube ban dau.

~ Cung cdp tinh hgp 1y cho viée st dung 14m sang cdy thudc.

- (o6 khi khong phat hién ra tdc dung gi ré, nhung qua nghién citu, ciing
s& phat hién dugec modt s§ tac dung duge 1y nhat dinh dé ta c6 co s6 ap
dung.

1.3. Cac loai chuong trinh sang loc

1.3.1. Sang loc cdc thude ¢6 mét tde dung dé cho
X4y dyng mgt phuong phép nghién citu duge 1y tot, rdi sang loc. thit véi nhiéu
thudc dé xem loai nio c6 tac dung d6 va mite dd tac dung ra sao. Vi du:
+ Tac dung khang khudn,
+ Téac dung chdng dai thdo dudng (chdng tAng glucose huyét).



PHUONG PHAP NGHIEN CUU TAC DUNG DUJC LY ¢UA THUGC TU DUGC THAO 29

+

+

-+

Téac dung chéng viém.
Tac dung chéng ung thu.

Tac dung chdng sét rét...

1.3.2. Sang loc mdt thudbe xem cé nhitng tdc dung gi

Chiét xuit ra mot dang thudc, réi thit véi cac tac dung khéac nhau dé sang loc
xem thudc dé ¢6 nhiing tac dung gi? Mic d9 tdc dung d6 ra sao? Tac dung la truc
ti€p, gian tiép, co ché tac dung nhu thé nao?

1.3.3. Sang loc céu triic nao cé tdic dung

Biét mét chdt A ¢6 tac dung E. Thay d6i ciu tric chat A theo nhigu cach nhau,
s& duge hang loat chit. Sang loc xem cac chat din xudt tit chdt A ¢6 tac dung E
khong ? Tac dung téng va ting bao nhiéu? Tac dung giam va giam bao nhiéu? Hay

khéng con tac dung. Rt ra nhiing chat ¢6 tac dung tang.

1.4. Tiéu chuin chon phudng phap nghién ciu

- D6 tin cay cua phudng phéap nghién citu

- K&t qua phai phéng lai duge, phuong phap phai phat hién duge tac dung
dinh nghién ctu.

- Phudng phéap phai dap ttng duge véi dang thude nghién citu

+

+

+

+

+

Thudc tinh khiét thuéng dap ng dugde moi phuong phap nghién citu,
Thudc ban tinh ché
Thude chiét thanh nhém (alealoid, glycosid..))

Phéan doan chiét (phan doan chiét v6i cloroform, ethylacetat, n - hexan,
cdn, nudc...)

Cao thudc

— Phuong phap dung nap dugc nhiéu loai dung mdi khac nhau, tham chi
hén dich. Vi du, hén dich thi khong thé tiém dude, nhung cé thé udng.

— Phuong phap cung cdp duge théng tin duge Iy chinh va cac tac dung
khac.

-~ Chn c6 thudc dé tham chiu cho tac dung d6. Vi dy, tc dung ha sét
dung paracetameol.
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1.5. Tiéu ban thu (d6i tugng thw)
— Dong vat thit nghiém:

+ Tuy theo nghién cdu tac dung gi ma dung loar déng vat thi nghiém
thich hgp, nhay cdm véi tac dung dinh nghién ciu, nhu chudt nhit
tring, chudt cbng tring, chudt lang, thd, ché, khi. C6 khi diing chudt
hamster, chim bd cdu, ga, ci...

+ Binh thudng phai dung déng vat thi nghiém khde manh, trudng
thanh, khéng ¢6 thai, khéong dang nuéi con bd. Nhung ¢é thi nghiém
lai phai diing d@9ng vat cdn non, ddng vét cé thai hodc dang nudi con
b (Vi du, phai thit tac dung ctia thude trén cac giai doan nay caa con
vat).

+ Ghi ré chling loai, gidi tinh, d6 tudi, khéi lugng, diéu kién nudi déng
vat thi nghiém.

+ Thu trén con vat khéng giy mé hodc con vat gdy mé.

+ Md hinh bénh tat: Trong hdu hét cac trudng hgp, mudn nghién ctu
tac dung gi, phai gy bénh cho con vit ¢6 trang thai bénh 1y tudng tu
nhu 3 ngudi, Vi du: Mudn nghién ciiu tac dung ha sét, phai giy sot
cho con vat, vi du gy s6t cho chudt ¢dng tring bing men bia,

Mudn nghién cttu téc dung kich thich mién dich, phai gay suy gidm mién dich,
vi du, giy suy gidm mién dich ¢ chudt nhit tréng bing eyclophosphamid. Muén
nghién ctiu tac dung chéng tang cholestercl huyét, phai giy tang cholesterol huyét,
vi du géy tang cholesterol huyét cho thé bing triton (giy ting cholesterol ndi
sinh) hodc cho tho &n lidu cao cholesterol ciing v6i thitc &n (gdy ting cholésterol
ngoai sinh). _

+ C6 thé ding cac con vat bi khiém khuyét di truyén, tic 1a ¢é trang
théi bénh bdm sinh. Vi dy, ngudi ta 44 tao ra duge ching chudt cong
trdng bi ting huyét 4p b&m sinh, ting glucose huyét bdm sinh, bi
bénh ty mién bam sinh...

—  Cd quan c lap: tim, rudt, ddng mach, t1 cung.

_ Msu hodc thanh phdn cia mau (bach cu, t& bao lymphd, hdng ciu...)

— Phai ga: khi nghién citu virus,

—~ Té& bao: t& bao gan, t&€ bao dao Langerhans cua tuy...

- T& bao di dong héa: t& bao ung thu.

~ Nghién citu in vitro: Nudi cdy t& bao hodc mé ngodi cd thé; nudi ciy vi
khudn, ndm; nudi cdy cac cdu tt 1a thanh phén cha t& bao.
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1.6. VAn dé 1idu thi, néng 4 thi, 16 thi

- Ty thube c6 tac dung manh hoge yé&u. Thudc c6 tac dung manh, dung
lidu hosic ndng 6 thap; thudc cb tac dung y&u, ding lidu hodc nong 40 cao.

- 88 liéu dimng tiy § ngudi nghién ctu. N&u ¢6 diéu kién, ding 3 liéu khac
nhau, liéu thép, liéu trung binh va liéu cao. Cac liéu thudng hon kém
nhau 2 ldn. '

- MB&i lidu phéi ding mdt 16, kém thém mét 16 d6i ching Am (khéng ding
thudc) va mét 16 d6i ching dudng (dung mdt thudc da biét ¢6 tac dung 46
dé tham chiéu).

_ Dua vao lidu diang & ngudi, dy tinh ra liéu ding trén dong vat (xin xem
"Phuong phéap ngoai suy lidu c6 hiéu qua tuong dudng gitia ngudi va
dong vat thi nghiém”, tap chf Duge hoe 2001, s6 2 va sd 3).

Vi du: Mot loai dugc lidu diing cho ngudi 1a 30 g. Gei ngudi c6 khéi lugng trung
binh 50 kg, thi liéu tinh theo 1 kg cn nédng & ngudi 1a 0,6 g/kg. Néu thi trén chudt
nhit tring (idu trén chugt nhét phai gép 12 14n liéu ding cho ngudi néu tinh theo
1 kg cén ning) thi lidu diing theo 1 kg cén néng sé& 1a 7,2 g/kg. Con néu thit trén
ché, thi chi dung liéu 1a 1,2 g/kg (liéu cha ché thudng diing gdp doi lieu dung cho
ngudi tinh theo 1 kg cin nang). Cén tham khao tai lidu trén & tap chi Dude hoc
2001, s& 2 va s6 3. Cach tinh nhu trén thudng la dang trén da sé cac truong hgp,
nhung cdn chi ¥ vAn c6 nhitng ngoai 12.

Lidu tinh nhu trén 14 lidu trung binh. Néu c6 diéu kién dung 3 liéu khéac nhau,
thi dang mot liu bing nia liéu d6 va mdt lidu gép doi.

_  Néu la thugc chua ding cho ngudi (méi nghién ci), thi phai ty ¥ suy
xét, dya vao tAm nhin v kinh nghi¢m ctia ngudi nghién ciu. Néu xéc
dinh duge LDy, thi liéu ding thudng xoay quanh 1/5 - 1/10 eta liéu LDg,
(xin xem séch "Phuong phép xéc dinh déc tinh cap caa thudc”, 1996,
NXB Y hoc).

1.7. Mdt 88 quan niém vé liéu dung & dgng vat thi nghiém
_  Néi chung, lidu diing ¢6 dnh huéng dén mic 49 tac dung va thoi gian tac
dung.
— O lidu cao, tit c cac thudc ddu gy doc (mudi &n, dau md dung lidu cao

ciing ddc). C6 thude, cho udng dén lidu t8i da c6 thé cho udng dudc,
nhung con vat khong chét. Nhung tiém thi cb thé chét. Chét & day, ¢b
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thé la do thudc, nhung ciing ¢6 thé 12 do thuéc khong tinh khiét, thudc
¢6 nhiéu tap chit, ho4e do dung méi pha thude.

— MB&éi loai thudc, dua vao thanh phdn va tinh chat, cé thé tién doan mt

phin vé tac dung va déc tinh. Ngudi ¢é tdm nhin va kinh nghiém sé
phan xét sat thue t&€ hon.

— Duéng dung thudc (udng, tiém bip, tiém dudi da, tiém mang bung, tiém

tinh mach...), néi chung, trong hau hét cac trudng hgp gay nén cing loai
tac dung, nhung thay d6i khac nhau vé mtc 43 dap dng. V& dudng ding
thude, it nhat nén dy kién dudng ding sé 4p dung trén ngudi. Ngodi ra,
¢6 thé dung thém dudng dung khac.

1.8. Cac hé théng phuong phap thi nghiém sang loec dude 1y

Tae dung

Phuong phap thia

1. Khang virus

1. Virus bénh Renikhet, thi in vivo trén mang dém
niéu nang (chorioallantoic membrane, CAM), don 16p
nguyén bdo sgi phéi g (chick embryo fibroblast
monolayer, CEF).

2. Virus bénh dau bo (Vaccinia virus) trén CAM va
CEF

3. Virus rimg Semliki (thi in vivo § chudt nhét tring)
4. Virus giy viém nfo - ¢d tim (thi in vive 6 chudt
nhit tring)

5. Virus viém nao Nhat Ban (thu in vivo § chudt nhit
trdng)

6. Virus Herpes simplex

7. Céc chat giy cam ing interferon (6 chudt nhit
tréng)

2. Khang khuin (in vitro)

1. Streptococcus faecalis

2. Kiebsiella pneumoniae

3. Mycobacterium leprae (in vivo, chudt nhdt trang)
4. M.tuberculosis

5. Staphylococcus aureus

6. Salmonella typhi

7. Escherichia coli

8. Pseudomonas aeruginosa

9. Bacilus subtilis
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3. Khang ndm (in vive va
in vitro)

1. Candida albicans

2. Trichophyton mentagrophytes
3. Aspergillus fumigatus

4. Cryptococcus neoformans

5. Sporotricum schenckhii

4. Khang don bao

A, Khang amip

1. Entamoeba histolytica

- M6i trudng khong ¢6 ngoal vat in vitro

- Thil trén rudt chudt cdng trang

- Thii trén gan chudt cdng trdng

B. Khang sot rét

1. Diét thé liét sinh & mau

- In vitro: Plasmodium falciparum

- In vivo:

+ P. berghei (chudt nhit tréng, chuét céng tring,
mastomys)

+ P. yoelli (chudt nhit tring)

+ P. knowlest (khi)

2. Phong ngita nguyén nhén (chudt nhit trdng,
mastomys, khi)

3. Chéng tai phat (khi)

C. Khang Leishmania

1, Leishmania donovani (in vitro va in vivo)

D. Khang Giardia

1. Giardia lamblia (In vitro va in vivo)

5. Chéng giun san

A. Giun chi

1. Litomosoides carinii (cotton rat, mastomys)

2. Brugia malayi (méo, mastomys)

3. Acanthochellonema viteae (mastomys)

B. Giun mée

1. Ancylostoma ceylanicum (chudt c¢dng tring, chudt
hamster)

C. San day

1. Hymenolepis nana (chudt nhét tréng, chuét céng
trang)

6. Chéng ung thu

Thil trén céc dong t& bao ung thu

3.PPNC-A
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7. Chéng sinh san

A. Nt giéi

1. In vivo

- Chong 1am t6§ (chudt céng tring, chudt hamster)
- Say thai (chudt cdng tring)

- Déc vét phéi (chudt cdng tring)

- Thic dé (oxytocic, méo)

2. In vitro

- Say thai (co bop tl cung chudt cdng tring)
B. Nam giéi

1. Chéng sinh tinh tring (chudt cdng tréng)
2. Diét tinh trang @n vitro)

3. Déng tinh dich (in vitro)

8. Ha glucose huyét

- Thé
- Chuét cong tring
- Chudt nhit tring

9. Ha lipid huyét

A. Ha lipid in vive: (chudt cSng tring, thé, khi)
Cholesterol, triglycerid, lipoprotein huyé&t thanh & con
vat binh thuong va con vat bj tang do triton, hodc an
nhiéu ch&t md, hofic &n nhidu cholesterol,

B. Sinh tong hgp cholesterol in vitro; Diing lat cit
gan chudt céng tring.

C. Uc ch& két tu tiu cdu: in vitro va in vivo

ugng

10. Hé than kinh trung | 1. Tac dung trén hanh vi (chuét nhét tring, chudt

cdng tring)

2. Tac dung trén thin nhiét

3. Giam dau

4. Chéng co giat (co giat do séc dién trén ngudng, do
strychnin, do metrazol...)

5. Téng cudng ho#ic d6i khang vadi barbiturat (trén thai
gian ngn)

6. Tang hoat djng va déc tinh do amphetamin

7. Khang reserpin

8.Dau do phenylquinon

9. Tru quay

10. Hoe va nhé phan xa

11. Dap Ung ldn tranh ¢6 didu kién

3 FPNC-B
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11. Tim mach va hé tu
dong

Thudng thit trén chudt céng tring, méo, chd

. Huyét ap

. Dién tim 44 va nhip tim

. Ho hap

. Tac dyng trg tim

. Loan nhip tim do dong dién, do BaCl,, do aconitin..
. Thil trén tim cb lap tho

. Thu trén tAm nhi cb 1lap (chudt lang)

-1 T W o W N

12. Chéng viém

. Phi1 chén chuét do carragenin

. Pha chéan chuét do cao lanh va tac nhan khac
. U nang thuc nghiém

. U hat thye nghiém do hat béng, do amian

. Viém khép do adjuvant

. Chi s& sinh loét & chuét cong tring

o > T 1 I N B o R

13. Lgi niéu

Thudng thit trén chudt edng trdng

14. Chong co thit

Héi trang chudt lang cb lap

15. DAn truyén thin kinh
-cd

Thit trén méo

16. Chéng di ing

1. Phan ting phan vé da bi dong (chudt nhit tréng,
chuét cong tréng

9. Ngung két hong cdu (chudt nhit)

3. Min djch trung gian t& bao

17. Bao vé gan

1. Té bao gan ¢d 1ap
2. Tén thuong gan do CCl,
galactosamin (chudt cong tréng)

thigpcetamid va

18. Loét tiéu hoa

Thii trén chudt cong tring

19. Kich thich mién dich

Chudt nhit tréng, chudt cong trdng

20. Sinh thich Gng

Chubt cong tring

21. Han gin vét thuong

Chuét cong tring

22. Dac tinh cdp

LD,, (chudt nhét tring, chudt cong trdng)

1.9. Nhan dinh vé két qua thit sinh hoe

+ Nguyén liéu gi

+ Tinh dng cua

Phai dam bao tidu chudn héa cac khau

nguyén liéu
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+ Cach thu hai dang

+ Céach ché bién ding

+ Chiét xudt ra dang dé nghién ctu

+ Bao quan dugc lidu, bio quan dang thudc chiét ra dé thi

+ Céc md hinh dugc Iy dé nghién citu

Nhiing y&u t6 khac anh hudng dén két qua nghién cu

Tinh tan c(ia nguyén lidu thu nghiém

+ Hoa tan trong mfdc, trong nudc mudi sinh 1y (NMSL).

+ Hoéa trong mét it cdn cho tan, rdi hoéa vao nude hoic NMSL.

+ N&u dung in vivo thi ¢6 thé nghién dudi dang hédn dich (c6 thé thém
1 - 2% gém adragant) nhung khéng dung dudgc trong hé in vitro.

Pudng ding thude

+ Usng

+ Tiém dudi da, tiém bép, tiém phic mac, tiém tinh mach...

Didu kién thi nghiém

+ Nhiét d6, d6 4m c6 &nh hudng 16n khi nghién ciu thude lgi nidu,
thuéc chéng viém.

+ Thii in vitro, phai chi y dén nhiét d, thanh phdn méi trudng, pH...

Thay déi dap dng

+ Trong thi nghiém sinh hoe, k&t qua c6 thé thay d6i 5 - 10% 1a binh
thuong.

+ Thay d8i c6 § nghia khi: bdo quan khdng t8t nguyén duge liéu, thanh
phdm nghién ciiu, ngudn duge liéu thu hai, ndi thu héi, mia thu hai,
céch chiét ra thanh phim nghién citu.

1. PHUONG PHAP CHUAN BI MAU SU DUNG TRONG NGHIEN
CUU TAC DUNG DUGC LY
2.1. Nguyén tic chung

Yéu ciu: MAu nghién citu cin dap ing mot s§ yéu clu sau:

1. Miu thit st dung trong nghién eitu dude 1§ phai 1a mAu déng nhét va én

dinh, ché& tao theo mdt phuong phép théng nhit, ngoai viée sit dung trong tt ca cic
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16 nghién ciu vé duge 1y con phuc vu cho cac budc nghién cdu tiép theo nhu: thanh
phan héa hoc, déc tinh c&p va ban man, nghién ciu dang bao ché, thit 1am sang, do
én dinh, nghién ciu xay dyng tiéu chuén chit lugng v xdy dung quy trinh céng
nghé.

Tac dung
dugc ly

. Péc tinh
cdp va man

Thanh phan
héa hoe

Mau Nghién cltu
nghién citu lam sang
Dang bao ché

¥

- Nghién ciu
Xay dung dd 6n dinh

LX) A°
tiéu chuan

Xay dung
> quy trinh
cdng nghé

_ 2. Thuan lgi khi dua ra san xudt: T6t nhat la don chit hodc nhém hoat chét

(alcaloid, flavonoid, glycosid, saponin...}. Né&u 1a dich chiét ho#ic cao toan phén cin

duge loai tap, dé dang bao ché sau nay khong bi chay, it 4m, liéu su dung thich hap.
3. D& bao quan

4. Hinh thic dep 6 mic dé cho phép

2.2. Phuong phap chuin bi méiu phuc vu nghién c@u sang loc tac
dung duge ly

Cé nhidu phuong phap chudn bi miu phuc vu nghién cu sang lge, tuy thude
muc dich st dung. Song da phan thudng 4p dung theo nguyén tdc sau: Ting duge
lidu chigt bing 4 dung mdi c6 do phan eye khac nhaw: 1dy 4 phan doan phuc vu
nghién ctiu sang loc vé& tac dung dudge 1y.



38

PGS. TSKH. DO TRUNG DAM, PGS. TS. NGUYEN THUQGNG DONG

A: Cao nudce

Dude lidu khé
(1000g)

B: Cao con
50%

C: Cao ¢bn
95%

Dudec liéu khé
(1000g)

Nuide
(100ml)
50°C,
4 s ¥

D: Cao
n- hexan

Duge ligu khé
(1000g)

Dich chiét
nude

Cén 50°
{100m1)
t° phong,

Ingay v

Duge liéu khé

Dich chiét cén
bOo*°

Cén 95°
{100ml)
t? phong,
Ingay

(1000g)

<_._.

Loc
chin khéng

i

Dich chiét cén
95°

n-hexan
(100ml)
t° phong,
1ngay

i

Loc
chén khong

h 4

Dich chiét
n- hexan

C6 thu héi

) 4

Loc
chéan khong

ap sudt giam

Y

Cé thu hoi
ap suft giam

Y

Loc

Déng kha

X

Cd thu hdi
ap sufit giam

X

k J

Cao con 50°

Y

Thu héi
dung méi

Cao nudc
toan phén

Cao con 90°

Y

Caon - hexan

2.3. Phudng phap chudn bi miu th¥ tac dung so by dé xac dinh

nhém hoat chit trong mét cay thudc

Tham khao phuong phap chufin bi miu nghién citu tic dung ha dudng huyét
cia Vién Duge lidu da Ap dung trén qui mudp déng.
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NGHIEN CUU XAC DINH NHOM HOAT CHAT

Bot qua Thi TD
muép dang kho HDM
‘ Chiét con 40°

Cao cdn 40° _ . Thua TD
HDM

\ Chiét glycosid

| l

Cao cdn da loai J

Glycosid

glycosid

Chiét saponin

!

Phan con lai
Saponin (cao ¢on da loai
glycosid va saponin)

Thut
tac dung
HDM

Thu
tac dung
HPM

9.4. Thit duge 1y 8 xac dinh nhém hoat chat ctia bai thude

Tham khéo phucng phéap saw Bai thudc tiéu phong nhuén gan

1. Mudng tréu 8. L4 dau tdm 15. Kim ngén hoa
2. Rau ma 9. Hoang déng 16. Lac tién

3. Rau déng bién 10. Actisd 17. Vong nem

4. Nghé vang 11. Béo cai 18. C4 mén trau
5. Huong phu 12. Dia gai 19. Muép gai

6. Chi ti 13. Co muc 90. Quao nudc

7. Xuyén tam lién 14. 0O rd 21. Bach bién dau
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Trong d6, dong vai tré vi Quén: mudng trdu, rau ma; ThAn: xuyén tim lién,
chi ti; T4: beo cai, dia gai, ¢6 muye, 6 rd, kim ngan; St quao mide, bach bién dau...

Dé nghién citu phudng thude, cac tac gid da chia lam hai budc:

Bude I: Phin chia cac vi thude theo nhém héa hoc, nhu cac vi chita alcaloid,
flavonoid, saponin, anthraquinon... D6 tan cta chiing trong dung méi nude ¢én dé

chiét xudt. Cac mau chiét dem thit nghiém téc dung Igi mat va nhuén trang (miu
thudc 1).

Budce 2: Cai tién phuong phap ché bién, chiét xudt va bao ché, thude méi (miu
thudc 2), sau dé thit nghiém duge 13.

K&t qua budc 1
Nguyén liéu bao gém 2941,5 g cia 21 vi dude lidu tuong dudng 10.000 vién bao
dudéng. P4 dudge phin chia lam ba nhém:
* 320 g bach bién dau, khéng xit Iy sit dung nhu ta dude don.

» Quy trinh chiét xuit cao cfn, gbm 4 dugc liéu, khdi lugng 705,9 g, hiéu
sudt chiét 10%, tuong duong 70 g cao khé.

e Quy trinh chiét xuit cac nuée, gbm 16 duge lidu, khéi luong 1915,6 g,
hiéu sudt chiét 11,35%, tuong duong 217,42 g cao khd.

Nhan xét
e Hidu suéit chiét thap: cao nudc méi dat 73%, cao coén dat 50% alcaloid,
hidu suat thap.
» Dang bao ché: vién nang va vién bao phim dé hat £m.
» Tac dung 1¢i mat ting 1,91 14n.
e Tac dung nhuan trang ting 1,3 lan.

¢ Dc tinh cia thudce thap, khong xac dinh duge ligu LDy,

Két gqua bude 2

1. Dugc liéu dudge chia thanh nim nhém:

 Cao cbn, chi&t theo phuong phap ngam kiét, gém 5 dude lidu véi lugng
749,4 g,

» Cao nude, chiét theo phudng phap sée, gdm 12 dudge lidu véi lugng 1524 g.

e Cao chita hén hgp alcaloid véi lugng duge lidu 87 g.
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* Cao rau déng bién, chtta iridoid d& bi phan hiy, nén dugc chibt ti duge
héu tuai, thu duge 32,7 g cao khé.

» Cao actisd, do dé bi men phin hiy nhém hoat chét cynarin, chiét tiy 14
tuoi ho#ic khé dd 6n dinh hoat chét, thu duge 7,2 g cao kho.

2. Cac cao thude duge tiéu chuén héa, chita 90% lugng hoat chit o6 trong méi
dugc liéu,

» Tac dung lgi mat cao gap 3,61 lan (P < 0,01).
e Tac dung nhuén trang cao gép 1,5 14n dang thude cii (P < 0,01).

* Tac dung chéng viém dat 34,4% & khang viém cdp va 58,3% ¢ khang viém
dai ngay so véi mau d6i chimg (P < 0,01).

e Lifu giam xuéng chi con 12,5% (3 vién/ngay) (81.250 vién bao
phim/10.000 vién bao dudng)

Nhan xét
Lap cdéng thiic bao ché, tao thanh miu su dung trong nghién citu tae dung dude
1y va cdc nghién ciau khac:

Cong thic: Cho 1.250 vién bao phim, tudgng duong 10.000 vién bao dudng
(dang ciy).

1. Cao cbn : 100,91 g
2. Cao nuéde : 218,70 g
3. Cao alcaloid : 10,43 g
4. Cao rau ddng bién; 32,70 ¢
5. Cao actisd : 7.20¢g

6. Bach bién dau : Vira da



42 PGS. TSKH. PO TRUNG DAM, PGS. TS. NGUYEN THUQNG DONG
TAI LIEU THAM KHAO
1. Dhawan BN., Srimal RC.(1984), The use of Pharmacological Techniques for the

Evaluation of natural products, UNESCO, New Delhi.
Irwin S. (1962), Drug screening and evaluation procedure, Science, 136: 123-129.

. Lawrence DR., Bacharach AL. (1964), Evaluation of Drug activities, Academic

Press-London.

Mantegazza P., Piccinini F. (1966), Methods of Drug Evaluation, North
Holland, Amsterdam.

. Turner RA. (1965), Screening methods in Pharmacology, Academic Press,

New York — London.

Sharma MI., Chandocke N., Ghatak BJR. (1978), Pharmacological Screening of
Indian Medicinal Plants, Ind. J. Exper. Biol., 16: 228-234.



PHUONG PHAP NGHIEN CUU TAC DYNG DUGC LY cUA THUGC TU DUGC THAO 43

CHUONG 3

NHUNG THU NGHIEM
TREN CAC CO QUAN CO LAP

GS. Doan Thi Nhu

ﬁ
MG DAU

Nhitng phuong phap thuc hién céc thit nghiém dé do sy co cia mét co quan rit
giong nhau, khong phu thudc vao cd quan diing d€ nghién ctiu. Co quan ho#c mot
phdn cha co quan duge 18y ra Kkhéi con vat vita bi gidt v duge treo trong binh dung
dung dich ngim mé. Mot ddu duge ¢6 dinh vao mét cdi moéc ¢ day binh ngam, va
d4u kia duge of dinh biing mot cai méc véo mot don bdy. Sau d6, ddn biy nay duge
ti&p xdc v6i mot may ghi. Nhu vay sé ghi duge t&t ca cac su co va gidn cha md cing
nhu thdi gian co va giln.

Dung dich ngam mé duge cung c&p khong khi biing mot dong nhitng bot nhé
duge phun lén § gAn day cia binh ngam. Su néi cha cac bot 18n bé mat ¢b tac dung
hoa trén khéng khi vao dung dich ngam, Do6i khi ding khi oxy ho#ic hon hgp 95%
oxy va 5% carbon dixoyd &8 1am thoang khi dung dich ngam,

Nhiét do cha dung dich ngam duge duy tri & 37°C, tuy ring c4c nhiét 46 khac
duge quy dinh trong mdt s8 thit nghiém. Nhiing dung dich thudng duge dimg nhiéu
nh#t 1a dung dich Locke va dung dich Tyrode. Binh dyng dung dich ngdm 1a binh
On nhiét, 6ng déin tit binh chita dung dich, (vi du dung dich Tyrode), di qua nhiing
vong cuén trong binh ngim, nhu vay dung dich duge sudi &m dé€n nhiét do mong
mudn trude khi vio binh ngam. Dung dich nay dude cho chay tu do tit cic vong
cudn, vao trong day ctia binh ngdm mé, va rit ra ngoal qua miéng binh, khi thay
dung dich ngém bing dung dich mdi tit binh chia.

Trong thi nghiém, cb thé ¢6 hoat dong co bép 1 nhién & mic dd y&u, la nhitng
sy co ma khong c6 tac nhan kich thich 15 rang. C6 thé 1am mAt co bép tu nhién nay
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bing cach ha nhiét d6. Nhing doan rudt tit moi dong vat nhd cd thé ti€p tuc cho
dap dng trong nhidu gid, néu dude gid trong dung dich Tyrode duge théi khéong khi
vao. Véi cac doan hdi trang chudt lang, ¢6 tuong d61 it hoat déng co bép tu nhién,
trong khi vdi rudt thd, c6 chuyén ding ¢6 nhip qua 14c déu, nghia 1a co va gidn lién
tuc (Turner, 1965).

L. CAC PHUONG PHAP THU NGHIEM TREN RUOT CO LAP

1.1. Thi¢ nghiém trén hdi trang chudt lang

Gi&t mét con chudt lang biing mot cd danh manh vao ddu va cit hong. Mg bung
va khi ndng manh trang vé phia trude, sé thay héi trang duge néi vao phia sau cua
manh trang. Chidu dai héi trang duge 1Ay di va dat trong mét dia chita dung dich
Tyrode; thudng budc mét sgi chi ¢ ddu (nghia 14 § ddu t4 trang hodc ¢ ddu hong
trang) d€ danh ddu. Can than trong d& tranh lam tén thuong cd rudt. Nén cdm
bing ngén tay hon la gift bing kep. Cét bd mac treo rudt va cit 14y nhiing doan tit
chidu dai héi trang theo nhu cdu. Mé chia rudt c6 thé dap Gng vai thude ngay cd sau
khi d3 giét déng vat 2 hosc 3 gis. Ndu dong vat khong vita duge cho an, rudt ¢6 thé
tuong 461 sach dé duge diing true ti€p. Néu khéng, cin phai rua bo nhing chét chita
trong rudt bing cach dat mdt dau cha rudt trén diu mot 6ng hut chita dung dich
Tyrode, va bom nhe bing cach cAm nghiéng ng hit. Tranh bom dung dich ria vdi
Ap sufit qua cao, vi nhu vay sé 1am tén thuong md mét cich khong thé phue héi
duge. Pidu ciing quan trong la chi ria rudt & bén trong khi rudt da c6 du thoi gian
dé gidn hoan toan trong dung dich Tyrode & khoang 37°C (Perry va cing sy, 1968).

* Lap dit tidu ban theo phuong phap Magnus (1904)

Cit mac treo rudt tif mot doan rudt sao cho co hoan toan ty do, va bude mt sgi
chi vao m&i diu bing cich dAm mét kim tif trong rudt ra ngoai. Khéng bao gid dé
long 6ng rudt bi thét hep lai. Bude mdt sgi chi vao mét cai ghim ¢8 dinh trong binh
ngAm ¢6 quan va bude soi kia vao mdt don by cé6 mdt diu nhon ghi § phia trude.
D61 v6i hdi trang chudt lang, tai trong khoang 0,5 g va @6 phéng to 5 dén 7 lan; ddi
v8i binh ngdm ma chiéu dai la 5 - 8 cm, va thé tich khoang 10 ml, chiéu dai clia
doan héi trang 1& 2 d&n 3 cm khi gifn ra.

Tidu ban c6 thé co do dap tng véi che thude tdc ddng trén cdc hach déi giao
cAm, & cic thu thé sau hach cla acetylcholin, hoiic & cac thy thé n2o khéc trén co
tron. Vi héi trang chuét lang giin hodn toan dudi tai lugng clia né, nén khong thé
gifin hon nita do dap {ing véi cAc thude tac dong trén cac thy thé giao cAm sau hach;
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ciing nhu thé, vi khong c6 chuyén dong ty nhién cta héi trang, nén khéng thé thay
tac dung fic ch& clia cac thude nay.

* Ti€n hanh thi nghiém thude

Nhiing th& nghiém véi tiéu ban nay thudng duge thyc hién & nhiét d§ 37°C
trong dung dich Tyrode dudgc théi khong khi vao. Nhiing thude nhu acetylcholin
ho#ic histamin giy mét dap dng réit nhanh va c6 thé rita di sau 30 gidy ho#c it han.
Chu ky thoi gian thich hop nhu saw:

0 phtt: cho chay may ghi chuyén déng; 1 phut: cho thude vao; 1 phut rudi:
nging may ghi chuyén déng; 3 phit: cho chay may ghi chuyén déng.

Péi khi cdn ria tidu ban l4n tha hai va kéo dai chu ky t61 4 phit, nhung
thudng ¢6 thé thit nghiém vdi chu ky ngén hon, mic dir ¢6 nguy cd md khong ¢b dd
thdi gian dé hdi phuc hoan toan, déc biét khi tac dung manh dude gay nén bai lidu
trude d6. Tuy rdng hdi trang chudt lang duge chon vi n6 gy mdt dudng co ban déu
d4n, nhung c6 phén nao chuyén déng ty nhién ; diéu nay 6 kha ning giam bét, néu
cho thudc vie md & nhitng khoang cich thdi gian déu hon 12 dgi véi hy vong md tu
nd nging chuyén déng.

Tidu ban nay c6 thé cho nhiing dip Gng tudng d8i déu dan trong khoang 30
phit tir kn 14p dat, dac biét néu cho thuéc & nhitng khoang cach thdi gian déu
nhau.

1.2. Thit nghiém trén héng trang thé (Perry vd céng su, 1968)

Bing mét cach tudng tu nhu véi chudt lang, 14y hong trang ti mot con tho méi
bi gigt. C4t rudt & mdt £&m 5 d&n 10 cm dudi da day va 18y mdt doan tu dé hudng
xubng phia dudi vé phia manh trang. Thudng khéng cin rita bén trong, mdt phéin vi
rudt nay réng hon ruft chudt lang va mét phéin vi hoat dfng co bép ty nhién lam
rudt tu né lam sach. D61 véi rudt thd, cAn mét binh ngdm hoi rong hon va thuong ¢6
thé tich khoang 20 ml. D phéng to nhé hdn, thuong khéng qua 5 lan va tai trong
16n hon, thudng khoédng 1 g, nhung khong 16n d&n mtec lam co gidn hoan toan. Cac
thudc gy gién hodc gly Uc ch& hoat ddng co bop tu nhién duge thit nghidm t8t hon
trén héng trang tho.

Héng trang thd ¢d lap duge x& 1y vé cd ban véi cing cach thie nhu hdi trang
chudt lang, nhung vi la doan co day hon nén sé t6t hon néu thong khi bing mét hén
hop 95% oxy va 5% carbon dioxyd thay vi v6i khong khi. Cing c6 thé phai rita thudc
khéi md trong thdi gian dai hon. Do d6 khong thé thd nghiém véi mit chu ky ngin
dudi 3 phit ma phai kéo dai hon. Bie bidt ¢6 thé si dung loi thé& vé chuyén dong ty



46 (38. DOAN THI NHU

nhién cia md nay dé nghién citu tc dung cua cac thude cé tac dung tic ché hoat
déng co bép nhu adrenalin.

1.3, Th& nghiém trén héng trang chudt céng tring (Van Rossum va
Ariens, 1959)

Thit nghiém nay dugc ding dé nghién citu tic dung kiéu muscarin. Hdng trang
chudt cong tréng c6 1gi th& hon héi trang chudt lang & chd né chi cho nhiing dap éng
yéu v61 cac thude kich thich hach nhu nicotin. Mét doan héng trang dai khodng 2
cm duge 14y tit mdt chuét edng tring bi giét bing mét ¢t danh manh vao diu va cét
hong, va duge ria trong dung dich Tyrode. N6 duge treo trong mét binh ngdm chia
10 ml dung dich Tyrode & 37°C va duge théi bot khéng khi vao.

Cac dap dng véi cac thudc kiéu muscarin cho vao duge ghi bing mjt don bay
trén may ghi, Trong thd nghiém nay, dap ing véi acetylcholin hosic mét chét chuin
khac duge xen ké vdi dap iing caa thude thit.

1.4. Th& nghidm trén ta trang chudt cdng tring

Tiéu ban nay khac véi phén lén nhitng tidu bén cd quan cb 1ap khéc d chd do sy
gian thay vi do su co, dugc dung dé phat hién va danh gia céc kinin trong d6 ¢6 céc
peptid d3 duge nghién cttu vé héa hoe.

Mot doan t4 trang 3 em & phia gin 14y tit mot chudt céng tring cin ning 150
dén 250 g dugc treo trong mot binh ngdm 10 dén 15 ml chia dung dich de Jalon
dugc cho thém atropin (1 mg/lit) 30 dén 31°C (Horton, 1959). Mé dudc béo quan &
4 dén 6°C trong 2 dén 3 gid, vi sit bao quén nay tac ddng tdt dd1 v61 kha nang dap
{ing ciia md. Diing d6 phéng to 15 MAn véi don bdy ghi, ma luc cang 14 0,5 g, 481 véi
phén 16n cac doan ta trang. Chu ky thi nghiém méi 1iéu 14 3 hogc 4 phit véi thai
gian tiép xdc 30 gidy. Dung dich dugc ria bd bing di chuyén 1én trén va tran ra
ngoai.

_ T4 trang cb lap gidn ra khi c6 mé#t néng dd thap caa kinin huyét tuong va kinin
nude tiéu. Vasopressin va oxytocin ciing gy gian khi cho cac lidu 16n. Acetylcholin
v serotonin gay co. D& nhan dang mét kinin, cdn thuc hién xac dinh song song

trén tit cung chudt cong trang, da duge xit 1y trude véi stilbestrol.

1.5. Thit nghiém trén hdi trang chudt céng tring

Mot doan dai 3 em tit phdn cudi hi trang clia mot chudt edng tréng dé nhin
ddi, cAn ning 150 d&n 250 g, duge treo trong mét binh ngdm mé ¢b thé tich 10
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ml (Gaddum va Horton, 1959). Dung dich nubi 1a dung dich de Jalon & 31°C,
dugc cho thém atropin véi 1 mg/ml. Chu ky thd nghiém mbi lidu 1a 5 dén 10
phit, tiy theo mic dd nhanh chia dap dng. Thdi gian tic dong cna thudc thu
nghiém la 40 dén 90 giay. ’

1.6. Thit nghiém trén két trang chudt céng trang

Mbt doan cha két trang 1én, dai 3 cm, dugce 14y tit mot chudt cong tridng cin
nang 150 dén 250 g (Gaddum v& Horton, 1959), dude treo trong mot binh ngdm
mé ¢6 thé tich 10 ml. Trong dung dich de Jalon ¢ 25°C, hoat dong co bop ty nhién
giam xudng dudi mic co bdp & nhiét dd cao hdn, nhung vén con tén tai. Chu ky
thit nghiém mbi lidu 1a 3 hoic 4 phut, véi thoi gian tidp xdc 40 dén 60 gidy
(Gaddum va Horton, 1959).

L. CAC THU NGHIEM TREN CAC CO QUAN cO €O TRON KHAC

2.1. Thi nghiém trén manh day da day chudt cong tring (Vane,
1957)

Gist mot chudt cdng tring bing mdt ci danh manh vao ddu, cdt hong va mé
bung. C6 thé nhan biét dé dang phén day ctia da day vi n6 c6 mau xam, trong khi
phén mén vi ¢6 mau hong. Cét 14y phén day, md theo chiéu dec, dit trong mdt dia
chita dung dich Krebs va lam thanh mjt manh dai khoang 4 hogic 5 cm bing céc
nhit cit ngang thich hgp.

Budc mét soi chi vao mbi diu va ldp tiéu ban trong dung dich Krebs & 37°C,
duge thong khi véi hon hop 95% oxy viL 5% carbon dioxyd. Binh ngdm mb tudng déi
dai (8 - 10 cm) nhung 6 thé hep, sao cho thé tich vin c6 thé nhd (5 — 10 ml). Bude
mét ddu clia manh day da day vao mot cai ghim ¢§ dinh trong binh ngam va diu
kia vao mdt don bdy ghi 6 mit trude ctia may ghi. Nén dung mét don bdy tang
trudng luc ma tai lugng ting lén khi cd co ngén lai. Tai lugng § vi tri ndm ngang
thudng khodng 1 g, va thudng dung d6 phong to 5 dén 7 1an. Co khong gidn mét’
cach ty nhién sau khi duge lam co cho nén phai dugc cang ra, dé gitip cho sy phyc
hdi, bing céch cho thém 1 g vao téi trong. Phai dé tigu ban trong 30 phit dé gidn ra
trude khi dung.

Vi mé co chAm nén cin thi nghiém véi chu ky thi gian dai nhu sau: 0 phut:
cho chay may ghi; 1 phut: cho thudc vao; 2 phuit rudi: cho ngiing may ghi, rila tiéu
ban va cho thém tai trong phy; 6 phiit: bé tai trong phu ra vi cho chay may ghi.
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Do d6 khoang cach thdi gian giita cac iiéu 14 6 phiit, Déi khi md chi phuc héi
cham sau khi kéo cdng nén khé ¢6 mot dudng cd ban déu din. Trong trudng hop ds,
khéng kéo cing tiéu ban trong thdi gian dai téi 3 phit rudi ma d€ phuc hédi trong
thdi gian lau hon ma khong kéo céing, vi du kéo cing tiéu ban trong 2 phiit rdi dé
trong 5 phit rudi dé phuc héi, nhu vay khodng cach thdi gian giia cac liéu cho vao
14 10 phiit,

2.2. Thit nghiém trén tif cung chudt cong tring (De Jalon va cng
su, 1945)

D4 nhay eam cta t cung phu thuéc vao tinh trang ciia ¢ quan nay. Trong
thit nghiém nay, diang chudt cdng tring non, can ning 120 dén 150 g va dang
trong thdi ky dong duc. Co thé giy déng duc cho chudt bing cach tiém dudi da,
24 gi¢ trude, mdt liéu stilboestrol 0,1 mg/kg (0,6 — 0,756 ml/mdt chuft ciza dung
dich 20 pg/ml trong ethanol).

Giét chudt va mé bung. Cat lay 2 siing tli cung va dé vao mét dia chita dung
dich De Jalon, tuong tu nhu dung dich Locke nhung chita néng dd thip ion calei.
Tach roi hai siing tit cung va cdt bd md va cdt mé mbi sitng tit cung theo chiéu
doc, sao cho tidu ban 14 mét dai eo, thay vi mot 6ng hep. Thudng cét tiép méi siing
theo chiéu dee, va nhu vay ¢6 duge 4 dai co ti cung tif mt chudt. Bude mét sg¢i chi
vio mbi ddu cta mdi dai co va lép tidu ban trong dung dich De Jalon duge théng
khi v6i 95% oxy va 5% carbon dioxyd. Bugc mét sgi chi vao mdt cai ghim ¢§ dinh
v sgi chi kia va mot don bay cé gn mdt ddu nhon dé ghi 6 phia trude. Tal trong
trén don bdy khoang 0,5 g va 46 phéng to khoang 5 ldn, Binh ngam tuong ty nhu
binh dung cho héi trang chudt lang, dai 5 - 8 em va ¢é thé tich khodng 10 ml.
Nhiét d6 thudng & gitta 30 va 32°C. Tidu ban thudng cdn 15 - 30 phat dé én dinh
trude khi dat duge nhitng dap fing déu dén.

Nhiing dap iing dat duge v6i md nay nhanh hon so vdi dap dng cha day da day
nhung cham hon dép \ing gay bdi héi trang vi ¢6 mot thdi gian tiém tang trude khi
c6 dap tng. Mot di€m khéc nita 1a dap dng thudng khong duy tri lau va mé gidn
ra mdt phén trong khi vln con thude, Cé thé dat duge nhiing dap dng nhip nhang
néu dé thudc trong thdi gian dai; nén tranh nhing sy co nhip nhang, bt ci ty
nhién hosc do thudc gay nén, khi ma néng db calci trong dung dich thap hon miic
§ trong cac dung dich muéi sinh 1§ khac. Thudng tac dung téi da duge gay nén
trong vong 30 gidy nén chu ky sau ddy la thich hgp: 0 phat, cho chay may ghi;
1 phiit, che thudc vao; 1 phit rudi, cho ngiing may ghi va rita tiéu ban; 3 phiit, cho
chay may ghy.
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2.3. Tha nghiém trén chudi cac vong khi quan chudt lang (Castillo
va De Beer, 1947)

Giét mét chudt lang cdn ning 300 g hodic hon bing mdt ¢t ddnh manh vao déu
va cht hong & chd gn nhat véi ddu c6 thé dudc, hogc bing mét lugng qué mifc mot
thudc gay mé khéng kich thich, nhu oxyd nitg. Cét 14y khi quéan, dua vao mdt dia
chita dung dich Krebs va cdt ngang gilia cac khic sun, sao cho ¢ mdt 56 vong co
khi quan.

Budc mdt s6 vong, thuong khoang 6, vao vii nhau bang chi bong, sao cho tao
thanh mét chudi, réi ldp trong dung dich Krebs & 37°C, dugc thong khi v6i hén hgp
95% oxy va 5% carbon dioxyd. Binh ngém co quan tudng d8i dai, giéng nhu binh
ding cho diy da day chudt cdng trdng va dong mach cht thd ¢b lap va thudng c6
thé tich 10 d&n 15 ml Budc mdt ddu ctia chudi vio mot cai ghim cb dinh trong binh
ngim va ddu kia vao mot don bdy ghi. Tai trong trén don bdy tuong dé1 nhd, 0,2
d&n 0,5 g, va do phéng dai cao, 10 dén 12 lén.

Céc dap tng thu duge véi tiéu ban nay xudit hién cham va kéo dai. Néu thude
gay tac dung manh, c6 thé phai dgi 30 phit trudc khi tidu ban phuc hdi hoan toan.
Tuy nhién, néu céc liu thude duge chon gy tac dung yéu, ¢6 th& ding chu ky 15
phiit, trong d6 thudc duge dé tiép xdc véi m trong 5 phut.

2.4. Thit nghiém trén &ng dén tinh chudt lang (Leach, 1956)

Gt mot chudt lang duc trudng thanh, 1dn bing mét cii danh manh vao déu va
cit hong. Cb 1ap dng din tinh mot cach cén than ma khéng 1am gién ra, va dit
trong dung dich Tyrode, dugc bom bot khing khi, 3 37°C. Sau d6 treo tidu ban md
trong mot binh ngdm 10 ml chda dung dich Tyrode dudge thong khi. Do cac co ¢g
biing mot don by mang tai trong nhe, véi d phong dai 8 1an. Dé thude tidp xdc véi
mb trong 1 phut, sau d6 rita bd nudc ngdm dé 1am cho tiéu ban gidn ra. Véi
epinephrin (adrenalin) 1a chét chi véan, d& dat duge nhiing co cd 1dn nhét d nhiét dé
39 d&n 34°C; véi acetylcholin va histamin, ¢ nhiét d6 36 dén 38°C.

2.5. Thit nghiém trén tai tinh chut cong tring (Leitch va céng sy,
1954)

CAt 14y céc tai tinh clia chudt cong tréng vi treo trong dung dich Ringer -
Locke stta déi c6 thanh phan nhu sau (g/lit nudc cat):

NaCl: 9,00 MgCl, - 6H,0: 0,005
KC: 042 NaHCOj; 0,50

CaCl,.2H,0: 0,24 Glucose: 0,50

4 PPNC-A
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D4u tién, cdt bd cac tuyén déng ma khong 1am tén thuong céc tii tinh. Sau khi
cit bd mo bén ngoai, cdt ngang céc tdi tinh & xa ndi vao éng tinh.

Mot binh ngidm m6 15 ml duge ding cho hai tdi tinh. Nhiét d¢ 1a 37,5°C . Binh
duge théong khi vii 95% oxy va 5% carbon dioxyd, va dung dich Ringer - Locke duge
cho chdy véi tée dd 100 ml trong 1 phit. Ngitng cho chéy dung dich khi cho thudc
vao. Mugi phit sau khi d4t c4c tdi tinh vao binh ngam, cac liéu 30 pg epinephrin, &
nhitng khodng cich thdi gian 6 phit, gy nhiing dap Gng déu din. Tiéu ban nay ¢b
1¢i thé hon tdi tinh chudt lang é chd khéng cam tng véi histamin.

2.6. Th' nghiém trén tai tinh chuét lang (Brigger, 1945)

Cd doc va ¢d vong cha tdi tinh chudt lang c¢6 st phAn bé thdn kinh giao cAm.
Diing chudt lang trudng thanh vé sinh due ning 450 dén 700 g. Hai ngay trude, cho
chudt 4n hoa bia (houblon), nhu vy tinh dé bi kich thich cla tui tinh s& ting 18n va
déu hon. Giét chudt lang biing mdt ci danh manh vao ddu va cit hong, ¢t 14y ca
hai tdi tinh va d&t cdn than trong cic binh ngdm md ké nhau, duge duy tri d 38°C.
Binh ngam chda dung dich Ringer (pH 7,2 - 7,4). Cac co co dude ghi biing cach hidu
chinh mét don béy ghi dé cé d6 phéng dai 5 1an. Trude khi thit nghiém, dé yén cac
tui tinh trong nia gid véi mot tai trong thich hgp khoang 1 dén 2 g. Oxy duge bom
thanh bot nhé lién tue vao trong dung dich ngdm md.

Cé thé thit nghiém cac thude c6 tac dung gidng than kinh giao cdm trén tai
tinh chudt lang, nhung thudng st dung nhiéu hon dé thi cac thude e ché thin
kinh giao cam.

III. THU NGHIEM TREN CO VAN

3.1. Thit nghiém trén cd thiang bung &ch ¢b lap (Perry va cong su, 1968)

Maic di ¢6 nay 1a co vin nhung khéng tdc dong nhu cic co vAn ddng ty chi
khéac ma dap dng véi acetylcholin badng mét su co cham. Do vy, d6 1a mt tiéu ban
rdt 6 ich dé chitng minh téc dung cta cac chat phong bé& sy din truyén & dudng
tiép than kinh - co bing cach tac dong theo kidu nhu mét liu qua mic cfia
acetylchohn.

Tiéu ban cd thing bung &h thudng duge 14y tir cac loai &ch Rana temporaria,
Rana pipiens, hodc Rana esculenta, nhung bat ci loai éch nao cing ¢6 thé ding
duge. Dung nhiing &ch nhd, trong lugng khéng qua 50 g. Dé &ch trong nhidu tudn §
4°C ma khong cho #n. Dap cho éch bat tinh va cit bé ddu va pha hiay tiy sdng.

4 PPNC-E
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Ghim &ch vao t&m van md. Kep bing mét cai kep vao da bung (khong phai la cd
bung) va cit da ti trén xudng uc xuéng dudi réi cit ngang dé boc 16 toan b bung
&ch. 88 nhin thay r6 hai cd thing, § m&i bén cha dudng gida tu day clia xuong \c
xudng dudi.

C4t bd xuong (e ngay trén mii de & day c@ia nd, ¢t 14y hai cd dinh vao né va dé
vio dia chiia dung dich Ringer cho &h & nhiét d6 phong. Cac co duge cAt chia ra,
trit phi ¢d qué nhd va bude chi vao diu va day ctia mdi manh co. Mot sgi chi duge
budc vao cai ghim trong binh ngém cd quan va sgi chi kia vao don bay. Ddi trong
trén don biy 1a 0,5 g dén 1 g. Tidu ban duge gik & nhiét 46 phong trong dung dich
Ringer ding cho &ch duge thoi khong khi vao.

Dung tich ciia binh ngam 1a 10 - 15 ml. C6 thé phai gin mot may rung dé ngan
can ddu nhon ghi dinh vao gidy va cach thudn tién 14 14p may bom khong khi cho
dung dich ngadm vao tru ding trén do6 14p ddn bay ghi. Sau khi cd dugce lam co, no sé
khong gidn mdt cach nhanh chéng sau khi rita bd thudc, va phai duge cing mdt
cach nhe nhang bing ting déi trong. Thudng bude qua can 1 g vao don bdy & cling
khoang céch tit diém tya don bdy nhu khoéng cach cda tiéu ban, nhung d bén kia.
C6 thé ting hodc gidm trong lugng nay khi nao cén.

D& tiéu ban cing nhu vay trong {t nhat 30 phuit, thuong dé 1au hon, trude khi
b&t ddu thi nghiém. Mo c6 thé hoat dong kéo dai trong 24 d€n 48 gid, hotc 14u hon
néu phong thi nghiém khong qué nong. Khi cit chia c6 thing bung cha mdi &h dé
dude hai tiéu ban khdng nhing ti&t kiém hon ma thuong con tét hon vi tranh ¢o6

mét ménh mb to va day trong binh ngim.
M&bt chu ky thao téc thich hgp khi dung acetylcholin 13m chat chi van nhu sau:

0 phut: Nang qua cin 1 g lén va cho chay may ghi; 2 phut: Cho acetylcholin
vao, 3 phit rudi: Ngiing may ghi, rita cd va ha qua can 1 g xudng; 6 phit: Néang
qua can 1 g lén va cho chay may ghi.

Véi chu ky nay, cit 6 phut mot lin cho mét lidu acetylcholin, nhung véi cac
thudc khac c6 thé phai dé 1au hon dé thudc tac dong va sau d6 a6 rita hét thudc. Dol
véi mot s6 hgp chét cé tac dung ki&u nicotin, chi cé thé cho mét liéu cit 30 phut mot
14n, dé thudc téc dong trong 5 phiit, va tiéu ban cAn thdi gian con lai € phuc héi.

Vi kho r6t ddy binh ngam cd quan (10 - 15 mD) mét cach that chinh xac téi cung
mét mic mbi 1n, nén thay vi cho thudc vao binh ngam bing mdt dng hut, sé tot
hon néu pha thudc ch van trong dung dich Ringer cho &h va thay dung dich ngam
véi dung dich nay véo thoi gian thich hop. Thé tich ctua dung dich ngim sé& khéng
quan trong, v6i didu kién la tiéu ban duge ngap trong dich ngam; néng dd sé duge
biét mét cach chinh xac. Vi cd thing bung &ch 13 mét tiéu ban khoe va chi co cham,
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nén c6 thé thay dung dich bing cach théo rat va lai d6 ddy binh ngam, khéng cin
thay dung dich bang chiy tran ra ngoai binh ngam.

3.2. Tiéu ban day than kinh hoanh - ¢d hoanh ctia chudt ¢éng tring

Tiéu ban nay, duge mé ta dau tién bdi Blllbring (1946), c6 thé diung dé nghién
ciu tac dung cua thudc trén sy co co van cla cd hoanh do dap dng véi kich thich
dién day thdn kinh hoanh.

Giét mot chudt cong tring biing mét ci danh manh vao ddu; cdt hong va dé
chay méu cang nhidu cang t8t vi cAn phai ¢& cho nguc khéng c6 mau. Loai b 16ng
va da 3 gitta nguc. DAy théin kinh hoadnh trai cha dong vat d& phiu tich hon 12 diy
phai va m#c dit ¢6 thé phiu tich cd hai day than kinh nay, nhung nén bit diu véi
ddy thén kinh hoanh trai dé c6 duge t8i thidu mot tiéu ban 6 thé hoat dong duge.

Tach céc cd tit quanh thanh ngyce phai vé phia sudn bing cach dua kéo cin vio
gifta hai suon va md réng ra. CAt cAc xuong sudn qua sat diy clia xuong e va kiém
tra xem thanh nguc ¢6 théng & bén trong; diy thin kinh hoanh gén vao mét mang,
mang nay doi khi bam chit vao bén trong thanh ngue, va trong trudng h¢p nhu
vay, phai l1am mang dé bong ra bing cach nang thianh ngyc lén, hosc choc nhe
nhang véi chiée kep ciin mii. Cét cac xuong sudn vé phia sudn clia déng vat. Phin
trén cia ngye bj loai bd hoan toan, va c6 thé nhin rd ddy thén kinh hoanh chay tir
¢o hoanh dén tuyén tte. Rach mét dudng & thanh bung ngay dudi cd hoanh vi cét 2
nhéat qua co hoanh va cac xudng sudén gin vio cd nay, vé phia edt séng, mot tit phia
trude, va mot tif sudn cia ddng vat. Nhitng 1at cdt nay c6 thé tao ra mot manh co
hinh c&i quat ma dinh 1a chit gin quanh tinh mach ch, vd manh cd nay c6 cdc ré
cua day than kinh hoanh khoang 2 - 4 mm tit dinh. N&u ménh ¢¢ nay dude ning
1én nhe nhang thi ¢6 thé giai phéng day thAn kinh hoanh dén tuyén dc. Khéng cén
phai ¢6 géng phiu tich dé loai bd hoan toan mang bam vao diy thdn kinh. Cét day
than kinh ngay dudi tuyén fc va chuyén toan bd tiéu ban vio trong mot dia phéng
chia dung dich Krebs.

Bujc mét s¢i chi mot cach chic chédn vao phén gin tao nén dinh ciia miéng co
hoanh. Budc mét s¢i chi thit hai, t&t hon 12 ¢6 mau khac, vao ddu cit cia day thin
kinh. Ché& phdm s& co khi buge thit nit. Cit bé mang bam vao day than kinh § gén
ed, sao cho ddy than kinh khéng con bi bAm dinh v& khong bi kéo khi ¢d co. Tiéu
bdn duge ning 1&n bdi sgi chi bude vio cs hoanh - ma khéng phai bdi sgi chi bude
vao diy thdn kinh - va cAc xudng sudn duge xién vao dinh ghim déng 1én. Tiéu ban
duge ha thdp mdt phén vao trong binh ngadm ¢ quan va sgi chi tif co duge bude tam
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thoi vao don bdy. Sau do tiéu ban duge treo mgt cach chéc chin, mot phan ngap
trong dich ngam, trong khi sqi chi bude vao ddy than kinh, chd khong phai 1 ban
than day than kinh, duge xAu qua dién cuc. Lic nay ha thap hoan toan tidu ban, va
day than kinh duge kée mot cach nhe nhang vao trong dién cue; cdn than trong
nhin d& day thin kinh khéong bi cang.

Viéc phu tich day than kinh hoanh bén phai phtic tap vi day nay chay sat
canh tinh mach chti va chi thu duge mot doan ngén hon. Khé tach ciﬁy than kinh
khéi tinh mach chi va khong cén phai ¢§ géng lam diéu ndy, méc dit eAn phai dam
bao ring day than kinh sé& khong bi kéo khi cd co.

Dung dung dich ngdm mo la dung dich Krebs,duge thong khi tdt vdl oxy (95
phén tréim) vA carbon dioxyd (5 phén tram) va thudng lam thi nghiém & 37°C; 6
nhiét dé nay, tiéu ban cb thé séng so6t trong vai gid. Céc sy co ctia co duge ghi vdi
mit don bay c6 mdt 16 xo nhe véi mot ddu nhon ghi ngang. Day than kinh thutng
duge kich thich v6i tan s0 khoang 12 ldn trong mot phut bing cac xung song hinh
chit nhat ¢6 thoi gian kéo dai khodng 0,5 phan nghin giay. Néu tidu ban 6 tinh
trang t8t, nguoi ta & th&y tac dung cda cuong dd cia kich thich trén cudng 46 cia
sy co hAu nhu 1a t&t ca hodc khong c6 gi. Nhiing kich thich hét sttc nhé gy mét dap
{ng t6i da, va chi c6 thé dat dugc nhiing dap tng 16n hon bing cach tang théi gian
kéo dai kich thich, difu nay gy kich thich nhigu ¢ mét 6 sdi cd.

Binh ngam c6 dudng kinh 30 - 40 mm; thé& tich dung dich ngim thuong khoang
40 ml. Vi céc thudc thudng duge cho thém vao bing &ng hit, binh ngdm phai duge
48 day t6i ciing mdt miic moi l4n. S& thuan tién néu bao gid cling d6 day binh ngdm
d&n mic caa dién cye trén, difu nay bao dam 1a day thin kinh duge gi@ dm va
khéng c6 mdt ugng qué mic dich ¢rong binh ngdm trong d6 liéu thudc bi pha lodng.
Tac dung thudng dudc quan sat thiy trén tiéu ban nay 12 su phong b& than kinh co
va cdn sép dit chu ky thoi gian sao cho thude ¢é nhidu thoi gian dé tac dong; va
thudc ciing cAn c6 nhiéu thoi gian dé phuc hdi. N&u thudc can c6 3 phit dé gay tac
dung, thi s& khong thé cHo thém mdt liéu nhiéu hon mét 14n trong 10 phut, nhu vay
sau khi ghi su co binh thudng trong 1 phiit va tac dung cha thudc trong 3 phut, sé
cin d& 6 phit dé hdi phuc sau khi da rita sach thudic. N&u dé thude tac dong 14u hon
(5 phit, hoac 8 phit), cb thé ding nhiing liéu thude nho hon va thoi gian can dé
phuc héi khong dai hon mot cach quéa mic. Chu ky thoi gian thi nghiém nhu sau:

0 phiit : Khoi dong may ghi.
1 phut » Cho thude vio.

6 phit . Ngiing may ghi va ria tiéu ban.
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8 phit
10 phiit

: Ria tidu ban.

: Khai dong may ghi.

Nhung cén phai dé thdi gian 14u hon dé phuc hdi néu co co khong trd vé do 1én

ban diu.

Cédce dung dich muéi sinh Iy

Céac bang sau day trinh bay thanh phén bing g/lit cia nhiing dung dich musi

sinh 1§ duge diing phd bién nhat.

Bang 1. Cac dung dich mudi sinh Iy diing ngAm mé, thanh phan biing
g/lit (theo Perry va céng su, 1968)

Krebs HI::::i;.it Locke | Tyrode | Ringer E:E::r

(1950) (1932) (1801) | (1910) | (1894) cho &ch
NaCl 5,5 6,87 9,0 8,0 9,0 6,5
KCl 0,35 0,4 0,42 0,2 0,42 0,14
MgCl, - - 0,1
MgSO,, 7TH,0 0,11 0,14 . .
CaCl, 0,28 0,28 0,24 0,2 0,24 0,12
NaH,PO, - 0,14 0,056 0,01
KH,PO, 0,16 . - .
NaHCO, 2,1 2,1 0,15 1,0 0,6 0,2
Glucose 2,0 2,0 1,0 1,0 1.0 2,0
Acid pyruvic 0,27 Chuyén thanh
Acid fumaric 0,62 mudi natri
Acid glutamic 0,45 véi NaHCO,

O, hosc | O, hode .

Egig‘;‘ggkhi 0, +5%CO, | 0,+5%C0, | 0, kil:;?g kzl;{;)l?.g Khon
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Bang 2. Thanh phén cic dung dich diung ngam cac md (theo Turner, 1965)

Dung dich (néng d bing g/lit)

Hop chit | Ringer- | 1oy | Bner | myrode | 0% | pven | K798
Nal(l 9,15 9,00 6,00 8,00 9,00 7,60 6,90
K(Cl 0,42 0,42 0,14 0,20 0,42 0,42 0,35
CaCl, 0,24 0,24 0,12 0,20 0,06 0,24 0,28
NaHCO, 0,15 0,50 0,20 1,00 0,60 2,10 2,10
MgCl,, 6H,0 - - - 0,10 - - 0,11
NaH,PO,, H,O - - 0,01 0,05 - 0,142 0,14
Glucose 1,00 1,00 2,00 1,00 0,50 2,00 2,00
Sucrose - - - - - 4,50 -

Trong bang nay 1a dung dich Krebs-Hensleit, ¢6 nhiing sy khic nhau sau day
so véi dung dich Krebs: MgSO,, TH;O thay vi MgCl,, 6H,0 va KH,PO, thay vi
NaH,PO,, H,0.
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CHUONG 4

PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUGC LY
THUOC GIAM DAU

GS. Poan Thi Nhu

M

MO DAU

Cac thude giam dau tc ché cac phan Ung d6i véi kich thich ¢6 hai. Cac thude
gidm dau duge phan biét vdi thudc gay t&, 1a chdt ngin can su din truyén kich
thich c6 hai tit diém ap dung dén hé thén kinh trung uong. Cac thudc gidm dau
duge chia lam hai loai: (a) cac thudc gidm dau gy ngh va (b) cac thudc giam dau
khéng giy nga, vi vy, cac phuong phap nghiém cdu duge 1y thude duge chia thanh
cac phuong phap nghién citu thude gidm dau gdy ngu va cac phudng phap nghién
ctiu thude gidm dau khéng gy ngu (Turner, 1965).

Céc thudce gidm dau gay nga lam gidm hofic lam mat clc cam giac dau dén do
tac dung trén cdc trung tdm ving d8i cha hé than kinh trung udng. Bén canh cac
thudc giam dau thién nhién: thudc phign va chc alcaloid phenanthren clia thude
phién, ¢é cac thude giém. dau dudc s&n xufit bing phuong phap téng hgp.

Morphin 1a alcaloid giam dau dién hinh, ¢6 tac dung dac biét trén cac dau ndi
tang. Morphin ic ché vé néo, 1a thudc giam dau manh, 1am ting ngudng nhén cam
dau, & cac lidu thap, d6i véi cac dau tu nhién ho#ic dau giy nén, lam maét cac phan
{ing va 1am mit lo ldng do dau. Nhitng tac dung bat lgi clia cée alcaloid ctia thube
phién (gay khoai cAm va gdy nghién) huéng viée nghién ciu téng hgp nhitng thudc
giam dau khac.

Cac thudc gidm dau khong gy ngd, vi du nhu natri salicylat va acid acetylsalicylic,
lam ting ngudng nhan cdm dau. Cac thudc nay cé tac dung yéu hon nhiéu so véi
morphin, nhung khéng gay khoai cim va khéng gay nghiém. Ching tac dung trén
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cac hé cdm thy ngoai bién, gy tc ché& cac phan iing dau ddn & ché gay bdi tiém
bradykinin vao ddng mach lach (Schmitt, 1970).

I. PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUGC LY THUOC GIAM DAU GAY
NGU

1.1. Thi? nghiém kep dubi (Bianchi vé Franceschini, 1954)

M6t nhém chuét nhat duge tiém dudi da hosc tinh mach mét lidu thude thi
nghiém. Ba mudi phit sau, dat kep, 1am bing cach boc cac gong clia mot cai kep
dong mach trong cao su modng, vao gdc ciia dudi chudt trong 30 gidy. Cac chudt
khong duge cho thuée cé nhitng c§ ging lién tuc d& lam bat kep ra bing cach cén
vao kep. Cac thude giam dau lam cho chudt nhit trd nén thd ¢ véi viée kep. Di
nhién can phdi hidu chinh ap lyc cha viée kep sao cho vita di dé 1am cho tat ca
chuét d6i chiing déu dap tng bing ¢§ ging lam bat kep ra.

Ty 1¢ phan tram chuft nhdt trong mét nhém khéng cé cdm gide bibu thi hidu
lyc ctia liéu, va ¢6 thé tim thdy liéu tac dung 50% (EDsy) biing cach thit nghiém véi
mét loat liéu. Dudng tidm dudi da duge ua dang hon vi véi dudng cho thudc nay, doc
tinh thap hon, va hiéu lye gidm dau manh hon. Thit nghiém nay c6 thé t&t hon thi
nghiém ban (t4m) néng, duge md ta & dudi, vi mét kich thich cé hai giy béi nhist do
cao dnh hudng dén tdy séng & dong vat, trong khi cdm gide dau & ngudi duge trung
gian qua vang ddi va vé nao. Nhu vAy nén thd nghiém tac dung giam dau bing mot
phuong phéap ¢é lién quan véi cic trung tdm cao cdp cia hé than kinh.

Phuong phap nay duge nghién ciu ti€p bdi Bianchi va David (1980), dung cac
chudt nhit trdng dyc. Trong mdt s§ thit nghiém, cho thudc bing dudng udng, va dé
chuét nhin ddi qua dém. Sang loe 14y nhiing chudt khong dap ng bing thi nghiém
t4t cd chudt nhit véi vide kep dudi; loai bd cde chudt khéng bit ddu nhiing cf géng
lién tuc dé loai b kep trong vong 15 gidy. Céc chudt nhét ¢6 dap tng duge thi
nghiém lai ngay trudc khi cho cac dung dich nudc, 0,5 m] cho 20 g thé trong.

Sau 30, 60 va 90 phut, lai dit kep. Mc}t. dap Ung giam dau duong tinh dude ghi
néu khéng ¢é cd ging loai bd kep trong 15 gidy, § bat cit 14n nio trong 3 lin quan
sat. Tinh lidu ED,.

Liéu EDg, uéng cla pethidin hydroclorid 1a 27 mg/kg. Qua dudng tiém dudi da,
morphin hydroclorid, véi liéu 12,5 mg/kg, gdy giam dau sau 60 phit ¢ 21/25 chudt
nhit; pethidin hydroclorid tiém duéi da, gay giadm dau véi lidu 35,0 mg/kg, & 10/25
chudt nhit.
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1.2. Sv ép dudi duge do (Green vd cfng su., 1951)

Trong phuong phap nay, dung mét giéng chudt cong tréng do giao phéi thin
thudc sinh ra. Dung cu dé giy nén mét ap luc ting 1én mét cach déng déu trén dudi
chudt cong tréing gdm cé hai bom tiém, néi cac ddu véi nhau biing mot dng chit déo
dé uon, khong dan héi, chita ddy mot chit 1éng. Mot nhanh bén caa dng duge ndi
véi mot ap k&, Bom tiém thit nhat dude dat thing ding, ddu hudng 1én trén. Dudi
chudt duge dat dudi pittdng cia bom tiém nay. Khi ap lyc duge tac ddng trén
pittdng cta bom tiém thit hai, 4p lyc nay duge truyén qua hé théng thay lyc dén
bom tiém thd nhat va tiw dé dén dudi chudt. Su dn xudng ddng déu cha bom tiém
thd hai nhu vay lam tdng ap lyc trén dudi chudt.

Mat cua pittdng ti€p xte véi dudi 1a mot hinh tron cé6 duong kinh 25 mm va hoi
16m. Doc 58 ghi trén ap k&€ khi chudt dap (ing, dau tién 1a ¢d vung ra, sau 46 kéu
chiit chit. DAu cha dudi 1a chd t6t nhit dé dat dap ng nhanh chéng. Dé so sanh,
14y céc s6 ghi trén ap ké& bang milimet thiy ngén, ¢ tu thé nghi, déi véi chudt déi
chiing va chudt duge cho morphin hoic cie thude gidm dau khac. Ding mét dung cu
truyén dong co hoc thuén tién dé chuyén déng bom tiém thit hai sao cho 4p lyc ting
mdt cach ddng déu & 20 mm thiy ngin cho mdt gidy va c6 thé ngay 1ap tic tha ra
sau dap ung kéu chat chit.

Con s6 trung binh logarit clia trj s6 ngudng bdng milimét thity ngin lam cho
chuét kdu chit chit 14 57. Con s trung binh logarit déi v4i mét nhém chudt 30 phit
sau khi cho morphin sulfat véi liéu 3 mg/kg 1a 151, Khi vé so dé logarit ciia ngudng
trung binh d61 véi logarit cta lidu, ngudi ta duge mot dudng thing. Néu mubn cé
nhiing két qua dinh lugng, ding cd¢ nhém chudt & nhitng 1iéu khac nhau. Mjt con
vat duge coi 1a thé hién sy gidm dau duong tinh khi ngudng cta né 16n gép hai 1dn
ngudng trung binh ctia nhém d6i chitng. Liéu EDy, d61 v6i morphin sulfat cho chudt
cong trdng 10 tudn tudi 1a 6,9 mg/kg. Lidu ED,, d6i véi ddp Ung ving vAy ciing
tuong ty nhu vdi dap dang kéu chiit chit.

Blair va Stephensen (1960) di sit dung phudng phap nay véi thiét ké thu
nghiém chéo nhau. Do ap luc trén dudi cdn thiét dé 1am chudt cng tring kéu chiit
chit nhu mé ta 8 trén. Mot thude thi nghiém duge tiém dudi da vao suon dudi dang
hoa tan trong 0,2 ml dung dich NaCl ding truong cho 50 g thé trong. Do nhic lai 6
14n & khodng cach 10 phut. Tinh chi s6 giam dau bing cach chia 4p lyc sau khi tiém
dé lam ké&u cht thit cho 4p luc trude khi tidém. Con s8 trung binh cha 6 chi s§ duge
diing dé so sénh. Ap luc cao nhat duge dung 13 3 14n tri s6 A8 ching (trude khi
tiém) trung binh.
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Dandiya va Menon (1963a) di 4p dung phudng phap ép duéi siia d6i. Dung
chudt cfng tring ca dyc va cai cAn ndng 100 — 150 g. Cho dudi chudt vao mét cai
kep bing kim khi. Mt cai nit 1am quay dinh vit ddy t&m kim khi ti mét bén clia
kep sang bén kia, nhu viy s& ép dudi chudt vao bén ddi dién. Phén nay caa dudi
(dai 2,5 cm tit ddu cta dudi) duge dat dudi migng kim khi di dong nay, va mit dugce
vin cho téi khi miéng kim khi vita cham vio b& mit ctia dudi. Sau d6, xac dinh s6
lugng cdce vong quay tiép sau cin thidt dé giy dap ing kéu chut chit. Mot dau trén
nit vin giip d€m chinh x4c cac vdng quay hoan toan ctia dinh vit va cac vong quay
khdng hoan toan. Cac déng vat khéng biéu 16 d&u hidu vé cAm giac dau ndo sau khi
da tang g4p 2 14n (ho#dc hon 2 14n) s§ hugng trung binh cac véng quay dinh vit trude
khi cho thude duge coi 1a ¢6 tac dung giam dau dang ké.

Morphin (1,56 mg/kg) lam ting s6 ligng cAc vong quay dinh vit tit 0,95 {trude
khi cho thudc) 1én 1,80 (40 phit sau khi cho thudc). D4 nhan xét thay sy gidm dau
c6 ¥ nghia ¢ 7/20 chuft. V4i lidu 3 mg/kg, cic tri s6 12 1,0 va 2,55, véi 12/20 chudt
biéu 1§ sy gidm dau (Dandiya va Menon, 1963a).

Liéu 1,0 mg/kg morphin duge coi 1a dudi mitc gdy gidm dau. Cho thudc an thin
cung vdi liéu dudi mie gidm dau dé ching minh sy téing tac dung clia morphin. Véi
liéu 10 mg/kg clorpromazin, s8 lugng vong quay 40 phit sau khi cho thuée 14 2,0 so
véi 1,2 trude khi cho thude. Vi lidu 3,0 mg/kg reserpin, cée tri s6 14 0,45 va 0,65.

1.3. Thit nghiém kich thich biing nhiét

Phan 16n c4c thlt nghiém v& dap dng ddi vai kich thich nhiét bao ham viée dit
déng vt trén mit bé mit néng hojc nhiing dudi trong nudc néng. Ky thuit cia
Janssen va Jageneau (1957) dic biét don gidn va ¢6 hidu qud. Budng roi nhe
nhang chugt nhét tring duc cAn ning 20 — 30 g trén moét ban néng, trén d6 dat
mdt &ng thuy tinh hinh tru dé cAdm giit. Ban néng duge duy tri 8 55° dén 55,5°
bdng mét binh ngdm bing déng chita mdt hdén hop sbi cha cac phdn bing nhau
cha aceton va ethyl format. Thdi gian phén ving 1a khoang cach tit lic chudt dude
d#t trén ban néng d&n luc chuét li€m chén hodc nhdy ra ngoai dng hinh tru.
Khéng dé€ § d&n nhiing dfu hidu khé chiu khac nhu da va nhdy 1én ciia chuét.
Dung nhiing nhém 6 chudt nhét tring,

Do thdi gian phan dng vdi sai s& 1/5 gidy, 6 10 va 5 phit trude khi tiém dudi da
ho#ic cho udng thude, va & 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 180 va 240 phit sau khi tiém
ho#ic cho uéng. Thé tich dung dich ding 1a 0,1 ml cho 10 g thé trong. Thai gian
"binh thudng" 14 6 trung binh clia thai gian phan {ng 10 phtit va 5 phit truée khi
cho thude. Dap dng 14 duong tinh khi thdi gian phan fing sau khi tiém thudc dai
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hon 30 gidy & it nhit mot 14n, hoc khi ba hodc nhidu hon s6 ghi 16n hon thdi gian
phan dng binh thudng gdp it nhat ba l4n. Thai gian phén Ung binh thudng trung
binh cho 10.000 chudt nhit tréng 12 khodng 5 gidy. HAu hét cac chudt liém chén
trong vong 10 gidy (Janssen va Jageneau, 1957).

Ciing ¢6 thé dung chuét cong tring mot cach tudng ty, v6i mot ban néng lén
(dudng kinh 26 cm, chidu cao cha #ng hinh try 25 cm). €6 thé xac dinh liéu EDy, 12
lidu thudc di dé 1am cho 50% ddng vat thé hién dap ing duong tinh & 30 phiit sau
khi cho thudc. Ty 18 clia cac lidu EDg, cia mét s& thude so véi EDg, cia morphin
hydroclorid la: methadon hydroclorid, 2,32; va pethidin hydroclorid, 0,43.

Phudng phap ban néng cua Woolfe va Macdonald (1944), dugc sta déi boi Eddy
va Leimbach (1953) 1a phudng phap thudng dugc dung. Ding chudt edng trang ca
hai giéng, cn ning 100 - 150 g. D& chuét trén ban néng trong thoi gian t61 da 30
gidy. Nhiing chudt thu thudc c6 thdi gian phan Ung tang lén it nh#t hai 14n so vdi
th¥i gian phan dng trung binh cha chc chudt d6i ching dude coi la biéu hién sy
giam dau cb § nghia.

1.4. Thit nghidm vé sy hgp déng vi thude giam dau

Cé6 thé sit dung phuong phép bén néng @& chitng minh khdng nhiing hoat tinh
giam dau ma ca hoat tinh an than. M6t thi nghiém vé su hgp dong téc dung vii
pethidin da duge Smith (1961) mb ta. C6 thé thi nghiém t&t cd cac chat e6 hoat
tinh gidm dau, an thdn. Smith (1961) cho bigt t&t cd cac thube gay trdn tinh déu
thé hién hoat tinh duong tinh.

Cac nhém 20 chudt dugc chia thanh cac phan nhém 10 con cho méi liéu trong 3
lidu cha pethidin: 2,4, va 8 mg/kg. DGi véi mot lidu pethidin, mot phan nhém duge
cho pethidin don dc, mdt phan nhém dudgc cho pethidin v& thudc thi nghiém véi
lidu bing 25% lidu gay chét 50% (LDsy). Ty 1é phén trim gidm dau duge tinh bing
mét thit nghiém vé nhiét.

1.5. Thit nghidm vé sy déi khang vdi nalorphin

Thit nghiém nay dude thiét k& dé chiing minh cc tac dung tudng ty morphin
clia mot thudc. Nalorphin ¢6 tac dung ndi bat 1a cb th& 1am m4at phin 16n cac téc
dung cta morphin.

Chudt nhét, chudt cdng tring, hodc ché duge cho mét liéu doc ctia mdt thude,
ti&p theo sau la duge tiém tinh mach 0,5 dén 10 mg/kg nalorphin ngay khi quan sat
thdy tac dung t3i da. Mot thudc, 1a piritramid, gdy cac dap fing: Jam mét cAc phan
xa diing théng 1én, phén xa giac mac, va phan xa chia loa tai, ciing nhu nhip thd
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chdm; cac tac dung nay da bi d6i khang trong 1 phiit béi viéc tiém tinh mach 1,25
mg/kg nalorphin (Smith, 1961) .

Theo 1y thuyét, nalorphin ¢6 thé ddy morphin khéi cic vi tri ctia thu thé va nhu
vy lam mé&t cac tic dung chia morphin, C6 thé cho ring nalorphin ciing cé kha
ning d61 khang cac tdc dung cia nhilng thude gidm dau khéc vdi ciing cg ché.
Nalorphin vdi liéu 5 mg/kg 1am ddo nguge sy gidm dau gay bdi 10 meg/kg morphin.
Trong thyc t& tdt ca cac thue gidm dau giy ngt manh déu bi d6i khang béi
nalorphin.

1.6. Thit nghiém vé sy co citng ¢d do oxytocin

Da nghién citu thiy oxytocin, hormon cia thay sau tuyén yén, giy cac co td
cung, giy sy "co citng cd” & chudt céng trang. Dap ting co ciing cd gém céc co bung,
su cing ra caa thidn ddng vat va cdc chan sau, va sy van cia g thé § héng véi su
quay vé phia trong cia mdt chan sau. Cé thé dy phong dap ing nay bing viéc cho
trudc morphin va céic chit ¢d lién quan.

Céc chudt cdng tréng cai, can nang 120 dén 140 g, dugc cho. estrogen bing cach
cdy dudi da mét vién nén 15 mg diethylstilbestrol vao bdp dii ctia chudt. Sau 10
tuéin, ta c6 cac chudt séin sang cho thil nghiém gidm dau. Thude thit nghiém duge
tiém dudi da 15 phit trudc khi tiém vao mang bung 2 don vi oxytocin (mét lidu
EDgy). Dung cac nhém 10 chudt. Xac dinh ty 1& % gidm trong ty 18 trudng hgp bi co
cling ¢g, v danh gia céc tri s6 EDy,.

1.7. Th@ nghiém nhing duéi trong nudc néong

Sau khi tiém vao mang bung thudc thi nghiém, dat mot nhém 10 chuét nhét
trdng trong cac tdi cA nhan hinh nén, lam tir mét manh gidy cting hinh vudng, duge
gdp vA déng bang dinh kep dé tao thanh mét hinh nén ho#ic hinh chép (Ben -
Bassat va ¢ong sy, 1959). Dudi chudt thd ra tit mét canh. 3 nhitng khoang cich
thoi gian, giit chuét sao cho dudi duge nhiing hoan toan trong nude ngadm & nhiét do
58°C. Ghi thoi gian cho téi khi ¢6 phan ting dién hinh - i giat manh duéi - véi miic
sai s8 1/10 gidy. Nhéc lai thi nghiém ci 30 phit mét 1an, bit ddu 15 phit sau khi
tiém. Thyc hién hai s6 doc lién ti€p & mdi khoang cach va ghi s6 doc 16n hon. S8 doc
trung binh 16n nhat duge 14y dé chi thoi gian cla hoat tinh t51 da. N&u chugt nhét
khéng dap Ging trong 6 gidy, nhdc chudt ra khéi nudc ngam.

Liéu ED;, 12 liéu giy cho 50% dong vat khéng dap Ung trong vong 5 gidy. Céc
lidu can thift etia cac thude dé gay thdi gian khéong dap dng 5 gidy hodc hon la:
morphin hydroclorid, 5,5 mg/kg; va pethidin hydroclorid, 12,5 mg/kg (Ben-Bassat
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va cong s, 1959). Mot phudng phap tuong ty (Janssen va cong sy., 1963) dung
chudt cong tréng cai non va nudce § nhigt d§ 55°C. Théi gian phan tng la 1 dén §
giay khi chudt duge cho dung dich NaCl ding truong. Néu mgt chudt co thoi gian
phan dng 6 gidy hoac dai hen, hidu qua gidm dau duge coi 1a duong tinh, va tinh
ED,, cho nhom 10 chugt. Liéu EDg, tiém dudi da d6i voi morphin hydroclerid 1a 3,5
mg/kg; 46 voi pethidin hydroclorid 1a 11,0 d6i véi piritramid 12 3,6 mg/kg.

I. PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUGC LY THUOC GIAM DAU
KHONG GAY NGU

2.1. Thit nghiém trén sy quin dau giy bdi héa chat

Thit nghiém giy quén dau cé thé la thit nghiém thuong duge diing nhét dé
khio sét tic dung cia cac thudc giam dau khong gy ngt. Trong thit nghiém gy
quan dau cia Koster va cong sy (1959), dang chudt nhét trdng duc cin ning
18-22 g, gdy quan dau bing cach tiém mang bung cho chuédt 0,1 ml dung dich
acid acetic 1% trong nudc. Thudc thi duge cho udng hodc tidém dudi da 30 phat
irudc khi tiém acid acetic cho nhitng nhém 6 chudt nhit. Dat mbdi chudt trong
mdt cée vai rong miéng, va d€m s& lugng nhiing con quén dau trong tiing thoi
gian 5 phit, va téng céng thoi gian quan sat va d&8m cac con quin dau véi mbi
chudt 12 35 phit. Chudt d8i ching duge cho dung dich NaCl dang truong.

2.2, Thi nghiém do d§ dau d chin

Phuodng phéap dé do tac dung gidm dau nay dung dong dién lam tac nhan kich
thich c6 hai (Charlier vi cong sy, 1961). Dung mét chudng cho chudt nhét ma san
dude lam bing cac dai kim khi nhan déng dién c6 dién ap duge biét.

Dat mot chudt nhéit trdng trong chudng, va xac dinh dién ap té1 thiéu cta
dong dién 1am cho chugt phat ra mot tiéng kéu. Ngét dién ap. Thyc hién vige do
cit 10 phit mot 1dn trong 1 gid. D& c6 két qua c6 gia tri thong ké, dung nhém
chudt 10 con. Sau Idn xéc dinh thit hai hodc thd ba, dién ap trung binh trd nén
déu dan & khodng 20 von. Ti€p sau d6, cho thue thii nghiém cho chudt, va thyc
hién xac dinh cit 10 phit mot 14n. Thude ¢b tac dung gidm dau lam ting dién ap
cin thidt d€ 1am chudt phat ra tiéng kéu, Ti€p tuc viée xac dinh cho t6i khi tri s6
dién ap trd vé tri s§ d6i ching.

V& so d8 sy khac nhau gifta dién ap trung binh, sau khi cho thudc va dién ap
dédu dan, d6i ching 13 tung dd, ddi lai véi thei gian la hoanh dd. Dudng cong cho
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phép sy danh gid cudng 46 va thoi gian kéo dai tac dung giam dau. Dién tich dudi
dudng cong cho phép do ddng thdi hai tinh chdt, bing ddn vi tiy ¥ quy dinh

2.3. Thi nghiém do dé dau & irye trang

Dt mét chudt cong tréng trong mét chudng nhst nhd, ¢6 mét t&m déng lam
san, dudc nft vdi mdt cudén cAdm tng. Cuc thit hai clla cudn cam ting duge ndi véi
mot dién cue bing dong hinh tru duge dua vao trye trang. Mot von k&, nhay cam vdi
thay d8i 0,1 von, duge néi véi cac day dén tdi cudn cdm fing. Dién cye & tryc trang
duge ¢ dinh tai chd bAng cach bude né vao dudi chudt, sau d6 duge ndi dai ra ngoai
chudng. Cach tién hanh va sy tinh toan duge thue hién gifng nhu trong thit nghiém
do dd dau 3 chan, dd dude md ta § trén. Dién ap edn thiét dé giy tiéng kéu 1a 1 dén
2 von (Charlier va cdng su., 1961).
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CHUONG 5

PHUGNG PHAP NGHIEN CUU DUGC LY
THUOC CHONG CO GIAT

PGS. Pham Duy Mai

M

MG DAU

Trong y hoc 1am sang nhiing thudc chéng co giat duge dung dé khéng ché cac
con co giat xudt hign trong bénh déng kinh, nhidm tring uén van, xut huyét nio,
kinh giat va ngd ddc céc thude gay co giat. Thudc duge st dung nhiéu nhit trong
bénh déng kinh thé nhd (petit mal), thé 16n (grand mal) va con co g4t tam thAn
van dong. Theo 1y thuyét than kinh hoc thi cac con déng kinh 14 eon loan nhip néo
kich phat. Dong kinh kém theo nhiing dau hiéu khéng binh thuong trén dién nio
d8 va nhitng con d6éng kinh nghiém trgng c6 thé gay nén trang thai mat tri thire.
Phén 1én nhiing thi nghiém dung dé phat hién tac dung chdng co giat cua thudc 1a
dya trén c¢¢ s6 gAy nén nhiing con giat nhan tao va tc ché ching bing thudc
nghién ctu. Nhiing héa chat thudng ding dé giy co giat gém cé pentylentetrazol,
strychnin, tremorin, acid glutamic; ngoai ra ngudi ta con dung sbc dién dé gay co
giat. Nhitng thi nghiém nay con ¢6 sti dung chit y&u khéc 1a ding phat hién cac
thudc gay gidn cd.

I. NGHIEM PHAP GAY CO GIAT BANG PENTYLENTETRAZOL

Pentylentetrazol 14 mét thude duge sit dung lam chat kich thich thdn kinh
trung uong. Thude cdn cb tén la metrazo), leptazol, cardiazol va corazol. Liéu ligng
gy co giat thay ddi tuy theo dong vat thi nghi¢m va dudng ding thude. Sau day
gidi thidu mdt s§ phuong phap.

5 PPNG-A
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1.1. Thi nghiém vé tac dung chdng co giit do pentylentetrazol gay

nén trén tho

1.1.1, Nguyén ly chung

Tidm truyén cham bing dudng tinh mach pentylentetrazol cho thd gav nén cac
oon giit rung ¢d mi mat va sy xuit hién tring khép v6i nhiing thay d8i trén dién
nao dd. Dang trude cho déng vat thi nghiém nhitng chit ¢6 tac dung chéng co giat
da ding diéu tri déng kinh thé nhd thi cé thé bao vé déng vat hoan toan hodic d muc
dd nh4t dinh d6i véi hign tugng trén ma ta cé thé xem nhu giai doan ddu cha con
dong kinh.

1.1.2. Nguyén liéu, vét tu diing cho thi nghiém

Bong vat dung cho thi nghiém thdé duc, cdn niéng khodng 2,5 kg. Thude
pentylentetrazol dung dung dich 0,4% trong nudec mué: sinh 1y da duge tidt tring.
May bom dung tiém truyén cua hing Braun - Melsungen. Ddng hd bdm gidy dé xac
dinh thgi gian tiém truyén. BS dung cy tiéu phlu thuat ding dé cit da, boe 16 tinh
mach, ludn éng canun tiém truyén va khau vét md. Thude sat triing thudng dung.

1.1.3. Cdch tién hanh thi nghiém

Tho thi nghiém trong trang thai tinh téo, budc 1én ban md 6 tu thé ndm ngita,
ti€n hanh cao 16ng va sat triing mét chdn sau cta thd, ding kéo kim kep rach da
viing dui, bde 16 tinh mach hién (saphena) ludn 6ng canun vao tinh mach theo
chidu hudng tim, ndi két 6ng canun véi may bom tiém truyén. Dung dich
pentylentetrazol 0,4% duge tiém truyén véi tde dd 1 ml/phat, cho phép ta quan sat
ddy du nhiing giai doan k& ti€p nhau cla tac dung giy co giat nhu : kich déng
khéng vén, da tiét nude bot, ham rang va ria mép cl dong, van déng hoé hap ting,
con gidt rung ¢ mi mat, co ddm co mi mit ¢ mot mit sau d6 chuyén sang méit
khac, con co giat déng kinh gém cac con co ciing va giat rung véi nghién rang kén
ket, rung rdy, bai niéu va cé thé dan téi t vong.

Déng hdé bam gidy duge khdi déng tit khi bt dau tiém truyén dung dich
pentylentetrazol va tiép tuc cho dén khi xuét hién con giat rung cd mi mit ddu tién,
tring khép v6i sy xuét hién trén dién nio dd nhiing séng cham va cic séng nhon 12
biéu hién v& dién nao dd mdt trang thai hoat déng qui milc nhitng trung tdm giy co
giat & gian ndo, duge thita nhan 14 ¢6 lién quan dén déng kinh thé nhd.

Téc dung clia pentylentetrazol ¢6 thé lip lai, trén ciing mdt con vat (thd) sau
khi tiém cting mot 1iéu thudc giy co giat thi cic con gidt rung cd mi mat xuit hién,
sau mdt vai ngay nghi c6 thé tiém truyén cho thoé 1idu thit hai va tir d6 tién hanh so

5. PPNC-b
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sanh nhing con giat rung co mi mit trén cing mdt con tho & thoi diém trudc va sau
kh; ditng mot thude bdo vé cb tac dung chéng co giat,

C6 mot s8 thoé & tinh trang trd khong nhay cam véi thi nghiém, khdng xuét hién
nhiing con giit rung co mi mét sau khi tiém pentylentetrazol, nhing thé nay duge
Joai bo sau vong tiém truyén 1an th@ nhit, Nhing thd nhay cam dugc nhot tach
riéng tiing con mét trong cac 16ng riéng ré trong vong 3 — 4 ngay, chudng duge tdy
ué thudng xuyén dé giam nguy co nhidm tring cho tho.

Lén tiém truyén thit hai pentylentetrazol dugc tién hanh 1 gio sau khi dung
thudc nghién ciiu ¢ tac dung chéng co giat. Thude duge ding bing dudng udng. Thi
nghiém duge ti€p tuc theo ddi cho dén khi déng vat chét dé phat hién anh hudng

ciia thude d6i véi cac tac dung khéc cha thudc gay co giat pentylentetrazol.
1.1.4. Két qua

Khoang thgi gian tién hanh tiém truyén dé lam xudt hién con giat rung cd
mi mat trong cac didu kién trén va ti&n hanh trude khi ding thudc nghién clu la
12 - 18 phit, tuong tng vil lidu 20 — 25 mg/kg pentylentetrazol.

Sy tang liéu lugng pentylentetrazol trong lidu tiém truyén lan thd hai dé gay
nén sy xuat hién con giat rung co mi mét, hay not mét cach khac, sy tang ngudng
t51 thidu gy giat rung co mi mét dudi tac dung cta thude néi 1én cuong do tac dung
caa thude.

D1 véi mai lidu lugng thude nghién cltu duge ti&n hanh thi nghiém trén it nhét
4 thd, 14y tri s& trung binh ctia che lidu thi nghiém. Hoat tinh cta thude duge bidu
thi theo cdng thie sau.

Jidu trung binh pentylentetrazol (2) -
lidu trung binh pentylentetrazol (1)

Hoat tinh =
lidu trung binh pentylentetrazol (1)

Liéu lugng ding trong thi nghiém duge bidu thi biing mg/ke.

Lidu trung binh pentylentetrazol (2) la lidu gay giat rung dau tién co mi mét &
14n tidm truyén hai.

Liéu trung binh pentylentetrazol (1) 1a libu gay giat rung diu tién cd mi mét &
l4n tidm truyén dau.

Duéi day xin gidi thiéu két qué dat duge cta 6 loai thude chéng co giat duge
ding didu tri bénh dong kinh ding véi cac liéu chon loc thich hgp bién thién theo
lidu lugng dung trong 1dm sang.
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Thude sit dung Lidu diéu tri Lié.u diang thi Hoat tink
* (mg) nghiém (mg/kg) *

Paramethadion—-Paradion 300 300 220
Ethosuximid-Zarontin 250 250 118
Natri valpreat—Depakin 200 100 54,7
500 65,5
1000 210
Phenacemid-Epiclase 300 75 32,4
50 43,1
100 58,2

Phenytoin-Di-Hydan 100 100 0
250 19

Beclamid-Posedrin 330 300 6.4

Phudng phap dé xudt trén cho phép chung ta du doan duge tac dung d6t khang
v8i dong kinh thé nhé clia thude vi nhitng thudc dic tri bénh nay déu td ra co tac
dung bao vé tdt, rd rét con cac thude nhu phenytoin va beclamid duge sit dung trong
cac thé dong kinh khac déu chiing t3 1a khéng c6 kha ning nang cao ngudng tdi
thiéu gay giat rung co.

1.2. Thi nghiém vé tic dung chdng co giit do pentylentetrazol gay
nén trén chudt nhit tring

1.2.1, Nguyén Iy chung

Ding pentylentetrazol gy co giat trén chudt nhat tring, véi cic 1iéu lén nhod
khac nhau, thudc giy nén nhitng ty 18 co giat khac nhau trong cac 16 dong vat thi
nghiém, t& dé xac dinh duge liéu gdy co giat 50% (CDy) clia pentylentetrazol.
Thuéc ¢6 tac dung chéng co giat sé lam ting cao lidu CDj, chia pentylentetrazol &
nhém déng vat dung thudce thi nghiém.

1.2.2, Vét liéu, dung cu thi nghiém

Déng vat thi nghiém chudt nhit tréng c6 trong lugng 18 — 22 g, duc cai déu ding,
dung dich tiém pentylentetrazol 4%. (4 phin nghin) nudc mudi sinh 1§ 9%, bom tiém 1 ml.

1.2.8. Tién hanh thi nghiém

Chia chudt nhit thanh hai nhém, nhém 1 dung lam déi chimg gdm 40 chudt,
nhém 2 dung thudc nghién ciiu, vi du hoat chét clia thién ma, ciing gém 40 chuét.
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Nhém chudt déi chiing cho uéng muidec mudi ginh 1y, m&i chugt 0,5 ml. Nhém con lai
uéng dung dich thudc nghién cdu trong cing thé tich 0,5 ml. Sau dé 30 phut mdi
nhém trén lai chia thanh 4 16, médi 16 duge tiém phic mac pentylentetrazol véi cac
lidu 16n nhé khac nhau dé gy nén ty 1& co giat khéac nhau. Nhom chudt d6i chitng
duge dung pentylentetrazol vé1 nhiing liéu nhd, con nhém thi nghiém thudc nghién
cttu duge dung pentylentetrazol vol nhiing liéu 1én, vi dy, trong thi nghiém v@i hoat
chét thién ma céc lidu pentylentetrazol diing cho nhom déi ching 1a 55,4 ; 61,6 ;
68,4; 76,0 mg/kg, con dung cho nh6ém thudc nghién ciu 1a cae lidu 68,4 ; 76,0 ; 84,4 ;
93,8 mg/kg. Tit s§ dong vat xufit hign co giat trong cac 16 ta tim duge lidu gay co
giat 50% - CDgo cla pentylentetrazol trong céc nhom d6i chiing va nhém ding
thudc nghién ciiu theo phudng phap Kirber (tham khao chuong nghién ctu dfc
tinh).

So sanh lidu CDy & 2 nhom, cén cif muc tang cao lidu CD,, 8 nhom ding thude
nghién cGu ma xac dinh cudng do chéng co gidt cha thudc.

Vi du sau day 1a két qua thi nghiém chéng co giat cha thién ma qua tac dung
tang cao lifu CDs, cia pentylentetrazol ¢ nhém ding thude so véi nhém ddi chiing.

Sé S6 Ty 1& tan
¥ moi1é | co giat (%)
Déi chung
Lol 55,4 mglkg 10 3
Lo 2 61,6 10 6
Ld3 68,4 10 7 62,27+ 7,14
Lo 4 76,0 10 8
Dang thién ma
Lé1 68,4 10 2
La 2 76,0 10 3
1.63 84,4 10 6 84,37 + 8,55 35,5%
Lo 4 93,8 10 7

Can cif theo k&t qua thi nghiém trén, phudng phép thi nghiém nay cho phép ta
danh gia duge cudng 46 chéng co giat ctia thude nghién cliu.

Ngoai ra pentylentetrazol con diang cho cAc thi nghiém sau day.
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1.3. Thi nghiém vé tac dung chéng co giit do tiém bip
pentylentetrazol trén chudt cdéng triang

1.3.1. Nguyén Iy chung

Theo cée téc gia Echaque va Lim (1962) thi pentylentetrazol tiém bdp cho
chuét cong tring voi lidu 112 mg thi giy co gist ro rét. Nhing thude co tic dung
chdng co giat thi bao vé hoan toan déng vat thi nghiém d6i véi con co giat trén.

1.3.2. Vat liéu, dung cu thi nghiém

Chubdt cohg trdng, dung dich thudc nghién citu, dung dich pentylentetrazol
0,5%, bom tiém.

1.3.3. Tién hanh thi nghiém

Dung chu$t da trudng thanh, tuong d6i déng &8u nhau, ¢ trong ludng
180 - 200g. Chuét dude chia thanh nhiéu 186 ding thuéc nghién citu va 16 ching.

Thudc nghién ciu duge dung bing dudng udng hodc dudng tiém bip véi
nhitng héu ludng d& lua chon trude. Thé tich thufc dung bing dudng tiém bip
khong qua 0,5 ml cho méi chudt va bing dudng udng khdéng qua 5 ml. Lo d6i
chitng diing nudc mudi sinh 1y ¢6 cung thé tich va ciing cach thic dang thude nhu
trén. Sau khi ditng thudc nghién cftu 45 phit, tiém pentylentetrazol véi lidu gy
co giat (112 mg/kg) cho toan bd chudt trong cic 16 dung thude va 16 d61 chiing.
Quan sat phan ing cia chuft trong vong 60 phit, 6 nhiing chudt 461 chitng chi
dung pentylentetrazol déu xuat hién nhiing con co giat dau tién d viing co ddu, co
mit sau dén co lung, c¢o bung, Chudt § cac 16 dung thudc tuy theo liéu diung khac
nhau thi ty 1& phan {ing ciing khic nhau,

T4c dung chdng co giat cda thude nghién citu duge danh gis bing kha nang bao
vé hoan toan dong vat thi nghiém, khong xuat hién nhitng con co giat trén. Tinh ty
1& phin trim (%) s ddng vat duge bdo vé hoin toan & nhiing 16 diing thudc nghién
citu. Tit nhiing 6 liéu dat dude ta xéc dinh liéu higng 6 tac dung bdo vé duge 50%
déng vat thi nghiém — ED;, bang phudng phap Tainter (tham khéao chucng nghién
ciiu ddc tinh cta thudc). Trong nhiing diéu kién thi nghidm trén ngudi ta da xac
dinh duge EDy, ctia trimethadion 1& 318 mg/kg va ciia phenobarbital 1a 35 mg/kg.
D4y 1a nhiing s& liéu dung & tham khéo so sanh khi nghién citu mét thude chéng
co giat méi.
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1.4. Nghién citu tic dung chong co giat do tiém tinh mach

pentylentetrazol trén chudt nhit tring

1.4.1. Nguyén ly chung

Tuong tu nhu phudng phép néu trén, tac gia Barnes (1961) ding phudng phap
gay co giat trén chudt nhat tring bing céch tiém pentylentetrazol qua tinh mach
dudi.

1.4.2. Vét liéu, dung cu thi nghiém

Déngvat dung cho thi nghiém chudt nhit tring da trudng thanh, ¢6 trong luong
18 - 92g, bom tiém 0,25 ml, kim tiém s6 27, pentylentetrazol pha trong nudc dung
dich 0,5%, dung dich thudc nghién ctiu chéng co giat.

1.4.3. Tién hanh thi nghié¢m

Chudt duge chia thanh nhiéu 16 tudng d6i déng déu nhau, moi 16 10 chudt.
Trude tién ding thude nghign ciu co giat cho chudt bang dudng udng vdi céc lidu
16n nho khac nhau. Thé tich dung dich thude cho mdi chudt uéng khong qua 1 ml.
L6 chudt d6i chitng cho udng nude mudi sinh 1y ¢6 cing thé tich. Sau khi udng thudc
30 phut thi ding pentylentetrazol voi lidu 38 mg/kg bing dudng tiém tinh mach
dudi. Thé tich dung dich tiém pentylentetrazol khong dude qua 0,25 ml cho mbi
chudt va thdi gian tiém phai hoan thanh trong 4 gidy hoac it hon, Sau khi tiém
pentylentetrazol quan sat ngay cAc con co giat xudt hién trong vong ntta giay.
Chudt xem nhu duge bao vé khi mot chit nghién ciiu chdng co giat cho trude cd thé
ngin ngita sy xufit hién cac con co ctng dubi thing hai chén sau cua chudt.

1.4.4. Két qua

& 16 d61 chiing toan bé dong vat déu xuft hién con co ciing dubi théng hai chdn
sau. O cac 16 dimng thude tiy theo lidu ding khac nhau ty 1& dong vat dude bao vé
khéng xuit hién con co cing duge thé hién & cac muc dg khéc nhau.

1L THi NGHIEM VE TAC DUNG CHONG CO GIAT DO STRYCHNIN
GAY NEN TREN CHUQT

2.1. Nguyén ly chung

Strychnin kich thich mét cach ¢6 chon lgc tly song, gy co giat hé cd lam ngung
hé hip din dén tu vong. Theo tac gia Kerley (1961) thi strychnin sulfat tiém xoang
bung c6 lidu gay chét 99% (LDsy) déng vat thi nghigm 1a 2 mg/kg. Thudc chdng co
giat ¢d tac dung d5i khang véi hién tugng trén, bao vé duge déng vat khoi td vong.
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2.2. Vat liéu, dung cu thi nghiém

Déng vat dung chugt nhét tring, dung dich strychnin sulfat 0,1 mg/ml, dung
dich thudc nghién etu, bom tiém va kim tiém.

2.3. Tién hanh thi nghiém

Dung chudt da trudng thanh, ¢6 trong lugng 20 * 2g, dong déu nhau chia lam 2
16, mot 16 dung thude va& mét 16 doi chiing. Thude nghién ciu duge hda tan trong
nudc mudi sinh 1y hofic dung mdi thich hgp, cho chudt ubng trudc khi dung
strychnin véi khodng cach sao cho thuéc phat huy tac dung t6i da & thai didm trén
strychnin, L6 d61 chitng dung nude mudi sinh ly ¢6 cing thé tich véi liéu thudc
nghién efiu. Strychnin duge tiém xoang bung véi thé tich 0,4 ml tuong ing véi liéu
2 mg/kg 1a lidu gay chét 99% (LD,y). Tiém xong, quan sat kha ning thudc bao vé
dong vat thoat khoi tif vong.

2.4. K&t qua

3 16 dsi chiing sau khi tiém strychnin thi trén toan b$ déng vat xuat hién co
giat din dén tit vong ; cdn 6 16 diing thude chudt duge bao vé khéng xudt hién t
vong. Tac dung chdng co giat duge thé hién bing ty 1& déng vat duge bao vé cang
cao thude ¢6 tac dung cang manh.

Ngoai ra nghiém phap nay cdn ditng dé phat hién nhanh tac dung géy gian co
cia mdt thude méi.

Tuy tac gid Domino (1956) cho ring méi quan hé gilta tic dung d6i khang véi
strychnin va su Gc ché& cac t& bao than kinh thy sdng la kha nghéo nan nhung ngusi
ta cho réng tac dung béo vé khéi t& vong do strychnin gay nén 12 mét nghiém phap
hitu ich d€ sang loc nhanh céc thuée cé tac dung gdy gian cd. Mephenesin 1a mét
thude gidn co mdi c6 tac dung déi khéng véi strychnin (Berger va Bradley, 1916).
Téc dung cha thudc 1a théng qua sy dc ché tinh hung phan cla cic phén xa tuy
song va chi vdi lidu rdt cao mdi cé tac dung phong b& hé than kinh - co.

Tién hanh thi nghiém nhu sau: diing chudt nhit tring da trudng thanh cé
trong higng 18 - 20g, tudng dbi dong déu nhau, chia thanh nhidu 16 mdi 16 10 chust.
Thude nghién citu duge dung bing dudng udng véi cac lidu ting ddn nhim gay ty lé
phén tng khéc nhau & céc 16 diung thudc. Sau khi ding thude & mét thdi didm nhat
dinh (vi du 30, 40, 50, 60 phiit) hodc t6t nhat & thoi diém thudc phat huy tac dung
tét da, tiém vao tinh mach duéi mdi chudt dung dich strychnin sulfat véi lidu
0,75 mg/kg v8i dung dich 0,01%, tdc dd tiém 14 0,02 ml/gidy. Sau khi tiém xong
quan sat phdn Ung cta chudt 6 mébi 16.
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Két qua: O 16 d6i ching khong ding thude chi dung nude muéi sinh 1y, sau khi
tiém xong strychnin thi todn bd chudt xudt hién co cling dan téi tu vong. Con 8 cic
16 diing thuéc chudt dude bao vé khdi ti vong & mic do khac nhau tiy theo lieu
diing caa thudc. Tinh ty 18 % 8 chudt duge bao vé trong cac 16 dung thude, tit d6 ta
xac dinh liéu bdo vé 50% dong vat thi nghiém hay con goi 1a liéu cé higu lyc 50%
(ED,,). Trong thi nghiém nay EDj, cia mephenesin & phat thit 30 1a 580 mg/kg.

III. NGHIEN CU'U TAC DUNG CHONG CO GIAT DO TREMORIN
GAY NEN TREN CHUQT NHAT TRANG

3.1. Nguyén ly chung

Ngudi ta da bift chit tremorin-1,4 dipyrrolidin—-2— ~butyn dihydroclorid béng
dudng tiém xoang bung gly run rdy toan than trén chudt. Hi¢n tudng nay bi d6i
khéng bdi cac thude ding diéu tri bénh Parkinson (Everett va cfng sy, 1956).

3.2. Vat liéu, dung cu thi nghiém

Dong vat chudt nhét tring, dung dich tremorin 1 mg/ml, dung dich thuée
nghién citu, bdm tiém, kim tiém.

3.3. Ti€n hanh thi nghiém

Dung chudt da trudng thanh, déng déu nhau, cé trong hugng 20 + 2g, chia chuft
thanh 2 16: mét 16 ding thudc va mot 18 461 chimg. Thudc duge ding bang dudng
tiém xoang bung véi liéu lugng da chon trude. Lo d6i chiing ding nude mudl sinh 1y
¢6 cling thé tich véi liéu dung cua thuéc nghién cdu.

Sau dé mot gid tiém xoang bung dung dich tremorin cho ca 2 16 chudt, mdi
chudt véi lidu 0,4 ml. Vi lidu da diing tremorin giy run rdy nhanh va nho trén
dong vt thi nghiém. Cam 14y dudi giti chudt nim im &é danh gi4 mic df chdng run
riy cta thude theo quy dinh sau: Khi hién tugng run rdy xust hién giéng nhu d 16
d6i chitng thi tac dyng chdng run riy duge danh gié 1A khéng cb, néu cudng do run
rdy c6 gidm chit it thi tac dung dudc coi 13 & miic 46 nhe, con néu run rdy xuét hién
& mic 46 nhe thi tdc dung duge coi 1 vita v néu run rdy khong xu#t hién thi téc
dung dudc coi 13 hoan héo.

3.4. Két qua

0} 16 d6i chitng sau khi tiém tremorin v6i liéu dang trén thi toan by chuft xudt
hién run rdy toan thén, con & 16 dung thude tity theo cudng do tac dung chong co
giat cia thude duge thé hién qua bén mite: khong ¢6 tic dung, tac dung nhe, tac
dung vira va tac dung hoan hao.
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Phudng phap thi nghiém nay cé gia tri trong viée nghién ciu sang loc phéat hién
cac thudc c6 tac dung diéu tri bénh Parkinson.

Tremorin vdi liéu diing trén, ngoai tac dung gay run riy c¢dn ¢é tac dung kich
thich hé than kinh déi giao cAm ngoai vi do d6, phuong phap nay cing cé thé dung
dé nghién cliu cac thudc cb tic dung itc ché hé cholin ngoai vi.

Iv. THi NGHIEM VE TAC DUNG CHONG CO GIAT DO NATRI
GLUTAMAT GAY NEN TREN CHUOT

4.1. Nguyén 1y chung

Acid glutamic 14 chit din truyén thin kinh hung ph&n va cing 13 tién chat dé
tong hgp GABA. Hai chdt nay gilt vai trd quan trong trong viée duy tri chic nang
hoat ddng cta hé than kinh trung wong. Khi su can bing gilta 2 chit trén bi réi
loan, lugng acid glutamic trong néo ting cao c6 thé giy co giat.

4.2, Vat liéu, dung cy, dong vit thi nghiém

Chuét nhét trdng, bd dung cu tidu phiu thuat, may khoan xudng cuc nhd, bom
tiém vi lugng, thude nghién citu, nude mudi sinh 1y, dung dich hydantoin ¢é nong dé
1 mg/1 ml, dung dich natri glutamat 3,2 pg/ul.

4.3. Tién hanh thi nghiém

Ding chudt nhit tring ¢6 trong lugng 18 — 20 g, chia thanh 3 15, méi 16 10
chuét. Lo T dung thudc thi nghiém bing dudng udng, mdi ngay mot Héu, mdi liéu
1 ml cho mdi chudt, ién tuc dung trong 6 ngay. Lo IT va 1 méi ngay cho uéng nude
mudi sinh 1 mét 14n, méi 14n 1 m! cho mdi chudt. Dén ngay thit sau 6 16 [ sau lan
diing thudc cudi cing 40 phit thi tién hanh phAu thuat, ¢ 16 II duge dung
hydantoin biing dudng udng véi lidu 50 mg/kg, sau 40 phiit tién hanh phiu thuat, §
16 III 461 chiing cho udng nudc mudi sinh 1y méi chudt 1 ml, sau 40 phiit tién hanh
phau thuat nhu 2 16 trén. Phiu thuit dugde tién hanh bing cach cit bd da & giita 2
mét va phia sau cia chudt, sau dé 15 phit § vi tri cach giao diém khép xuong tran
v& phia phai va phia sau 1 mm, dung khoan cuc nhé khoan mét 15 bé, sau khi
khoan xong thi ngay lap tic ding bom tiém vi higng tiém vao nio that chudt 5 pl
dung dich natri glutamat hoa tan trong nudec muéi sinh 1y, d6 sdu cta kim ti8m
khoang 3 mm. Quan sat chudt ngay lap tite, chudt chay nhay hodc ién con co giat.
Tinh s§ chudt khéng chay nhay, khéng 1én cdn co giat trong méi 18, rd: tir d6 tinh ty
12 chdng co giat cua thudc.
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4.4. K&t qua

Sau day 1a k&t qua chdng co giat do natri glutamat gay nén trén chudt.

o - T
S6 chudt khong I - . L, .
s - h G

L& thi nghiém | chay nhay khong Sé c.hu(‘)t chay nhay, Tyle f:hong |

: e n 1én con co giat 1 co glit, (%) ‘

co giat : [ ; !

Thudc nghién ciu 8 9 | 50 |

Hydantoin 7 3 \ 70 \

Nude mudi sinh 1y 0 10 | 0 '

|

Theo két qua trén 6 16 chudt dung aude mudi sinh 1y tiém vao nao that vi lugng
natri glutamat thi toan bd chudt xuit hién phan tng chay nhay, 1én cdn co gilt.
Con & 16 dung thudc nghién cifu va dung hydantoin thi @c ché duge phan {ng trén,
ty 18 chéng co giat dat 80% d6i véi thude nghién ciu va 70% d51 vdi hydantoin.

Ghi chi:

1. Hydantoin 1a mot thude chéng ddng kinh di dugc sit dung trong didu tri trén lam
sang.

9. Thi nghiém nay cé thé tién hanh trén chudt cong tring, 16 khoan hop so cach
giao didm khép xuong tran va vé phia sau 2 mm, chch dudng gitta 1 — 2 mm, dd
su cua kim tiém 4 mm, thé tich cho vao ndo that 10 — 20 pl cho mét chuft va
phai tiém b t.

3 (g ché gay co giat caa natri glutamat da rd nén phuong phap thi nghiém con

gip ta hidu biét tac dung thude ndm 6 khau nao.
V. NGHIEN CUU TAC DUNG CHONG CO GIAT DO sOC PIEN
GAY NEN
5.1. Nguyén ly chung

Dimng dong dién cé cudng do y&u kich thich dai ndo trong thoi gian ngin gay co
giat trén dong vat thi nghiém.

5.2. Vat tu, dung cu thi nghiém

Dong vat dung chudt nhit tring hoac chudt cong tréng, dung dich thudc nghién
ctiu, may gay soc dién chuyén dang cho chudt, bom va kim tiém.
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5.3. Ti€n hanh thi nghiém

Dung chuét nhit trang dye da trudng thanh cé trong Iuong 20 + 2 g ho#c chudt
cing tréng c6 trong lugng 180 ~ 200 g. Trude lic giy soc dién véi khodng cach thai
gian nhit dinh, thuéc nghién ctiu duge dung véi dung moi thich hgp dé héa tan,
tiém dudi da ho#ic bing dudng udng. Thé tich dung dich thude ding bing dudng
tiém duéi da 1a 0,1 ml cho chudt nhét tréng va 0,2 ml cho chudt cdng tréng, con
bing dudng udng thé tich thudc khong dude qua 1 ml cho chudt nhit va 4 ml cho
chugt cong tring.

Gay sfc dién bdng may giy séc dién chuyén dang cho chudt, kep vao 2 tai
chudt dién cuc chuyén dung. Cac thong sd kich thich dién gém dong dién xoay
chiéu 60 Hz, dién ap 50 V, thdi gian kich thich 0,25 gidy ding cho chuét nhit,
dung cho chuét c8ng thi dién 4p 100 V, thdi gian kich thich 0,5 gidy, hodc dung
dong dién 50 mA cho chudt nhit trdng va 150 mA cho chudt cong tring kich thich
trong véng 0,2 gidy. Tuyén chon siic vat trude khi thi nghiém, loai bd nhiing chuét
khi kich thich khéng xudt hién phan {ing. Phan tng ctia chuét do sé¢ dién gdy nén
12 co giat toan than vi cudi ciung 1a co citng dudi thing 2 chdn sau. Tac dung
chéng co giat clia thude duge thé hién bing kha ning xéa bd duge con co cing dudi
théng chén sau cha chudt.

5.4. K&t qui

$ 16 461 chiing khong dung thudc chi ding nudc musi sinh 1§ thi sdc dién gdy co
giat trén toan bd dong vat, cudi cing la co ciing dudi thdng 2 chén sau, cdn & 16
dung thude thi déng vat dude bao vé thoat khdi con co giat co cling trén.

Ghi chii. Mot s6 tac gia da chiing minh ring trong thi nghiém nay thudc
phenobarbital véi lidu ding 10 — 30 mg/kg thé hién rd rét tac dung chéng co giat do
sOc giy nén.
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CHUONG 6

PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUGC LY THUOC
TAC DUNG TREN HE THAN KINH POI GIAO CAM

GS. Doan Thi Nhu

W

L NGHIEN CUU CAC THUGC TAC DUNG GIONG THAN KINH POI
GIAO CAM

Chc chat ¢ 4i luc véi nhitng thu thé ddi giao cam a nhiing chat cé tac dung
giéng muscarin hodic ¢6 tac dung gidng than kinh d61 giao cam. Van Rossum va
Ariens (1959) cho ring c6 ba loai ch&t nay: nhiing chat gay thay 48i néng dé
acetylcholin & viing 14n cén cac thu thé, nhiing chat tac dong véi thu thé, va nhitng
chit tac déng vdi cac thu thé khéc, nghia 1a nhiing thu thé trong hé thong khéng bi
2nh hudng bdi acetylcholin. Mt chit thudc loai sau ciing 1a bari clorid.

Theo sy sdp x€p nay, ¢é nhiing thubc ban than khéng c6 hoat tinh, nhung giy
su thay d8i trong ti€n trinh chia cdc sy kién tit cac thu thé d6i giao cAm dén téc
dung cudi cung. Nhitng thude nhu thé 1a nhiing chit d8i khang khéng canh tranh
cla céc thude tac dung gifhg muscarin, nhu papaverin. Mbdt trong nhiing phudng
phap don gian nhét dé phat hién hoat tinh kidu muscarin 1a ding thi nghiém trén
héi trang ¢d lap chudt lang (Chuong 3, muc 1.1) hodic trén hdng trang chudt edng
tréng (Chudng 3, muc 1.3).

Nhiing phuong phép dic trung hon duge md ta d dudi.

1.1. Thit nghiém trén mit cb6 lap déng vit gdm nhim (Beaver vé
Riker,1962)

Lua chon nhiing chudt ¢Bng tring, chujt nh#t trdng, hodc chudt lang cé méng
mét ¢ mau. Ngay trudc khi diing, giét chudt, va cac nhin cidu duge béc nhén
nhanh chéng bing kéo phiu thuat cong cin mil. Nhitng c&u tric sau nhéin céu
duge tach sach s va ¢dn than khdi nhan cdu. Khi cin loai b6 giac mac, thyc
hién choe rach hoan tean dé din luu véi dao Wheeler, Giac mac duge clt ngang
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va ciit i doc theo bd ria. Rlta nhanh mat trong dung dich Krebs - Ringer, réi
14p vao céac 16 hinh ban cdu cé kich thude thich hop dat trong cac khay Lucite
den. Cac khay dude chim ngap trong 20 ml dung dich dém bicarbonat Krebs -
Ringer, mdt phong Lucite trong dugdc thiét ké sao cho khép véi ban soi cd hoc cua
kinh hién vi. Mt hdn hop 95% oxy va 5% carbon dioxyd dude bom lién tue qua
dung dich dé& duy tri pH & 7,4.

Nhiét d6 duge duy tri & 37° £ 0,5°C biing mot dén sudi 75 oat, duge kiém soat bdi
mdt nhiét k€ chuyén héa thiy ngin va mdt role dién ti. Doc dudng kinh ctia déng
t bing mdt kinh hién vi ma thi kinh c6 mét dia trdc vi k&; d6 phéng dai khoang 30
1an. Cac mét duge dit trong phong va sau thoi gian 30 phut dé tidu ban 6n dinh, do
dudng kinh déng tit lam déi chiing va thay dung dich Krebs bing dung dich Krebs
mdi chita néng d¢ thudc thit duge dinh trude. D& dung dich téc déng trong 30 phut
réi do dudng kinh déng tii. Dap tng duge biéu thi bing ty 1& cha dudng kinh nay so
véi duong kinh déi ching.

So d4 cua ty 1é nay déi véi logarit cta néng 46 phéan ti cia thude thit 14 mot
duong thing. Pudng kinh ddng ti gidm td 100% cia di ching xudng 40% véi
10 M carbamylcholin, va véi 10* M pilocarpin.

1.2. Th& nghidm trén khi quan cé lap chuét céng tring (Jamieson,
1962)

C6 lap khi quan tit mt chudt cong tréng méi bi giét, dat trong dung dich Krebs
- Henseleit va cit bd md khéng lién quan, Mét ddu duge gdn véi mdt éng hinh U,
ddu kia gdn v6i mdt 6ng mao din cé dudng kinh bén trong 14 1 mm. Thiét bi dugc
d#t trong binh ngdm ¢d quan 10 ml chia dung dich Krebs - Henseleit ¢ 37°C duge
thong khi v&1 95% oxy va 5% carbon dioxyd. 6ng mao dan, dai 200 mm, duge l4p
dat & vi tri thdng ding trén khi quan thing ding, va duge ldp véi mot thude
milimet. Dich 16ng trong 6hg mao din duge thay ria tit Sng hinh U, réi duge hiéu
chinh § 70 dén 100 mm trén mue cia binh ngdm. Sau d6 6ng hinh U duge déng lai
bing mét khoa voi tach khéi dich 16ng trong khi quan, sao cho cac thay déi vé chidu
cao cua dich 10ng trong éng mao dan 14 do nhiing su co va giin cua khi quan. Sau
10 phit, doc miic 6n dinh cda chidu cao ciia dich 16ng trong 6ng mao dan. Dich long
trong binh ngdm c¢ quan duge thay tit bén duéi, nhu vay sé tranh khéng dé md
phadi ra ngoai khéng khi.

Quan sat nhiing hién tugng xay ra khi khi quan co lai. Ding cac ky hiéu: D 1a
duong kinh khi quan khi nghi; C 1a dudng kinh & trang théi co; L 1a chiéu dai; va Vv
1a thé tich ctia khi quan. Dung k3 hiéu h 14 chiu cao chat 1ong trong 6ng mao dén,
¢6 dudng kinh 1 mm. D duge cho 1a hdng dinh.
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Tinh sy thay déi thé tich khi qun khi co theo cdng thitc saw:

C? 2
3 4 4

+ D?

Nhuy vay tri s8 ciia C, dudng kinh khi quén khi co, ty 1& vdi cin bic hai cua su
thay d8i chiéu cao ctia dich 1éng trong dng mao dan.

Thdi gian tiép xuc cha khi quan véi cac chat gdy co 1a 1,5 dén 3,0 phit, va tha
nghiém véi cac lifu k& tiép & cac khodng cach 5 dén 8 phit. Dung dich ngdm co
quan dudc thay rita it nhat 2 14n giita cac lidu. Néng d¢ t61 thidu ctia mot s thude
(g/ml) trong dich ngdm gy co khi quan cé lap déng vat gam nh&m duge trinh bay ¢
bang sau day:

Bang k& ndng dd t6i thiéu trong dich ngam ciia mdt s8 thudc gay co
khi quan c¢é lap déng vit gim nhdm

Thusc Khinl‘quén , K]:li! quan
chudt cOng trang chudt lang
Acetylcholin 10 2 x 10°®
Serotonin 2,5 x 10°® 5x 10°®
Histamin > 10* 4% 10°
Epinephrin >10% 10°
Aminophyllin >10° 10°

Nhiing két qua trong thit nghiém nay tudng ty nhu cac két qua trong thi
nghiém véi cac vong khi quan (Castillo va de Beer, 1947) (Chudng 3, muc 2.3).

II. NGHIEN CUU CAC THUGC LIET THAN KINH DOI GIAO CAM

Cac thudc c6 tac dung d6i khang véi tac dung cla acetylcholin ¢ cac khdp than
kinh (si-nép) tan ciing dugc goi 1a thudc dc ché thin kinh d6i giao cdm (khéng
acetylcholin, khang muscarin). Cé thé chling minh hogt tinh caa cac thude nay
bing thit nghiém gian ddng t& va thi nghiém ic ché sy tiét cAc dich dudng tiéu hoa
(nudc bot, dich vi, v.v...}

2.1. Thit nghiém vé tac dung gy gian déng ti¥

Chuét nhét trdng duge diing nhidu nhét dé nghién ciu hoat tinh gian ddng tu,
nhing thé ciing duge ding. Trong phudng phap cua Jong va cdng sy (1955); chudt
nhét tréng duge tiém mang bung dung dich thude thi. Trong gig thi nhét sau khi
. tiém, do cac dudng kinh cha ddng ti, duge biéu thi bAng don vi 0,04 mm, ¢it 10 phut



80 GS. DOAN THI NHU

mot 1an, va do lai 6 90 va 120 phiit, bing thi kinh eta mét kinh hién vi phiu tich c6
thude chia d¢. Tac dung gidn déng tit dugng tinh néu dudng kinh dbng td vugt qua
30/25 mm & moi 14n sau khi tiém. D& cé két qua dinh lugng, dung t6i thidu 4 lidu va
60 chudt nhit tring.

Blackman va cfng sy (1956) dung nhiing béng dén huynh quang dai, cé céng
sudt thap lam ngudn chiéu sang. Chudt duge dit trong céc coc ding thanh, d8 trén
gidy bong trdng, trong 30 phut, trude khi cic dudng kinh cla déng tit duge doc véi
mét kinh hién vi phiu tich.

Phudng phéap sau diy (Edge, 1953) ¢6 thé cho nhiing két qua dinh lugng. Chi
dung chudt nhét trdng cla mdt gidng, cad duc va cai, cAn ning 15,5 dén 16,5g.
Chudt nhét duge d€ riéng trong cdc vai thily tinh trén mét ban tring, dudi anh
sAng huynh quang trong mét phong td1 khae. Sau nita gis, do dudng kinh ctia déng
tit chuét biing mjt thang chia d6 trong thi kinh ¢a kinh hién vi phu tich.

Sau d6 tiém trong mang bung cho chugt lidu thuse 0,01 ml cho 1g thé trong. Do
lai duong kinh cia déng tit sau 10; 20 va 80 phit. Ditng mot nhém 5 chudt nhét cho
méi mitc lidu.

Dung hexamethonium dibromid va hoat tinh tuong d6i duge biéu thi 1a su tang
téng cong trung binh dudng kinh déng ti. Céc thude c6 hoat tinh ¢ thé duge thit
nghiém thém trén tidu ban mi m#t thi ba cha hach thdn kinh ¢6 trén ctia méo. Sy
phéi hgp hai thi nghiém nay c6 thé cho phép phat hién mot thude phong bé& hach
d61 giao cam.

Céc thudc phong b€ hach déi giao cam gy gidn dong tl & dong vat ¢ vi, ma
céc sgi hinh véng trén clia méng mit 1a nhitng ¢ khong ¢6 van. Cac sgi cla day
than kinh van nhin chung sau mét di téi hach thin kinh mi va tan cing ¢ d6 xung
quanh c4c t& bao thin kinh, cic t& bo nay gui mot sgi true tdn cing § cdc co hinh
vong tron cha mong mét. Dudng tiép co — than kinh tan cling bi ttc ché khi ¢6 mat
atropin va cac thudc c ché thin kinh d6i giao cAm khae, vi, khi cac xung déng cia
day thdn kinh thé mi bj gidn doan (gitt ddng ti bi co & mic vita), ¢o thit gian ra va
dong tU gifn.

D6 1a k&t qua ciia sy mat can bing than kinh cac xung dong, vi cic sgi giao cam
bét ngudn tit day thén kinh ¢§ dudi di qua hach thén kinh hinh sao va hach thdn
kinh ¢§ duéi va tin cing & hach thin kinh ¢8 trén, tir d6 c4c s¢i di ra gqua day than
kinh miii — mi va tin ciing ¢ c4c sgi cd t0a tia cia mong mét. Cac cd nay lam gidn
dbng tu.



PHUONG PHAP NGHIEN CUU TAC DUNG DUGC LY ¢UUA THUOC TU DUQC THAO 81

Stone va cong sy (1958) danh gia hoat tinh tudng 461 bing cach xac dinh, trén
duong biéu dién liéu - dap ung, lidu clia mot thusc gay dudng kinh dong ti bang 10
don vi ca tric vi k€, hosic 0,82 mm.

Trong phuong phap cia Edge (1953), hoat tinh giin déng ti cha mdt 8 thudc
phong bé& hach la: hexamethonium dibromid, 100; tetra — ethylammonium bromid
33,2 ; pentamethonium dibromid, 28,4.

Phudng phap cia Edwards va cfng sy (1960) d& duge ap dung cho thé. Nhé vao
mét trai cta 3 tho 2 giot dung dich nudc 0,1% atropin sulfat; nhé vao mét trai ctia 3
thé khac 2 giot (0,2 ml) dung dich nude 0,1% cta thudc thit nghiém. Mit phai cha
mdi thé duge dung lam ddi ching. Céc dudng kinh ddng ti cua ca hai méit § tét ca
thé duge do & nhiing khoang cach thoi gian, va sy gidn mach trung binh dudc bidu
thi bing tJ 16 % tang hogc gidm ctia dudng kinh déng t& thit thude so sanh véi déng
tit d6i chilng. Atropin sulfat gay gién ddng tit 42%, kéo dai trong 50 gio.

Thit nghiém nay con ¢6 thé cho théy thudc thit c6 tac dung kich {ng mit thd
hay khéng. Do d6, nén kiém tra mét thit thudc va mat déi ching vé cac hién tudng
sung, 46 hogc cac ddu hiéu kich dng khac. N&u théy c6 kich tng, nén thi thudc
thém vé tac dung gy kich dng trén da va niém mac, cing nhu vé tac dung giy méan
cam.

2.2. Thit nghiém vé tac dung chéng chay nudc bot

Brown va Quinton (1957) da phat trién mét phuong phap dinh ludng trén tho.
Ding thé tréng can nang it nhat 1,5 kg. Cho ubng urethan vdi lidu 500 dén 625
mg/kg dé gay an thén, liéu nay duge pha trong 95 m! dung dich NaCl déng truong.
M5i tho duge dat trong mét céi clun, sao cho d4u & trén mot cai phdu dé hing nudc
bot vao dé, sau khi tiém duéi da mot lidu pilocarpin nitrat 5 mg/kg cho tho, ¢ thai
diém 30 phit sau khi cho udng urethan. Cac thufc 481 khang vdi acetylcholin duge
cho t5i da 12 70 phit trude khi tiém pilocarpin, méc dn khedng cach thdi gian nay
quéa dai d61 véi atropin.

Né&u trong cac thi nghiém so bg, thd nao khong gidm 50% su tiét nudc bot khi
cho atropin 25 pg/kg 16 phit trude pilocarpin, thi sé khéng dugc dung. Ngudi ta cho
riing céc dong vat khong nhay cdm véi atropin ¢6 lugng 16n atropinesterase trong
huyét tudng. Khodng mot nia s6 tho duge kidm tra cé thé bi loai, khong ding cho
thit nghiém dudge.

Dap tng trong mot thi nghém dudgc biéu thi bang ty lé % giam téng thé tich
nude bot, thu thap trong 90 phit, khi d& cho mot lidu thufc tc ché than kinh d6i giao
cam, so véi tri s& trung binh clia chc thé tich dat duge tit cing dong vat trong 2 thi
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nghiém d&i ching. M&i 16 thi nghiém gém 8 thd. Cac dong vat duge ding 2 14n mébi
tudn.

Liéu EDg, d6i véi atropin khéac nhau gilta cdc nhém thé khéc nhau, vi @9 nhay
cAdm cua thé véi atropin thay dot kha nhidu. Nhu vay phai so sanh cac thude khang
acetylcholin v&i atropin trén cung 16 thé.

2.3. Thi nghiém vé tidc dung dy phong co thit rudt

Thit nghiém tac dung e ché than kinh d&i giao ¢dm trén rudt bing phuong
phap ctia Becker va McCarthy (1960). Thil nghiém trén nhiing nhém 20 chuét nh#t
trdng Swiss ca dyc va cai duge cho udng nhiing lifu thude khac nhau bing éng
théng da day. Cac mudi hoa tan duge cho udéng duéi dang dung dich nude, va cac
phitc ch&t nhya (cdc thanh phén c6 tdc dung kéo dai) duge pha thanh dich treo
trong 0,5% carboxymethylcellulose. Diéu chinh néng dé thude sao cho thé tich cla
liéu 1& 50 mUkg thé trong. T4t cd cac lidu chi duge tinh theo ion ¢6 hoat tinh. Nita
gid sau khi cho cAc mu&i hoa tan va 2 gid sau khi cho dich tree phiic hop nhya, gay
mé chudt bing tiém mang bung natri pentobarbital (2 mg trong 0,2 ml). Khi chudt
khong con dédp fng vdi su kep dudi manh, boc 16 rust bing viéc cit mot vat § thanh
bung. Methacholin 0,25 pg chita trong 0,2 ml, dugc 4p dung tai chd vao rudt bic 16
va quan sat rudt trong thdi gian ding 3 gidy. Ghi 2 diém néu co thit rudt do
methacholin duge dy phéng hoan toan; ghi 1 diém néu co thét gidm vé cudng b
ho#c chi xay ra ¢ mdt ving han ché&. Céc s6 diém clta nhém duge chuyén thanh ty 1é
phin trdm cia s§ diém trung binh Iy tudng (2 diém), va tinh lidu bao vé trung binh
bing phudng phap Litchfield va Wilcoxon (1949). Do thdi gian kéo dai tic dung
bing didu tri cac nhém 20 chudt nhit tring véi EDg, duge xac dinh tit dudng cong
thé hién log liéu - tac dung, va thit cAc nhém chudt & nhiing khodng cach thdi gian
chon lgc theo cach théng thudng (chi thich: t4t ca cac liu déu duge bidu thi bdng
cation c6 hoat tinh).

Thdi gian trung binh tinh duge d6i véi dap Gng cta chudt nhit khéng didu tri
cong véi 2,303 ldn cha d6 léch chudn (SD) khéng bao gid 16n hon 2,51 gidy & 14 ngay
khac nhau. Do d6, thdi gian quan st duge Iua chon 1a 3 gidy. Cac lidu cd tac dung
50% (EDg,) ctia atropin sulfat, scopolamin hydrobromid, methylatropin nitrat,
methylscopolamin nitrat, va methandelin bromid 14 theo thit tu tudng Gng 42; 34;
6,2; 9,0 va 63 mg/kg (Becker va McCarthy, 1960),

2.4, Thit nghiém trén sy chiy nuéc mit

Thit nghiém nay dude thiét k& dé chitng minh tic dung phong bé thén kinh 48
giao cAm trén sy chay nudc mit (de Jongh va cdng sy, 1955).
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Ding chudt cdng trdng Wistar cin ning 150 dén 225g. Dong vat duge giit 8
36°C trong 10 phiit trude khi dang dé gay gian mach. Sau dé tiém thude thu
nghiém vao tinh mach dudi, thé tich dung dich 1& 1 mlkg thé trong, va thoi gian
tiém la 20 gidy. Mot liéu 0,6 mg/kg carbamylcholin duge tiém trong mang bung sau
15, 45, 75 va 105 phit, ho#ic cho dén khi dat duge mdt két qua duong tinh. Suf xudt
hién cta mdt vt c6 mau trén mot miéng béng ép vao mét, trong vong 3 phut sau khi
tidm carbamylcholin, duge coi la mét dap ting duong tinh. Né&u khdng thu duge mot
v&t ¢6 mau & khoang cach thdi gian thich hgp thi coi nhu thuéc thu nghiém cé hoat
tinh de ché than kinh 461 giao cam.

Lidu EDj,, 1idu c4n thigt dé dy phong su xudt hién mét v&t c6 mau ¢ mot nia
s§ chuét sau 105 phit, bing pmol/kg la 13,8 d61 v6i atropin va 3,5 461 véi 2,2-
diphenyl—4-diisopropylaminovbutyramid methyliolid. Céc don vi xac suét cua ty 1é&
phdn tram dfng vat dude bao vé dude vé sg db dd1 vdi logarit cua cac lifu dé duge
cac tri s0 nay (de Jongh va cing sy, 1955).

2.5. Cac th& nghiém in vitro

Céc thuc gay té, giam dau va cac chét cd hoat tinh kidu quinidin c¢é duge céc
tae dung duge Iy nhd vao hoat tinh d%1 khéng véi acetylcholin.

2.5.1. Thit nghiém trén cd thdng bung éch cé 1p

Céo lap co thdng bung &h (chuong 3, muc 3.1) va treo trong binh ngdm chita 7
ml dung dich Ringer diing cho &h (de Elio, 1948). Thay dich ngam ¢ 5 phit mét
14n bing dung dich Ringer ding cho &ch chita acetylcholin 1:10”7. Ghi tac dung kich
thich chia acetylcholin trong 90 gidy. Sau khi riia véi dung dich Ringer diing cho &h
thudng. co trd vé trang thai khong bi kich thich. Pap ing véi acetylcholin nay
khéng thay ddi, nhung duge quan sat 3 l4n khi b4t ddu mdi thi nghiém. Sau d6, 6
thii difm 90 gidy trude 1dn cho acetylcholin ti€p sau, thay dich bing dich méi chita
dung dich thudc thi. C6 thé quan sat tdc dung trén sy kich thich tiép sau cua
acetylcholin. Ghi nong d¢ cha thudc thit 1am mét tac dung cha acetylcholin, hodc

ghi néng 46 1am giam dap tng 50%.
2.5.9. Thit nghiém trén héi trang c6 lgp chudt nhdt trdng

Dung 4 manh héi trang chudt nhét trdng khac nhau (de Jongh va cfng sd,
1955). Cho thém acetylcholin clorid vao dich ngam trong dé manh héi trang dude
treo, sao cho ndng dd 1a 0,2 pg/ml dich ngam. Mot phit sau, cho thém dung dich
thufc. Cho nhilng néng dé thude téng din vao cho d&n khi sy co co giy boi
acetylcholin mat di. Dung dich ngdm duge riia sach nhifu ldn sau méi thit nghiém
va héi trang duge dé cho nghi trong mdt khoang thdi gian ¢§ dinh gida cac thi
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nghiém. Xac dinh ndéng 49 cao nhit khong c6 tac dung cia thude, va sau dé thit cac
nong d¢ gdp hai ldn va nam 14n, It nhat bén lidu atropin, véi ndng d6 & gidta 5,6 x
10° va 5,6 x 10*® dude cho thém vao dich ngam gida cac 1iéu cda thude thit. Nhu vay
cé thé danh gia thudc co hoat tinh bing bao nhidu phan tram so vdi hoat tinh caa
atropin,

2.5.3. Thi nghiém trén héi trang cé lgp cia thé

Hai doan héi trang duge treo trong mot binh ngdm 70 ml, va cho thém véo 0,07 mg
acetylcholin bromid trong 0,7 mi nudc (De Jongh va céng sy, 1955). Sau 1 phut,
mdt 1iéu thude e ch& d6i giao cAm hoéa tan trong 0,5 ml nudc duge dé tac dong
trong ding 2 phut. Dich ngdm dugc rita sach trong 5 phiut, va sau d6 bét dau mot
thi nghiém méi.

Atropin sulfat duge dung lam ch&t chudn d6i chiu. Thit nghiém véi 3 ndéng db
cua thudc thit va 3 nong d6 clia chat chudn. Cac két qua dugde dua trén it nhét 64
dap lng tdt ca hodc khong c6 gi dat duge tit 8 doan héi trang hosic nhiéu hon. Ap
dung phuong phap d6 thi (Litchfield va Wilcoxon, 1949) dé ¢6 t¥ 1é hoat luc phan t
gam so vdi atropin sulfat.

Hoat lye cia mdt s§ thude nhu sau: atropin sulfat, 100; scopolamin methylbromid,
160; propanthelin bromid, 280; diphemanil methylsulfonat, 30; va panthienat bromid,
144 {de Jongh va cong su, 1955).

2.6. Thit nghiém trén sy day vé phia trudc d dudng tiéu héa

Thit nghiém dudc thist k& dé chitng minh tac dung Gc ché hoie kich thich nhu
ding (Janssen va Jageneau, 1957).

Chuét nhit tréng cai, 2 d&n 4 thang tudi, dudc d€ nhin d6i qua dém, réi duge
tidm trong mang bung thudc chia trong 0,1 ml/10g thé trong. Mét gid sau, chudt
duge cho bang ng théng da day 0,3 ml mét dich treo trong nudc chiia 10% than va
5% gbm acacia. Hai gi¢ sau khi cho #n than, giét chudt, cdt 14y rudt tit tdm vi dén
hau mén. Rujt duge dé dubi thing trén mét t4m kinh trdng sach va duge do tif mon
vi dén manh trang. Chuét d&i chimg cé manh trang den (trong 300 chudt nhit d6i
chiing cho dung dich mudi, manh trang chida diy than). Céc thuéc chéng co thit
lam cho manh trang khéng cé than, nghia 14 ¢6 mau tu nhién.

Tiéu chuéin "t4t ca hodc khéng cé gi” dudge coi 1a t&t hon viée do khodng cAch ma
than dd di ngang qua theo ty 18 véi chiéu dai etia rudt, vi cac s6 do khong chinh xac,
va vi dudng cong liéu lugng - tic dung rat phing.

Cac thudc chdng co thit, cac thude gidm dau, va céc loai thudce khéac nhu cac
thude khang histamin gdy gidm su ddy vé& phia trude § rudt, rat cé thé do ¢ sy lién
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quan v§i cac thu thé cholinergic trong dudng tiéu héa. Nhu vay hoat tinh dudng
tinh biéu hién bdi manh trang khéng c6 than co thé chi cho thay hoat tinh 1iét d&i
giao cam, tc ché than kinh manh, v.v.

Mot sy sita d6i cha thi nghiém nay (Witkin va cong sy, 1961) nhu sau: Chudt
nh#t trang khong duge cho an trong 17 d&n 22 gid nhung dugc cho udng nudc. 3
mdt thol diém dinh ro sau khi tiém thude dusi da, chudt duge cho udng 0,25 ml
dich treo 5% bd hong trong 5% gom adragan. Ba muoi phit sau khi cho chudt
udng bd héng, giét chudt bing cloroform. Liy da day va rudt non va cdng ra bang
cach treo mdt qua can 3g tu mot d4u trong 20 gidy. Ghi ty 18 phén tram cua rudt
non ma béd héng da di qua.

Khong ¢6 méi tudng quan duge giai thich gita sy giam dau va sy day vé phia
trude & dudng tidu héa. Tuy nhién tat ci cac thudc gidm dau da biét déu e ché cb
¢ nghia sy ddy vé& phia trude cdia than cho chudt nhit trdng &n (Janssen va
Jageneau, 1957}

IiL. NGHIEN COU CAC THUOC KHANG CHOLINESTERASE

Cac thude kich thich nhiing cd quan dude phan bé cac day than kinh sau hach cha
hé thin kinh d6i giao cam cb th& dudc phan loai thanh ba nhém. Nhoém thit nhit gdm
acetylcholin va céc ester ¢6 lién quan, ¢ tac dung giéng nhu tac dung kich thich cac sdi
trude hach ctia cac hé thén kinh giao cam va doi giao cAm va cac soi sau hach cia hé
than kinh d6i giao cAm. Nhém thit hai gbm muscarin, pilocarpin, va arecolin 1a cac
thudc tac dung gidng than kinh 61 giao cam kiéu muscarin, khong ¢6 thc dung trén
cac sdi than kinh trude hach. Nhom thit ba gdm cac chét dc ché& cholinesterase, la
enzym xuc tac su thity phin acetylcholin, khi&n cho chét trung gian hoa hoc bi phan
hiy nhanh chéng. Cac thudc khang cholinesterase gy nhiing tac dung gidng nhu khi
acetylcholin duge giai phéng va tdn tai & noi gidi phong. Vi du, physostigmin, do tac
dung ic ch€ cholinesterase, gay co ddng t1, lam ting truong lyc va hoat déng ctia rudt,
gay co ph& quan, kich thich ti&t nudce bot, nudc mit, v sy thoat md hdi, va sy co cac ¢0,
hoac ¢d tron hodic cd van.

Physostigmin dude gol la chit dc ché thuin nghich cta cholinesterase vi tac
dung nhat thai. Cac phosphat ¢d thé gay tac dung kéo dai do sy uc ch& din din
khong hoéi phuc va duge goi 12 céc chét tc ché khéng thuan nghich. Mot s8 cac
chat sau cé doc tinh cao, Wic ddu 44 duge phat trién 48 ding trong chién tranh hoi
doc. Cong dung chinh cta cac thude khang cholinesterase la diing trong diéu tri
bénh nhuge cd néng, mAt truong lyc sau phiu thuét {cha rudt hoac bang quang)
va bénh tdng nhén ap.
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Phuong phap nghién citu

Burgen (1949) xdy dung mét phuong phap don gian phat hién cac thude khang
cholinesterase 1a x4c dinh sy gidm miic lifu ngudng clia acetylcholin cin thist dé
gy chdy nuée mit cé mau. Chudt céng tréng 1a déng vat dude lya chon vi dap Gng
rd rang va dé phat hién & loai vat nay.

Chudt cOng tring dyc cin nang 100 dén 200g duge chia thanh cic nhém, mdi
nhém 6 con, ¢4 trong lugng +15g hodc it hon, so véi trong lugng trung binh ciia
nhém.

Pha ché& dung dich acelylcholin bing cach hoa tan 100 mg acetyleholin clorid
va 100 mg KH,P0,.12H,0 trong 100 ml mét dung dich nudc chita 0,8g natri

clorid. Dung dich acetylcholin nay 6n dinh trong ta lanh trong vai tudn, c6 pH
tir 4,1 dén 4,3.

Xac dinh liéu ngudng cta acetylcholin déi véi méi chudt. Cac lidu dung dich
acetylcholin duge tiém duéi ché da khong chéc § sudn cha chudt. Lidu bit ddu 1a
160 pg. Sau 3 phiit, dua mdt miéng gidy loe vio tdi k&t mac. Phan ing duong tinh
12 sy xudt hién modt vét d nau trén gidy, vi cac thudc muscarinic giy tiét nudc mat
mau dé nu, mét hién tugng goi 1a huyét 1&. Néu phan ing duong tinh, lidu tiép sau
s& rut bét 40 pg. Néu khong dat duge phan ting dudng tinh, tang lidu acetylcholin
thém 40 pg cho dén khi mot phén dng dudng tinh x4y ra trong véng 3 phit. Bing
céch ndy, xdc dinh duge lidu t6i thidu gay huyét 16. Lidu ngudng xé dich trong pham
vi 80 dén 250 pg ddi véi hau hét tdt ca chudt edng tring.

Liéu ngudng duge 18y cho nhém 12 liéu ma & d6 mét nita s6 chudt ctia nhém cho
dap ting duong tinh. D3i v6i mét nhém quy dinh, pham vi x& dich clia 6 nhay cam
hep, pham vi xé dich cia céc lifu ngudng ca nhan chi 12 + 30 ug so véi tri s6 trung
binh, €6 thé thuc hién thit nghiém véi acetylcholin cit nifa gid mot 1in.

Sau khi d& xdc dinh duge liéu ngudng cho mét nhém, dong vat duge dé trong
16ng trong 30 phiit. Chudt dude tiém mang bung mdt thude de ché cholinesterase, vi
dy, eserin sulfat, neostigmin methylsulfat (0,02 pg). Sau thdi gian c6 hoat tinh t&i
da (duge xéc dinh v6i hai ho#ic nhiéu nhém hon néu cén), thit nghiém véi
acetylcholin duge nhéc lai.

Trude khi duge ding, mdi chudt cong tring duge thit nghidm véi 0,25 mg/ke
eserin sulfat, acetylcholin dugc cho 20 phit sau. Diu nay thudng giy gidm lidu
ngudng c4 nhan ti khoang 200 ug xudng khodng 20 pg acetylcholin. Céc thude duge
danh gia bing cich xac dinh lidu ED,, la lidu thude ma & d6 50% so dong vat cla
mét nhém cho két qui duong tinh khi mdi déng vat dude cho mét nita cia lidu
ngudng acetylcholin ctia né hofe mét phan nim cia liéu ngudng acetyleholin clia né.
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CHUONG 7

PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUGC LY THUOC
TAC DUNG TREN HE THAN KINH GIAO CAM

GS. Poan Thi Nhu

e

I. NGHIEN CUU CAC THUOC TAC DUNG GIONG THAN KINH
GIAO CAM

MG DAU

Thubc tac dung gidng thén kinh giao cam 13 hop chét c6 hoat tinh giong voi
epinephrin (adrenalin) ¢ ngoai bién. Epinephrin hodc kich thich dién day than kinh
giao cdm cb thé gay nén mdt dap Gng nao 6 trong cac dép ing sau day: gian déng
tf; tang nhip tim; tang thé tich tAm thu 6 tim; gin mach vanh; co mao mach d da
va niém mac; co mach phéi, gisin co phé quan; dc ché ti€t dich vi; co cd that da day
rudt; kich thich tit cung; co bao lach: su phén huy glycogen & gan; sy ting huyét ap.

Khi tiém tinh mach epinephrin cho déng vat, ca huyét 4p tdm thu va tam
trudng déu ting nhanh va sau d6 ciing ha xudng nhanh. Su tang nhip tim ¢6 thé bi
440 nguge trong thoi gian thi nghiém do tac dung dén b cha day than kinh phé vi
& tim. Tac dyng cia day than kinh phé vi nay ¢6 thé duge dy phong béi mot thude
ligt thin kinh doi giao cam. Dap tng téng huyét ap ty 1é thuan véi ludng
epinephrin tiém, nén co thé thyc hién dinh lugng sinh hee céc miu epinephrin bang
cach do dap Gng tang huyét &p & ché duge tiém atropin.

Trong mt chuong trinh nghién ciu sang loc, d6i khi cé thé nhan ra mdt thude
tac dung gidng thin kinh giao cam béi su hién dién cha céc tac dung nhu gidn d6ng
tdt, tang do sdu va tdn s6 ho hép, ting hoat dong van dong, su dyng 1ong, va su
nhay cAm véi vige s3 tay vao. Sy nhan biét hoat tinh gidng than kinh giao cam doi

L]

hdi phai lam thyc nghiém nhidu sau khi phét hién dé ching minh xem thude cd
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nhiing tac dung giao cdm nao, miic d¢ gidng véi epinephrin va cée thude tuong ty vé
tac dung dugc 1y, va ddp tng c6é phai 14 thit phat d8i véi hoat tinh khac. Epinephrin
duge coi la ¢6 tac dung do kich thich tryc tiép cic thy thé dic hiéu, nhung cac thude
khac ¢6 thé tac dung do nhiing co ché it dac hidu va it trye tiép hon.

CAC PHUONG PHAP

1.1. Thit nghiém tac dung gy gidn dong t&

Kich thudc cda dong ti duge didu chinh béi hai lye d8i lap: sy kéo do triong lic
cla cic co téa tia lam gidin déng tl va sy kéo cha cd théit gy co déng t&. Cac sgi
giao cam, c6 cac khép thén kinh § hach €0 trén 12 sgi van dong déi véi eo tda tia.
Cac thude adrenergic tac dung gi6ng thén kinh giao cdm gy gian déng ti. Trudng
lyc cta co thit duge duy tri bdi cac sgi d6i giao cdm c6 cée khép thin kinh ngoai
bién & hach mi. Vi thé, déng tit cé thé bi giain bi céc thuée lidt d6i giao cam, c6 tac
dung tai chd rd rét.

Nhitng thude nay cling gy liét co thé mi, lam dinh chi sy didu tidt. Cac thudc
tdc dung giéng than kinh giao cdm chi gdy gidn déng t& ma khong gy dinh chi su
diéu tiét hodc lam m&t phén xa véi 4nh séng (co ddng t& dap ting véi anh sang).
Nhiing thude nay d6i v6i ngudi 1a: cocain, phenylephrin, ephedrin, va amphetamin,
tdt cd déu gay gidn déng tu.

Dé phat hién hoat tinh giéng than kinh giao cim, cé thé do su gidn déng til cha
chuét nhét tréng, nhu da duge mé ta d€ phat hién hoat tinh liét déi giao cam. C6
thé sit dung chudt céng tring dé nghién citu téc dung gay gidn déng ti mét cach
chinh xéc hon. 8au khi tiém tinh mach 0,04 mg/kg epinephrin cho chudt céng
trdng, di xay ra tac dung gidn ddng t ngén. Dinh ciia tac dung la su tdng dudng
kinh clla ddng tlt 2 mm, xuét hién trong 30 gidy va kéo dai trong 8 phut. Téc dung
manh hon va kéo dai hon sau khi tiém dudi da tit 2 d&n 3 mg/kg morphin. Cac
thudc tac dung gidng thén kinh giao cAm c6 hoat tinh giéng véi epinephrin ciing 6
thé ¢6 tAc dung manh hon sau khi tiém morphin.

1.2. Th nghiém trén tif cung va két trang 1&n ctia chudt céng tring

Té cung chudt cdng trdng duge coi 1a nhay cdm vdi epinephrin, nhung c6 thé cé
hoat dong ty phat qua mic, duge lam gidm bing cich ha nhiét d¢ va giam calci trong
dung dich Ringer (Gaddum va cong sy, 1949). Thanh phén bing gam trong mét lit la:
NaCl 9,0; KCl1 0,42; NaHCO;, 0,5; glucose 0,5; CaCl, 0,06. Nhiét d6 ctia dung dich ngam
12 29 dén 30°C, thé tich ctia né 1a 2 ml. Cac t cung 16n nhay cAm hdn tt cung nhd,
nhung gén diy cac it cung mang thai da bi loai b, vi chiing ¢6 nhiéu hoat déng tu phat.
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Acetylcholin (0,5 dén 1,0 pg) duge cho vao dich ngam cit 2 phut mét lan, va duge
rita sach khi tac dung § mite toi da (30 dén 40 gidy). Céc lidu epinephrin, trong 0,21
m] dung dich ho#c it hon, duge cho vao dung dich ngdm 1 phuat trude mot liéu
acetylcholin. Mdt liéu epinephrin khéc dugc cho vio ngay khi- dap i{mg voi
acetylcholin binh thudng. Su tréch khoi dép Ung thoéng thudng véi acetylcholin 1a
mitc do hoat tinh cla epinephrin hodc ciia mét thude gibng than kinh giao cam tuong
ty. Nerepinephrin tuong 461 khéng cb tac dung trén tiéu ban nay.

Mét k§ thuat tueng ty da duge ap dung cho 3 cm dau cua két trang 1én. Khong
d5 dang lam cho tidu ban nay trd nén yén tinh nhu ti cung. Nhiét d6 dung dich
ngam duge thay d6i, va dung dich Ringer gidng nhu dung dich ding cho tlt cung,
hoic d6i khi nhu sau (g/lit): NaCl 9,0; KC1 0,4; CaCl; 0,03; NaHCO,; 0,15; glucose 1.
Nhiét d6 luén 3§ trong pham vi 25 + 2°C va duge diéu chinh dé 1am giam hoat dong
ty phat xudng mic 49 yéu. Liéu acetylcholin 13 0,001 dén 0,01 pg (1 dén 10 ng).
Nhu véay cd quan nay nhay cam hon véi acetylcholin.

D& sing loc, liéu thdp nhat cia epinephrin hosc thudc thit nghiém 1am giam
dap Ung cua acetylcholin xuéng mot nla, duge ldy d8 do hoat tinh gidng nhu
epinephrin.

1.3. Th& nghiém trén manh trang tryc trang cta ga

Phin hep clia manh trang tryc trang duge 18y ra tit mdt ga mai hode ga tréng,
14 d&n 20 tudn tudi va bao quan trong dung dich Tyrode sia d6i § 4°C trong 2 dén
40 gid (Cleugh va cong su, 1961). Thoi gian bao quan t6i vu 1a 18 gig. Mot doan dai
4 d&n 5 cm duge treo trong binh ngdm md co thé tich 3 d&n 5 ml. Cac chuyén déng
ctia co doc duge ghi véi @6 phong dai 15, va stic cang 1 dén 5g. Nhiét do t61 wu 1a 34
dén 35°C. Dich ngaim chia, bing gam trong 1 lit: NaCl, 8; KCl, 0,2; CaCl,, 0,2;
MgCl,, 0,01; NaHCO,, 15 NaH,PO,, 0,05; glucose, 1. Thong khi véi 95% oxy - 5%
carbon dioxyd. (Dung dich giong nhu dung dich Tyrode trit ham lugng 10% thudng
¢6 caa magnesi clorid).

Céc chu ky thi nghiém chiém 4 phit. D& thudc tac dong trong 30 gidy trudc khi
rita. Ephedrin, pha loang 1:5 x 10°, gy gidn cd va (e ché cac chuyén déng ty nhién.

)

Tidu ban nhay cdm véi epinephrin gip 40 l4n so vdi norepinephrin. Dé doi
khang véi acetylcholin, dung atropin. D& d6i khang vdi 5-hydroxytryptamin va
catecholamin, dung ephedrin.

D& thii thudc, dap (ng clla md tryc trang véi su ¢6 mit cha thude thi duge so
sanh véi dap ng véi epinephrin. D& xéc dinh rd thém hoat tinh, nhitng thudc khéc
dude cho vao dich ngdm. Nhu véy, dé loai trit dap Gng do hoat tinh giéng thén kinh
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d6i giao cam, atropin dugdc cho vao dich ngdm véi ndéng 46 1 x 107, Tuong tu nhu
vay, dé d6i khang véi catecholamin va 5-hydroxytryptamin, ephedrin véi néng do
5 x 10 duge cho vac dich ngdm. Methysergid véi nong dd 5 x 10® lam giﬁm do
nhay cdm cia 5-hydroxytryphamin xuéng 1/100 cta tri s& ban d4u.

1.4. Th nghiém trén lach ¢é lap ciia méo

Lach dugc 14y t méo duge gdy mé bing Nembutal (30 mg/kg) (De Gues va
cong su, 1956). Sau mot ngay dé trong ta lanh & 4°C, lach duge phiu tich thanh
nhung manh mé dai 4 cm va réng 0,5 cm. Manh md duge ¢6 dinh trong binh ngam
mé bing thly tinh, mdt ddu budc vao binh ngam, ddu kia budc vao mst don bay,
ciAn ning 2 gam. Ghi céc co cla mé trén may ghi vé1 d6 phéng dai gdp 20 ldn.
Binh ngdm chi@a 50 ml dung dich Tyrode dudgc dua ddn 1én nhiét dé hing dinh
37,5°C. Thyc hién sy théng khi vdi oxy chita 3 phén tram thé tich carbon dioxyd.
Sau thdi gian gidn 2 gid, ti€n hanh thd nghiém trén manh lach bing cach cho
thuéc vao dich ngam.

Céc chét sau day gy co: epinephrin, 1:107 (véi mét it hoat déng nhip nhang
chéng 1én trén mét sy co ting trucng luc); norepinephrin, 1:107; phenylephrin
hydroclorid, 1:10% vasopressin, 5 don vi. Oxytocin khéng ¢6 tdc dung (De Gues va
cOng su, 1956).

I1. NGHIEN CU'U CAC THUGC PHONG BE THU THE o - ADRENERGIC

Mé& ddu

Mot s6 yéu t& gép phdn vio cac tac dung sinh 1y cha cac thude adrenergic. Cae
y&u t& gbm cé cac qué trinh hap thu va thay déi do enzym, diéu hoa ndng 46 cia
cAc amin téc dung gidng thdn kinh giao cAm & vi tri cta thu thé (Trendelenburg,
1966, 1968). Ngoai ra, nhiing thay d6i tuy nhién vé d6 nhay cAm cta méd va tuong
téc ctia thudc & cac vi trf ngoai cac thu thé c6 thé gay su hiéu sai trong danh gia
hoat tinh cta cac chit d6i khang (Furchgott, 1968). Cudi cling, xét vi cé rat nhiéu
vi trf tac dung trong hé thdng adrenergic, céc thit nghiém c6 thé giip phat hién
tdc dung cha cac thudc khéng nhitng § cac thu thé ma con & cac hach va t& bao
thén kinh giao cam. Nét diic trung cudi cing nay c6 nhiéu kha ning xay ra trong
cac nghién cdu trén ddng vat nguyén ven hon 14 trén cac mé nghién clu in vitro 1a
didu ¢6 thé hiu duge.

Do d6, khéng thé st dung nhitng phudng phap thuce nghiém duge coi 14 1y tuéng
vé& moi mit. Su lga chon moét phudng phap dic bidt nhat thist phai 14 su di€u hoa
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gita tinh tién 1¢1 va ¥ nghia dinh tinh ho#c dinh lugng cta cac di lidu thu duge. Vi
dy, c6 thé xac dinh céc tac dung phong b& thy thé khi nghién ciu hoat tinh tim

-

mach ciia hop chét. Tuy nhién, sy danh gia chi tiét cac tac dung d61 khang cua cée
thudc thi nghiém, cb lién quan tdl viéc xéc dinh cac chi s6 dinh lugng, ludn can su
dung cac nghién cdu in vitro v su danh gia cdn thén cac bién &6 thuc nghiém ¢

thé ¢6.
CAC PHUONG PHAP

2.1. Thi nghiém trén céac hé cd quan cbd 1ap

Viéc st dung cac hé cd quan ¢d 1ap cd nhitng 1gi thé rd rét hon cac nghién ciu in
vivo. Co thé do cac dap Ung tudng 61 chinh xéc tit nhidu tiéu ban, thuong thu duge
tit mét dong vat. Nhing y&u t8 1am phic tap gép phan in vive nhu sy phén phél
thuéc, hoat tinh thé dich, va hoat tinh phén xa duge gidm thidu nhiéu hoe tranh
duge. Cudi eing, nhiing phuong phéap nay cé thé dang dé x4c dinh va danh gib so
sanh cAc tac dung phong bé thu thé chia cac thudc thil.

Su kich thich cac thu thé alpha thuong gay co cd tron ¢6 thé dude ghi qua cac
hé théng déng truong hodc cung kich thude. T6t nhat khi cac md dung trong thi
nghiém chi chda cic thu thé alpha va c6 nhiing thay aéi t6i thidu v& d6 nhay cam
trong sudt thdi gian thi nghiém. Viéc sti dung phenylephrin, thay cho cac chét chll
van thudng dung nhu norepinephrin thich hgp hon vi né két hop 4i lyc thap vé
cae vi tri trudec khép than kinh (Burgen va Iversen, 1965) vi tac dung manh, tu
tién & cac thu thé alpha. '

Phuong phap thi nghiém gom vé so a6 mot loat cic duong cong lidu lugng - dap
ting, mot dudng cong khong c6 mat chat d&i khang va nhiing dudng cong khac VoL
sy c6 mét cia nhitng nong do thay ddi cua chét d5i khang.

Mb duge gy co o1 da 2 hodc ba 1in & ltc ddu thi nghiém. Tién hanh xay dung
cac dudng cong lidu lugng - dap dng bing phuong phap mbé ta bdi van Rossum va
van den Brink (1963), trong do cac liéu k& tifp cta chat chi van duge cho vao binh
ngam khi md dd dat trang thai can biing &n dinh véi lidu trude. Sau khi da dat dap
ttng t5i da, chat chu van dude rita sach khdi binh ngdm va sy gian hoan toan clia
md xay ra. Liic d6 cho chét d6i khang vao binh ngim va d€ cho cén bing véi md
trong mét thoi gian quy dinh. Réi cho chét chd van tac dong trén md va dat dugc
m6t dudng cong liéu lugng - dap dng méi, st dung mdt pham vi thay ddi cua lidu dh
d& 1ap lai dudng cong lidu lugng - dap ing ban diu. Nhiing dudng cong liéu lugng -
dap tng tuong ty duge vé so 5 cho mét pham vi rong cac ndng do cua chat d6 khang.
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Néu cac dudng cong song song véi nhau, ¢d thé giai thich 14 c6 su d6i khang
canh tranh (hinh dudi day).

100 —  Phenfolamin
x 107 M
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-
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St co Yui fink chudt

i |
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Norepinephrin ( phdn 1/ gam)

Tac dung clia phentolamin trén dap (ing co ctta éng tinh chudt cdng trang voi
norepinephrin. Bap ing vdi norepinephrin dat duge khi c6 cac ndng dé khac nhau
clia phentolamin. Su déi khang canh tranh dugc biéu 16 bing suf chuyén dich song

song clia cac dudng cong liu - dap (mg cila norepinephrin (van Rossum, 1965).

2.1.1 Thit nghiém trén co tron mach mdu

M6t tiéu ban thudng dung trong loai nay 1a st dung cic manh cit theo dudng
xo#n 6c ctia dong mach chi thd (Furchgott va Bhadrakom, 1953; Furchgott, 1960).
Tiéu ban nay dude ding nhidu trong phan tich tic dung clia amin tac dung gidng
thén kinh giao cAm va cac chét doi khang cha ching & cac vi trf cia thy thé (Bevan,
1960; Furchgott, 1954, 1967). N6 c6 nhiéu 10i thé ciia mdt hé ¢o quan ¢6 1ap. Vi dy,
cé thé thu dugc 3 holc 4 tiéu ban mé tir mdi dong mach chii, lam cho c6 thé thye
hién cac nghién cttu ¢6 d6i ching cip d6i. Tidu ban nhay cdm véi céc licu thip cua
thudc chil vAn adrenergic, v md vin on dinh sau khodng thdi gian dai. Thoi gian
cdn thiét dé mé &n dinh 1 khodng 2 gid trude khi cho thuée vao. Ngoai ra, cac dap
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ung co véi cic thude chi van a-adrenergic cham, va sau khi riia sach thudc, tiéu
ban gian ra cham,

Thé can nang 2 - 3 kg bj giét biing mHt ci danh manh vao ddu, va nguc duge mé
dé boc 16 dong mach chli. Rach mét dudng § phdn xudng clia dong mach chd, va mot
que thay tinh (3 - 4 mm dudng kinh) duge ludn cham vio. Déng mach chii duge 18y
di mét cach cAn than, diung que thity tinh dé hudng din, vi cit theo dudng xoin 8¢
dé c¢6 nhitng manh mé rong 2 — 3 mm va dai 3 em. Céc manh ddng mach chu duge
d& cén biing trong 2 gid trong cdc binh ngim cd quan chita dung dich Krebs duge
bom khf oxy & 37°C. Thuc hién do sy co clia déng mach chiti bAng don by ding
truong (1: 10; 3,0 gam) ho#ic qua mdt may bin nang chuyén dich luc. Cac dudng
cong liéu lugng - dap ing duge vé so db déi véi riéng thuce chil van, va véi su c6 mit
cua chit d6i khang. Sy chuyén dich ctia dudng cong lidu lugng — dap dng sau khoi
dudng cong d6i chiing cho biét tri s6 ude lugng cha ty 1é ctia liéu, ty 18 nay sau dé
duge dung dé tinh pA,.

Tri s0 pA, duge dinh nghia la s8 4m clia logarit cd 8§ 10 clia ndng 46 phan ti
gam cua mdt chét doi khang c6 kha ning lam gidm tac dung clia mot bdi s6 Héu x
cta mdt thudc xudng bang tac dung cla mét lidu don. Nhu vay, néu sy c6 miit cna
mét néng d9 107°* M pethidin trong dich clia mét binh ngdm mé lam gidm tac dung
cua 2 ug histamin xubng biAng tac dung giy béi 1 pg histamin khi khong co
pethidin, pA, cua hé pethidin - histamin 13 5,8. Tri s6 pA, phai lién quan véi mdt
cap thudc - chét doi khang duge néu rd tac dung trén mét tidu ban rd rang, vi dy,
héi trang chudt lang.

Nhitng doan vong trén clia ddng mach chii chudt céhg tring duge dung trong
céc thi nghiém cta Wohl va cdng sy (1967). Céac doan dong mach cha dude treo gita
cac méc khéng gi gai vao long ng sao cho cac co cia co vong 1am ting 4p luc khéng
d4ng trudng dude do bing may bién ning chuyén dich luc. D& cac md can bling dudi
ap lyc 2 g trong 1 gid trude khi do cAc dap tng véi thude. Co thé dat duge cac duing
cong li€u lugng - dap {ing t6t véi norepinephrin bing viée cho luy tich catecholamin
vi thé tich 0,05 ml hosc it hon. Cac dap tng ctia mé vin én dinh va ¢6 thé thé hién
lai trong khoéng thdi gian dai. Céc thuée d&i khang duge cho vao sau khi 2 ho#c 3
dudng cong lidu lugng - dap iing véi norepinephrin thé hién gin gidng nhau,

Mot tiéu ban dong mach cé d§ nhay cAm cao véi norepinephrin da dudc md ta
béi de la Lande va Harvey (1965). Thé c6 tai thong xudng dugde giy mé vdi urethan
(1,76 g/kg, tiém trong mang bung); ddng mach trung tdm cta tai duge boc 16, va modt
doan 5 — 7 em chi€u dai clia déng mach nay dugc treo trong binh ngam c¢ quan.
Dong mach duge ludn canun & ddu gdn, va 1ong &ng duge truyén véi dung dich
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bicarbonat Krebs duge duy tri ¢ 37°C va chita 5-hydroxytryptamin creatinin sulfat
(0,4 pg/ml). Dich chay ra tit ddng mach duge dé thio di bang dich chuyén vé phia
trén; téc dd truyén duge duy tri § khodng 8 ml/phit. Cac thudc duge tiém vao hé
théng qua 6ng cao su 14p vao ddu gin clia canun. Thay ddi vé dudng kinh cla dong
mach giy béi norepinephrin din dén thay d8i v& 4p luc truyén cé thé do duge bing
ap ké thly ngin ho#c bang may bién ning ap lye. Loi thé chia yéu cla tidu ban nay
1a sy 6n dinh cla céc dap tng v d6 nhay cdm cao véi epinephrin (1 - 2 nanog/ml).
Céc d4p dng véi norepinephrin kién dinh trong 6 gid sau khi bit ddu truyén, va c6
thé diing md sau khi bdo quan & 4°C qua dém. C6 thé nghién cttu cc dap ing véi
norepinephrin véi sy ¢é mit cia cac chdt déi khang bing cach cho chit d4i khang
vao dich truyén.

2.1.2. Thu nghiém trén tii tinh

Tui tinh ¢b 14p ctia chudt céng tring va chudt lang duge dung dé danh gia su
phong bé adrenergic gdy bdi nhidu chat (Brugger, 1945; Rothlin va Brugger, 1945;
Stone va Loew, 1952; Lewis va Miller, 1966). Tui tinh ctta chudt lang 1a mé dic
biét thich hgp dé nghién citu vi né co khi cé mit catecholamin, histamin va
acetylcholin, c6 it hodic khdong c¢6 hoat ddng tu nhién nhip nhang (Meier, 1950:
Stone va Loew, 1952).

Chuét lang due cin ning 300 - 600g bi giét, va tai tinh duge 14y di. Lugng chat
chita trong tii tinh c6 thé gdy cing qua muc vA ngin cin su co ti da. Do d6 choc
mdt 16 nhé vao long ng § ddu gin va thét lai § d6. Céc tai chudn bi nhu thé nay 1a
nhiing cfu tric hinh éng thdng thay d8i tit 4 d&n 7 cm chiu dai. Cac md duge treo
trong binh ngdm mé chiia dung dich Locke duge bom khi oxy véi 0,1% dextrose va
duy tri ¢ 39°C. Ghi sy co giy boi cic amin tac dung gidng than kinh giao cdm qua
mdt hé don bdy ding trueng (1:15, 1,0g) hodc qua may bign ning.

Céc tdi tinh chudt cdng trdng duge 14y di bing cach théc tudng tu nhu véi
chugt Jang. Cin c6 thém sy thén trong la phau tich cin than cac tuyén dong khoi
vang l4n c4n cua tdGi tinh. Viée loai bd cdc tuyén déng phai dude thuc hién ma
khéng gdy ton thuong cac tdi tinh d8 tranh cac dap iing khéng binh thudng va su
gidm dd nhay cdm. Céc tii tinh duge dé cén biing trong 15 - 30 phut trude khi duge
kich thich v6i thudc. Ghi sy co giy bdi thuée biing mét hé don bdy ding truong
(1:10, 0,3g) ho#ic bing may bién ning dich chuyén lyc.

C6 thé st dung dap Ging co cla cd quan ndy véi catecholamin dé nghién cttu
hoat tinh 461 khang caa cac hgp chit thit.
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2,1.3. Tha nghiém trén lach

Céc manh lich méo ¢é lap nhay cam véi cac catecholamin khi duge treo trong
dung dich Tyrode ho#ic dung dich Mc Ewen thigu hut glucose va thich hgp dé phan
tich hoat tinh cua cic chdt déi khang a-adrenergic (Bickerton va cong su, 1962;
Bickerton, 1963; Bickerton va cong sy, 1966). Lach duge 1ay di tit méo qua mét nhat
“rach & bung va riia trong dung dich Tyrode &m chita mdt mia chc lugng thudng
diing cia natri bicarbonat va dextrose. Cac canh va cic ddu cua lach duge xén bét,
v& phan trung tAm hinh chit nhat dude chia thanh 2 manh hosic nhifu hon cia co
tron Jach, m&i manh dai khodng 4,5 cm va réng 1,5 cm. Cac mé duge dé can béng 30
phit trong dung dich Tyrode thidu glucose duge bom oxy va duy tri 8 39°C. C6 thé
ghi sy co clia cac manh lach bing mét hé don bdy ddng truong (1: 15; 5,0 g). Pap
ing cla tidu ban nay véi cac liu quy dinh cta catecholamin ting 1én vé bién @6
trong gi¢ diu cia 5 thi nghiém va sau d6 vén tudng d6i déng d8u trong nhidu gio
(Bickerton va céng sy, 1962).

Déap ting cua cd tron lach véi catecholamin cham. Mét sy co ban ddu nhanh
duge ti€p sau béi mdt giai dogn cham hdn dat mét dinh kéo dai trong 3 - 5 phiit.
Nhitng thay d8i c6 § nghia v& dé nhay cAm xay ra khi cho epinephrin va
norepinephrin véi lidu lug tich (Bickerton, 1963). Nhiing thay d6i 16n nhét vé 46
nhay cdm trén 2 dudng cong lidu lugng - dap lng lu§ tich lién ti€p duge nhan xét
thay d cac miic liéu thap clia catecholamin, nghia 1& dudi mét nita dap {ng t6i da.
Diéu nay c6 th giy nhdm 1in khi danh gi4 hoat tinh ciia mét chat d6i khang thuan
nghich vi sy di chuyén cta cic dudng cong do cac thay d6i vé dd nhay cam c6 thé
duge cho 13 mét tac dung cia chdt d6i khang. C6 thé khéc phue kho khiin nay bing
cach diong céc manh cap ddi tit méi lach, mét manh nhan chdt d6i khang va mét
manh diang lam d6i ching.

2.1.4. Thit nghiém trén rudt

Héi trang thd 6 1ap vdi cac day than kinh mac treo rudt nguyén ven cung cip
mdt md hinh don gidn va hitu ich d€ quan sat tac dung cta cac chét 461 khang & cac
t&€ bao thin kinh adrenergic va céc thu thé sau khép thén kinh (Finkleman, 1930,
Bowman va Hall, 1970). Thé non dé nhin déi trong 24 gid bi giét va bung duge md.
Céc doan (2 - 3 cm) rudt nen (t4 trang, hdng trang, ho#ic hdi trang) va mac treo
rudt, gdm cd déng mach va diy thin kinh giao cim di kém theo cia mac treo rudt,
duge 14p trong mot binh ngdm co quan chita dung dich Tyrode ho#ic Krebs duge bom
khi (95% O, + 5% CO,) & 37°C. That quanh dfu trung tdm cta déng mach mac treo
rudt, vh mac treo rudt duge ludn qua cde dién cuc néi véi mét mdy kich thich, Sy
kich thich (15 hertz) ddy thdn kinh adrenergic quanh déng mach nén gidi han trong
thoi gian duéi 30 gidy 6 céc khodng cach dudi 3 phit dé tranh sy mét moéi cla tidu
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ban. Cac ct ddng du dua clia rudt 6 thé duge ghi trén may ghi vdi mot hé dén biy
ding truong (1:20; 2,0 g} ho#c véi may bién nang chuyén dich lyc, Cé vé nhu khéng
¢6 s khac nhau giita su ghi ddng trudng va ghi cang kich thude (Bowman va Hall,
1970).

Sy kich thich d4y than kinh giao cam ho&c su c6 mit caa cac catecholamin
ngoai sinh fc ché sy co cua rudt. Tae dung e ché nay duge trung gian bdi cac thu
thé o va B va bi phong bé& bdi ¢a hai loai thude d6i khang vdi thu thé adrenergic. Su
phin biét cdec tAc dung tc ché a-adenergic véi cie tdc dung trung gian béi cac thu
thé B dua trén quan sat thue nghiém la su kich thich cac thu thé a-adrenergic gay
sy bdt dau dc ch& nhanh, trong khi sy bét dau tac dung & cdc vi tri ciia thu thé B
cham (van Rossum va Mugic, 1965; Bowman va Hall, 1970). Sy danh gii cac
chat d6i khing a-adrenergic cé thé tién hanh t6t nhdt bing viée dung
phenylephrin, mét thudc c¢hli van cta thu thé a-adrenergic ma tac dung dc ché bi
phong bé bdi phentolamin trong khi vAn khong bi anh hudng bdi cac chét 461 khang
v6i thu thé B nhu propranolo! (Bowman v Hall, 1970). DAu trén, thu duge cac dap
iing véi phenylephrin v ti€p theo sau la rlta bd chat chi van khéi hé théng. Sau d6
chit d81 khang dude cho vao binh ngam, va hoat tinh phong b& clia né duge xéc
dinh bang cach kich thich m6 véi cac lidu phenylephrin da dung lic ddu. Do cac
bién d8i vé dé nhay cAm ctia mé, chi ¢6 thé ude lugng tri s& gan ding cla pA,. Tuy
nhién tidu ban niy 13 mét md hinh don gidn va thuan tién dé thit nghiém dinh tinh
nhanh cac hgp chat & cac thu thé adrenergic.

2.1.5. Thd nghiém trén t& cung

T& cung cta cac thé khéng mang thai dap ting véi su kich thich thu thé o bing
sy co manh, va dap dng co nay c6 thé dung ¢é danh gia hoat tinh cla cae chat do1
khang véi thu thé a (Broom va Clark, 1923). Thé c4n nang it nhit 2 kg bi giét va
md bung. Kéo rudt sang mot bén @€ boe 1§ hai sitng etia tlt cung duge phiu tich dé
loai bé mac treo rudt dinh vao. Cit mbi sitng tit cung thanh nhiing doan dai 2 — 3 cm,
va méi phdn dugc chia doc dé c6 2 manh xing hop. Lei thé ciia tibu ban td cung ¢b
1ap nay 1a c6 thé cé duge mot s6 (12 — 16) tiéu ban tit mdi thd. Cac mé duge ngdm
trong dung dich Ringer dudc bom oxy. Néu cdn, cho thém magnesi clorid dé e ché
¢o bép ty nhién, Mét hé théng don bay (1:5; 1,0 g) duge dimg dé ghi cac co ti cung.

2.2. Thi nghiém trén cac hé ddng vit nguyén ven

2.2.1. Thit nghiém trén huyét ép déong mach

a. Thiz nghiém trén méo va ché gdy mé. Lgi thé chinh cta phudng phap thyc
nghiém nay 1a gitp phat hién hoat tinh ctia thudc thit ¢ nhiing diém khac nhau
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trong hé tac déng than kinh giao cam (Smith, 1961). €6 thé gAy mé ché ho#c meo
bang barbiturat, miec di a—cloralose duge ua dung hon cho méo vi tac dung giy mé
6n dinh va thudng cé tac dung de ch& yéu hon trén cic chic ning tu guan. Pat
canun vao khi quan nhu thudng 1& va cit céc than théan kinh phé vi — giao cam &
hai bén. Ghi huyét ap tit cde dong mach dii hojc canh, va cho thude qua cac tinh
mach &t hodc canh.

Epinephrin 12 mét ch&t kich thich manh céc thu thé o va B. Sy kich thich cac
thu thé alpha giy co mach véi dap Ung téng huyét 4p la hau qua, trong khi g1an
mach va dap ng ha huyét ap 1a hau gqua cua sy hoat héa cac thu thé B & mach
mau. Mjt chit déi khang adrenergic nhu phentolamin ho#c phenoxybenzamin
chuyén déi dap Ging tAng huyét ap binh thudng cua epinephrin thanh dap dng ha
huyét 4p do phong bé cac thu thé a va do dé lam cho cac tac dung P cua epinephrin
théng thé. Mét trinh tu thuc nghiém dé€ ching minh sy d8i khang a-adrenergic
nhu vay ¢6 thé (1) gay su ddo ngugc cha dap dng tang huyét 4p cia epinephrin
thanh dap ving ha huy8t ap va (2) lam gidm, nhung khong dao ngude, dap Ung tdng
huyét ap cta epinephrin ¢ ddng vat duge didu tri trude véi mot thude doi khang véi
thu thé f, vi du, propranolo! (1 — 3 mg/kg, tiém tinh mach).

b. Thit nghiém trén chupt cng trdng bi choc thén kinh trung uong

Phucng phap nay cé df nhay cam tét va thuan tién dé thu cac chét ting
huyé&t ap (Shipley va Tilden, 1847, Brown va Gillespie, 1957) va dad duge dung dé
thit cac thudc ¢6 hoat tinh phong bé& o-adrenergic (Graham, 1962). Chudt edng
trng cdn nang 200 — 300 g dudc cho atropin (3 mg/kg, tiém trong mang bung)
10 — 15 phiit truée khi gy mé véi ether. Thuc hién dua canun vao khi quan va cit
day than kinh phé& vi theo thuong 1¢. Choc nao bing cach gid dAu dong vat cling ra
va thidng hang véi ddt song va dua que choc vao qua hic mét va xudng fng song.
Dong vat duge noi ngay voi may hé hdp va tin s8 hd hap duge duy tri d 50 - 60
lan thé vao/phit. Tinh mach dui duge dat canun dé tiém thude, va dong mach
canh ludn canun dé do dap Ung téng huyét ap. Chuét cong trdng duge tidm
heparin va hexamethonium (5 mg/kg) va dugc dé can bing trong 30 phut.

Chubt cong trdng bi choc than kinh trung udng ¢ huyét ap 6n dinh giita 30 va
50 mmHg va dap fing mdt cch kién dinh véi viéc tiém tinh mach norepinephrin
ho#c epinephrin trong 4 — 6 gig. Cé thé danh gia hoat tinh cta cic thude ddi
khang a—adrenergic theo cac tri 6 EDs,, ¢6 nghia la lugng cua thube cin thiét dé
lam giam 50% dap dng tang huyét ap cha mdt lidu chufin cia epinephrin hodc
norepmephrm Can chd ¥ higu chinh may hd hip dé tranh tang thong khi phdi
ho#c ciing phdi. Gidi han cac dung dich tiém 6 duéi 0,2 ml.

7 PPNC-A
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2.2.2, Thit nghiém trén mi mat thi ba

Dap tng co clia mi m#t thit ba cia méo véi norepinephrin hodc epinephirin
cung cAp mot phuong phap chitng minh hoat tinh phong bé giao cam. Céac thu thé
adrenergic cia mi mét thit ba phin 16n thude typ o, méc du ¢6 sy hién dién clia
chitc nang B.

Gay mé méo va cip chéc ddu vao ban md. Dua canun vao khi quan, va cdt day
thdn kinh phé vi va chudi giao cdm ¢6 § hai bén. Mot hé don bdy ddng truong (1:10 ;
7,0 g), duge méc vio mi mét thit ba clia mét mét, ¢6 thé duge dung dé ghi dap fing
co. Cé thé do ddng thoi huyét 4p tit ddng mach dui, va tiém thude vao tinh mach dui
va tinh mach canh.

PDap dng co cha mi m#t thit ba bi d8i khang bdi phentolamin va
phenoxybenzamin. Cé thé tiém thudc tryc tiép vao ddng mach canh ngoai qua mot
dong mach ludi ludn canun (Morrison va Paton, 1953; Trendelenburg, 1959).
Phuong phap nay cho phép mot ndéng dd tuong d6i cao ctia thude téi mi mét thit ba
va con tranh sy thay déi ré rét ctia huyét ap do tac dung toan than.

IIL. NGHIEN CUU CAC THUGC PHONG BE THU THE p-ADRENERGIC
CAC PHUONG PHAP NGHIEN CUU

8.1. Thit nghiém trén ching tim dip nhanh giy bdi isoprenalin

Phudng phap chon loc nhat va thudng dung dé thii tac dung phong bé& B-adrenergic
13 su 461 khang v6i chitng tim d4p nhanh giy bdi isoprenalin. Trong phudng phép
cha Levy va Ahlquist (1961), giy mé& cho ché véi morphin sulfat (10 mgkg) va
atropin sulfat (1 mg/kg) tiém dudi da, va 30 phut sau tiém tinh mach pentobarbital
natri (30 mg/kg). Nhip tim duge ghi lién tuc véi mot huyét toc k& dién tu, gdy nén bdi
méay ghi dién tim, nhung mot hé théng ghi it tinh vi hon ciing ¢6 thé phi hgp. Tiém vio
tinh mach canh 2 pg/kg cla mét dung dich 0,001 M ¢a isoprenalin. Nhip tim thay déi
tit khoang 160 dén 250 tiéng dap/phdt. Néu cho trude dicloroisoprenalin (2 mg/kg),
ching tim d4p nhanh s& chi ¢ mic nhe.

Théi gian tang t61 da nhip tim 14 sau 10 phat. Trong vong 30 phit, nhip tim
trd vé tri s6 trude khi tiém, Thit nghidm duge nhéc lai ¢ cac khodng cach 30 phit
sau khi cho cac thuéc phong bé B-adrenergic.

Black va cdng su (1965) tht nghiém trén nhip tim 6 méo gy mé. Méo can
niing 2 — 3 kg dude gdy mé bing tiém tinh mach cloralose (80 mg/kg). Sau khi dua
canun vao khi quan, do huyét ap dii biing mét a4p k& thay ngin, va nhip tim, bing
mot may d€m tiéng dap tim, va ghi trén may ghi. Tiém isoprenalin (0,2 pg/kg) vao
tinh mach dii & cac khodng cach 8 phiit. Nhip tim téng tU khoang 190 dén 250

7PPNC-B
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tiéng dap/phit. Sau khoéng 5 phit, nhip tim giam trd lai 190 tiéng dap/phat. Viée
lap lai cdc mii tiém isoprenalin sau khi bt ddu truyén tinh mach propranolol
(2,5 pg/kg/phit) dan dén su tédng nhip tim tit khoang 160 d&n 180 tiéng dap/phit.
Nhu vay mét thude phong b& f—adrenergic da dudc x4c dinh lam cho dap Ung téng
nhip tim déi véi mot thude kich thich B-adrenergic giam di nhiéu.

3.2. Thit nghiém trén dap ¥ng cua ti cung chudt cOng tring

Trong td cung, chi ¢é cac thu thé giao cam thude typ p (Levy va Tozzi, 1963), do
d6 ¢ quan nay 1a mdt ddi tugng thich hep dé chiing minh sy hoat hoa va phong bé&
B—adrenergic.

Chugt céng tréng cin ning 300 g hodc hon duge ding. Céac manh tit cung dudc
treo trong binh ngdm cé thé tich 10 ml, & 37°C, chita dung dich Locke (NaCl, 0,9% ;
KCl, 0,042% ; CaCl,, 0,024%; glucose, 0,1%; NaHCO,, 0,05%) thing khi véi 95% oxy
va 5% carbon dioxyd. Ghi hoat déng tu nhién mdt cach dAng truong biing hé thong
ghi véi don bdy, hotic mt cach khdng ding trudng bang mdt may bién ning chuyén
dich Iyc.

Thu nhan duge cac dap dng c ché d¢ chiing v6i epinephrin (0,02 pg/ml) va
isoprenalin (0,02 pg/ml). Sau do, mét thude e ché B-adrenergic duge cho thém vao
binh ngam. Sau khi hoat déng tu nhién trd v8 tri s6 461 chitng, epinephrin dugc cho
thém vao va dé tac déng trong 3 phut. Khong rita, va cho thém isoprenalin vao. Ca
dicloroisoprenalin va pronethalol (5 pg/ml) déu lam mat cac tac dung ic ché cua
epinephrin va isoprenalin, ¢6 nghia la sy co ti cung cé cung tinh chét nhu trong
giai doan doi chiing, trude khi cho thém epinephrin vao.

3.3. Thi nghiém trén sy gidn cd khi gquan

Mot phuong phap khéac d& danh gi4 tac dung phong b& p-adrenergic 12 su dung
chudi vong khi quan. Tiéu ban nay duge phat trién ddu tién bdi Castillo va de Beer
(1947). D nhay cam cla cd khi quén thay d6i nhiéu gilta cdc dong vat khéc nhau.
Foster (1960) da khéc phuc khé khén nay bdng cach dung 2 chudt lang dé thi
nghiém. Hai chuft lang cin néng 600 — 800 g bi bat tinh do mt cd ddnh manh vao
d4u va cit ditt mach mau cho chdy hét mau. Cét 1y khi quan tit thanh quan dén
cua khi quan va cét thanh 8 vong c¢6 cing chidu rong vii kéo. DEm cac vong, vong
thit nhat ti thanh quéan la s8 1. C4c vng s6 1é cia mot chudt lang va cic vong sd
chiin cia chudt lang kia duge ndi bude véi nhau. Nhu vay d4 tao nén 2 tidu ban, mdi
tiéu ban c6 8 phan. Ngam mdi chudi trong dung dich Krebs 0 30°C v& thong khi v6i
95% oxy va 5% carbon dioxyd.
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D& 45 phiit d& chudi khi quin cin bing trudc mbi thi nghiém. Cho histamin
diphosphat (4,0 pug/ml) vio binh ngam dé gdy co thédt. Sau d6, cho isoprenalin
(0,01 pg/ml) vio d€ lam gidm hodc 1am mat co thdt do histamin. Thi nghiém dudc
lip lai véi ch&t phong b€ B-adrenergic duge cho v6i cac liu khac nhau vao binh
ngam trude khi cho isoprenalin. Néng d6 cd tac dung Gc ché 50% sy gidn gy béi
isoprenalin dugce goi 14 ndng dé ¢ tac dung 50 (EC,,).
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CHUONG 8

PHUGNG PHAP NGHIEN CcU'U DUGC LY
THUOC TAC DUNG TREN TIM VA MACH VANH

GS. Poan Thi Nhu

e

L. NGHIEN CUU THUOC TRG TIM

Tac dung cudng tim caa Digitalis va cac thudc tudng ty trén tim bi suy la do
nhidu tac dung, trong 46 tac dung chinh la lam cho cac co tam that cham hon va
niing suft cao hon, la tac dung lam ting luc co ¢o.

Theo Ahlquist (1962), ¢6 hai loai thu thé adrenergic & tim d6ng vat cé vii, cac
thu thé beta trung gian cac dap Ung tang lyc co cd vA téng nhip tim do kich thich
adrenergic, va cac thu thé alpha trung gian sy kich thich lac vi gay bai kich thich
giao cam,

CAC PHUONG PHAP

1.1. Thit nghiém trén cd ahii tam that ¢d 14p cha meéo

Phuong phap caa Schoepke va Shideman (1961) cho phép phat hién dé dang
tac dung trén lye co cd tim.

Trong khi gay mé véi ether, tim cha méo dudc 18y di nhanh, va t tAm that
phai mét co nht méng duge phan lap cén than. Né duge ¢ dinh vao mdt gia dé
béng chit déo va dudc ngAm trong mot binh ngim md chia 100 ml cua dung dich
Tyrode sua déi. Dung dich duge gitt & nhiét 40 hang dinh 38°C, va duge thong khi
v6i hén hop 95% oxy va 5% carbon dioxyd.

Céc co cd dudc gay biing mét may kich thich gong vudng cung chip, & dién 4p trén
t81 da, mdt xung dong mbi gidy trong 2/1000 gidy. Ghi bién 9 co trén may ghi. Thudc
duge cho vao binh ngam sau khi cd da dat mot bién d6 hing dinh Kkhi co, va cac dap
ting duge tinh bing ty 1& phén trim thay 4 so véi bién dd ngay trudc khi cho thude.
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Dung dich Tyrode siia déi chita céc chit sau ddy tinh bing don vi mg/lit: natri
clorid, 7000; kali clorid, 354; calci clorid dihydrat, 850; kali dihydrophosphat, 81;
magnesi sulfat heptahydrat, 147 ; natri hydrocarbonat, 2100; va glucose, 900.

Dé thit xem tac dung tang luc co co ¢6 phai do cac catecholamin, ¢é thé dang
cling phuong phap nay. Hal mudi gid trude khi cit 18y tim, tiém cho méo 3 mg/kg
reserpin, lam gidm néng dd catecholamin khodng 93%. Né&u tac dung ting Juc co cd
van tn tai § méo dd tiém reserpin, thi d6 13 do mdt chit din khac ngoai
‘catecholamin.

Dicloroisoproterenol 14 mdt thudc phong bé& adrenergic, phong b& chon loc céc
tac dung tidng lyc co cd va tang nhip tim cda epinephrin va norepinephrin. Nhu vay
chat nay c6 thé duge dung dé phan biét gita cac thudc kich thich co tim do gii
phéng cac chadt adrenergic va céc thudc tac déng bdi cd ché khac. N6 phong bé
epinephrin trong nhiéu gid.

Mat khac, cholin 2,6 — xylyl ether bromid (TM 10) phong bé& cac dap tng véi
kich thich ddy than kinh giao cAm vdi cac 1iéu khéng phong bé déap tng véi tiém
epinephrin. TM 10 dugc cot 4 phong bé sy gidi phéng chét trung gian adrenergic.

Cac chdt khac duge coi 12 ¢6 tac dyung tang hye co ¢d va ting nhip tim qua chét
trung gian adrenergic l1a tetramethylammonium, nicotin, tyramin va amphetamin,
ephedrin, 2 - phenylethylhydrazin,

Trong phudng phip ciia Bennett va cong sy. (1958) tim cd lap duge giy suy
thye nghiém va sau dé duge hoi phue béi thude trg tim.

Méo duge gay mé nhe véi ether. Tim méo duge 18y di nhanh chéng va d#t trong
dung dich Locke. Mt cd nhid mdng, ¢é6 dudng kinh 1 mm ho#c it hon, dude c6 lap
cdn than khéi tdm that phai. D4t mot nidt thit thap ¢ dudng ndi cha co nha va
thanh tdm that phai. M4t nit thit cao duge dit quanh gan. Co duge dit trong mot
gia d3 va ngim trong binh ngdm mé chita 20 dén 50 ml dung dich Locke & 37,5°C.
Dung dich dugc théng khi véi 95% oxy va 5% carbon dioxyd. Nt thit cao duge néi
vdi mot don by ding truong ding cho tim, ap luc tAm truong lae nghi la 2 g. Co
duge kich thich véi tdn s§ 60 l4n trong 1 phat véi mdt xung déng séng vudng kéo
dai 1 d&n 5 /1000 gidy. Co duge d& thiang bdng trong 1 dén 2 giv, cho tét khi mét
bidn d6é déu dan dat duge. Sau d6 co duge dc ché& voi 0,025 mg/ml natri
pentobarbital ¢t 15 phiit mét ldn cho t6i khi dat mc suy niing mong muén, d6 1a
50%. Cho thuéc thi vio trong 1 ml hoic it hon.

Dap ttng duge cho diém nhu sau: 0, khéng thay ddi tinh co; +1, su ting thém
bién 4o tit x4p xi 50% dén 62% cia tri s& do1 ching; +2, sy ting thém bién 4§ téi
75% ; +3, su ting thém bién d6 tdi 87% ; +4, bién d6 phue hdi vé tri sd ddi ching.
Thai gian dé dat tée dung tdi da ciing dugc ghi.
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Hiéu luc tuong d6i cia céc thuc duge tim thay bing cich nhan s0 dao cna
néng dé phan tu gam/lit bidu thi bang mM véi +1, +2, +3, hodc +4, Quabain v
ndng d6 1 phin trong 10° x 0,00015 mM, cho mdt dap ng +2 trong 1 gig (Bennett
v chng sy, 1958).

1.2. Thit nghiém trén tam nhi méo va chudt céng tring

D& ching minh céc tac dung trén luc co cd va trén nhip tim & tAm nhi
(Schoepke va Shideman, 1960), tim duge ¢d 1ap nhanh chéng tit mdt méo hodc chudt
céng tréng duge gy mé bing ether. Mo tdm thét, md, mach méu v md lién két
duge cit bd khéi tam nhi, va tam nhi duge treo trong mot binh ngam tuong tyd nhu
binh ngam diing cho ¢g nhi. Ding dung dich Locke, duy tri & 38°C va dudc thong
khi véi 95% oxy va 5% carbon dioxyd. Bién d9 co dugce ghi trén may ghi. Sy tang db
cao cnia cac dudng trén may ghi sau khi cho thude vao binh ngim dude do va so
sanh véi chidu cao trude khi cho thudc, d8 bidu thi tac dung ting lyc co co bing ty 1&
phén tram cta db cao hodc bién dp trude khi c6 dnh hudng cna thude. Tac dung
t4&ng nhip tim ciing dudc biéu thi bing ty 1& phén tram tdng 6 lugng cac dudng ké,
su d4p cha tim, trong mét don vi théi gian.

Gigt chudt cong tring bing mdt cu danh vao diu va cét ddu. Tim duge lay di
nhanh chéng. Tam nhi dudge giai phéng khoi cd tam that, mé lién két, md, cdc mach
méu, vh sau d6 dit trong dung dich Tyrode sda a8i duge duy tri § 28°C va chaa
2.9 x 10®M atropin sulfat. Dung dich ngam dugc thong khi v6i hén hop 95% oxy va
5% carbon dioxyd. Dung dich Tyrode sua d&i c6 thanh phAn nhu sau: Na(Cl, 0,9%;
KQ, 0,042%; CaCl,, 0,024%; NaHCO,, 0,05%; glucose, 0,10%. Néng dd bicarbonat
dugc dang duy tri pH & xip xi 7,4. Tam nhi duge bude vao mdt may bién ning
chuyén dich lyc, va lyc co (&p Tyc ltc nghi khodng 0,5 g) va 6 1dn dap tu nhién duge
ghi bing may da ky. Tam nhi duge dé can bing trong it nhat nita gid sau khi duge
dxt trong binh ngam va duge +ita nhidu 14n sau mbi 14n cho thudc.

Thi thc dung trg tim cta thude bing cach cho thudc vao binh ngdm va ghi bién
d6 va tan s8 caa cc sy co. Khi muén chitng minh co ch€ tac dung tang lyc co cd tim
cna thuc thit 1a do sy giai phéng norepinephrin, tiém trong mang bung cho mdt s&
chudt cong trang reserpin véi lidu 1,6 mg/kg, 16 gid trude khi giét chugt. Néu tac
dung tang luc co cd thyc sy do giai phong norepinephrin thi né s& giam di nhiéu &
chudt duge tiém reserpin.

1.8. Thii nghiém trén manh déng mach chi thé cb 1ap (Furchgott va
Bhadrakom, 1953)

Déng mach chii cia thd rit nhay cam véi mdt s6 thudc tac dung trén tim va hé
mach. Git thd bing mét ci dénh manh vio ddu, va cht hong cho chay hét mau. Mo
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16ng nguc va cat rdi déng mach chii § vi tri gdn tim nhét, va phiu tich 18y mot doan
dai nhét c6 thé duge; dé vao mot dia chita dung dich Krebs va cit vdi kéo nhé, ddu
nhon theo kiéu sodn ¢ dé tao nén mdt manh lién tue, rong khoang 4 mm va dai 30
dén 40 mm.

Budc mét sgi chi vao méi dau va ldp tidu ban trong dung dich Krebs 6 37°C,
duge théng khi v4i hon hgp 95% oxy va 5% carbon dioxyd. Binh ngam cd quan
tudng ddi dai va hep, giéng nhu binh dung cho manh diy da day chudt cong tréng
va thudng c6 thé tich 10 dén 15 ml. Buge mét ddu ctia manh déng mach vio mot cai
ghim ¢& dinh trong binh ngidm v& ddu kia vao ddon bAy ghi hode t5t hon vao mdt
may bién niang lyc — di chuyén ndi véi moét may phéng dai va ghi dién. Tai lugng
trén don bdy 12 3 dén 4 g va d9 phéng dai khoang 10 14n. Tidu bén cdn 30 phut hoic
hon d€ 6n dinh sau khi phéu tich.

Vi tiéu ban chi dap Gng kha cham va cAn mdt thdi gian dai dé héi phuc, nén
phai diing mgt chu ky thdi gian dai, cén dai hon so véi manh day da day chudt céng
trdng. D& thudc ti8p xic véi mé trong 2 phiit, hosc dai hon néu manh cd con dang co
va dé 8 phut cho co phue héi trude khi cho vao lidu tiép sau. N&u thuéc gay mot téc
dung manh, cAn mét thdi gian lau hon ¢ manh dong mach gidn téi chidu dai ban
ddu; ¢6 thé phai téi 30 phiat. Néu dung mdt may bidn nang lyc - di chuyén thay vi
mdt dén bdy, c6 thé ghi mdt cach chinh xac nhitng thay d6: vé chidu dai nhé hon
nhiu va nhu vay lam gidm sy cin thiét gay nhimg dap @ng rdt 16n cAn phai dot
thdi gian lau d€ phuc héi,

1.4. Thit nghiém trén tim thé €6 lap truyén dich (Langendorff, 1895)

Giét mét con thé dye 16n cdn non va cét 14y tim, cling véi ft nhat 1 cm dong
mach chu dinh vao, mdt cach nhanh nhat c6 thé duge, va dé trong dia chita dung
dich Ringer - Locke & nhiét d¢ phong. Néu viéc lam nay phai mat thdi gian dai hon
2 ho#ic 3 phit, t5t nh4t la tiém heparin 1000 don vi vio tinh mach tai trude khi giét
thd vi tidu ban c6 thé bi tén thuong mét cach khéng hdi phuc néu hinh thanh cae
cuc mau déng trong tim. Tim dugc bép vai lan khi 1an ddu dude dit trong dung dich
Ringer - Locke dé rita bo mau dén mitc t61 da c6 thé duge. Xac dinh vi trf va tach
ddng mach chl va cdt bo tat ca cic mach méu khae ndi véi tim.

Cét déng mach chi ngay dudi diém ma né phan chia va tim dude chuyén dén
thiét bi truyén, va déng mach chi duge bude vao canun thiy tinh. Cin kiém tra cdn
than d8 bot khéng khi khong vao trong dong mach chii va t4t ca bot khéng khi hinh
thanh trong canun bi ddy ra ngoai; ding mét §ng hat nhé dai bing polvethylen vio
muyc dich nay. Dich truyén 1& dung dich Ringer-Locke duge bom oxy, chay & mdt 4p
sudt hdng dinh tit binh chita va duge 1am §m & 37°C bing nudc Iwu thong tit thiét bi
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én nhiét. Ap lyc ciia dich truyén lam déng van ddng mach chi, nhu vay dich chi
chay qua cac mach vanh va chay ra tit tinh mach chi dudi. Dich duge hng trong
mét phéu dit ¢ dudl budng tim dusi va toc do chay duge do bang mét binh hinh tru
chia dd va déng hd bam gid, hoac bing mot thist bi ghi.

Bube cac sgi chi vao tam that bing mot cai mée va vao tam nhi bang mot cai
kep 10 x0; cAc sgi chi nay dude ni vao don biy @& ghi bién d co tim. Tuy vay, doi
khi khé nbin thdy mdt cach that ding cac chuyén déng cua tAm nhi, vi ¢6 thé bij che
1&p bdi cac chuyén dong manh hon ctia tAm thit. Tuy vay, nén c8 gdng ghi su dap
tam nhi, vi doi khi ¢6 thé gay rung tAm nhi va difu nay c6 thé bi bé qua néu chi
quan sat thay sy dap tam that.

C6 thé 14y cac 8 ghi mft cach thuan tién nhéat vé nhip dap va luu lugng tuin
hoan vanh trong thoi gian 30 giay. Néu nhip dap nhanh qua khé dém, cé thé cho
chay may ghi & t6c do cao trong 15 dén 30 gidy va tinh céc tri s6 trong doan ghi
nay. Cho thudc vao tiéu ban bang cach tiém gqua nép cao su vao dich truyén.
Trong qua trinh thi nghiém, khi cé thé tap trung dudl ndp nay, dér khi phai loai
bé mét phin chat khi nay v6i mot bom tiem dé ngin khong cho vao déng mach
chiv. Phai mat khodng 15 gidy trude kbi thudc t6i tim, va trong phan lén trudng
hgp, tac dung cua thudc mat di sau khi rita bé thude. Cho mAay ghi chay lién tuc
va 18y céc 8 ghi vé nhip dap va luu lugng tudn hoan vanh cd khoang 2 phit mét
lin. Khong duge thit nhing lidu thufe ti&p theo cho téi khi tiéu ban da hoi phuc va
nhip dap déu, ho#c cho téi khi nhip dap dd n dinh & nhitng mdc d6i chitng moL

IL. NGHIEN CUU THUOC TAC DUNG TREN MACH VANH

Tam quan trong cha cac bénh mach vanh ngay cang tang, nén sy phat trién céc
thudc chdng dau thit ngyc ¢ higu qua luén la mot nhiém vu ctia duge 1y hoc. Dé
lam gidm con dau thét ngue, nitroglycerin vaAn con ¢ vl tri quan trong sau hon 130
nam k& tit 1in ddu tién duge si dung. Vin dé nghién citu phat trién cac thudc chéng
dau thit nguc 1a van dé phic tap va nhidu ky thuat va phuong phap khae nhau da
duge thi nghig¢m.

CAC PHUONG PHAP
2.1, Thit nghiém trén cac ¢d quan cd lap

2.1.1. Thit nghiém trén mdanh dong mach vanh c6 ldp

Cac manh hoic cac doan dfng mach vanh dugdc treo trong dung dich Tyrode.
Chiing thudng mit truong luc va c6 thé lam tang truong lyc biing cach xu ly trude
vdi pituitrin. Tac dung gay gidn cua thude duge ghi mot cach d&ng truong. Khong
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thé tin chic 1a cac doéng mach 16n cé thé thit nghidm trong nghién citu nay c6 lién
quan d&n nhiing thay ddi duge gdy nén vé slic khang cha cac tiéu dong mach va
mao mach. Khong rit ra duge k&t luan vé anh hudng ctia chuyén héa va tinh co cia
¢o tim trén dap vng. K§ thuit ndy dia duge thay thé& bdi cde phuong phap khac,
nhung ¢6 thé dang k§ thuat nay dé nghién ciiu co ché tée dung cta cdc chét tac
dung trén mach vanh.

2.1.2. Tha nghiém trén tim ¢6 lap Langendorff

K¢ thuat tim cb lap Langendorff da duge biét tit hon 100 nam va thuong xuyén
dugc stia déi (charlier, 1961). Cé thé diing tim cha nhiéu loai déng vat. Mot tim cb
lap duge treo 1én véi mdt canun trong déng mach ch hudng vé cac van dong mach
chd. Cac dong mach vanh dudge truyén, dusi ap sudt va nhiét d6 hang dinh, vdi cac
dung dich mudi duge bom oxy hodc véi méu. Do téng Iuong dich trd vé tinh mach
bing lugng dich tran ra tit tAm nhi va tAm that phai. Cac thude thi nghiém duge
cho thém vao dich truyén. Mot s6 tae gid ua rat dich ddng thoi tit tam that trai dé
tranh anh hudng cta su rd ri tif cac van dong mach chi. D& tranh tac dung cha sy
co ctia tim, Katz va cong su (1935) da ding tim bi rung dude truyén dich.

Tim cb lap Langendorff c6 1¢i ich han ché, Ciing nhu trong trudng hgp méanh
déng mach chd ¢d 14p, 4nh hudng cha thude trén huy&t p va sy lam viée cia tim bi
bd quén. Téce 4§ truyén cao, truong lye mach thép, va dy trit mach vanh gidm khi
tim duge truyén véi dung dich muéi chia it oxy (Kadatz, 1966). K§ thuat nay duge
dung dé so sanh cac thudc ¢6 lidn quan vé& mit héa hoc va so sanh cic tac dung mét
cach dinh tinh trén tinh co va tinh dé bi kich thich cda co tim.

2.2. Thi nghiém do luu lugng méu & mach vanh cia tim tgi ché

Winbury (1964) da Iuu § mét cach ding dén 13 viéc danh gia cac thudc chong
dau thét ngyc trén déng vAt nguyén ven véi viéc xdc dinh dong thdi luu lugng mach
vanh va cac thong s8 huyé&t dong lue khac cho két qua tst hon.

Cac thit nghiém trén déng vat gy mé duge ua dung hon cac thit nghiém trén
dong vat khéng gay mé vi k§ thuat don gidn hon. Luu lugng mau & mach vanh cé
thé do 12 luu lugng méu chay vio mét déng mach vanh sau khi diit canun & ngoai
hay & trong, hay luu lugng méau chay ra khéi tinh mach tit xoang vanh.

'2.2.1. Do luu luong mdu vio déng mach

Do luu lugng mau chiy vao déng mach & mot trong nhiing dong mach vanh Idn
cta ché. Theo ky thuat cha Eckenhoff va cong su (1947), luén mét canun vao khi
quan. Ho hap véi ap suflt duong tinh véi khéng khi duge duy tri v6i mdt méy hé
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h&p. Hidu chinh thé tich va tin s& bom sao cho CO, thé ra duge git d 30 mmHg, do
bing mdt mAy phén tich CO,.

M& nguc qua khoang gian sudn thi tu bang d6t dién. Kep mang ngeai tim bing
mét cai kep va rach bing dét dién dé tranh chdy méau, va khau cic mép clla mang
ngoai tim vao thanh ngyc dé dua tim vao mét vi tri dé tiép can. Rach mot vét nho ¢
14 tang mang ngodi tim trén déng mach trude xudng hodc déng mach mi, va tach
khoang 7 — 8 mm ctia ddng mach khdi md bao quanh. Néu chon dong mach md, tiéu
nhi tim trai bi kéo co vio vdi mét s¢i ddy budc nhd. Ludn hai diy bude quanh dong
mach. Sau d6, tiém cho ché 400 don vi heparin, va tiém nhéc lai liéu nay cit 2 gig
mét 14n.

Dit canun vao dong mach canh phai va néi bing &ng silicon cao su véi mét may
do lun lugng thich hop, ma ddu ra duge nél véi canun thay tinh déng mach vanh.
Toan bd hé théng dude d6 ddy mau tdi ddu cua canun déng mach vanh va déng
mach duge bude nhanh & phia gin va cdt. Ludn canun vao, va d& mau chiy qua tu
déng mach canh qua may do luu lugng va vao ddng mach vanh.

May do luu lugng duge két hgp véi mét may da ky thich hgp. Can biét trong
lugng co tim duge truyén bdi ddng mach vanh trong thi nghiém d€ bidu thi tri s cha
htu hugng bing milimet trong mét phit cho 100 gam. Cé thé dénh gia trong lugng
bing cach nhuém dién tich véi myc An Do, cAt Ioc 14y va can khi két thic thi nghiém.

2.2.2. Po luu luong chdy ra xoang vinh

Cé thé dit canun vao xoang vanh & ché md ngye tit tiéu tAm nhi phai, hoge &
ché khong mé nguc bing sy hudng din cta may soi huynh quang mét dng thong
doc theo mét tinh mach canh (West va c@ng'su, 1962a). 6ng thong duge bujc chit
tai chd & 16 vao bing mot day bude. K§ thuat dude mé téd bdi Morawitz va Zahn
(1912). Su do lién tue luu lugng chdy ra xoang vanh ¢ méo véi viéc ding mét k¥
thuat don gidn, dd duge md ta bdi Kaverina (1965).

Luu lugng chiy ra xoang vanh hiu nhu hoan toan tit tAm théat trai (Rayford va
cong su, 1959). Didu kién huyét dong lyc ghn véi binh thudng hdn § ddng vat cé
nguc kin va ho hap binh thudng. Tuy vy cin than trong dé tranh ting ap lye trong
xoang vanh va nhu vay lam gidm luu lugng chiy ra do stt dung mét Ong thdng qua
nhd ho#c do sitc khang giy bdi may do huu lugng.

2.2.3. Do stic khang cua mach vanh

Brown (1968) da d4nh gia stic khang caa mach vanh, thay vi luu lugng, bing
cach truyén mau vao déng mach vanh trai chinh cia méo v6i mdt bom nhu dong ¢6
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luu tugng hang dinh. Ap lie duge do vdi mot may do trong dong chay vao, bét dau
tir dong mach chau qua mdt dng polyetylen bao silicon. Mét k¥ thuat tudng tu da
dudc mé ta bdi Kaverina (1965).

Sy lién quan gita ap luc va sitc khang ciia mé nén doéng mach vanh trai dudge
bidu thi bing phuong trinh.

AP=RxF

trong doé AP la ap hic dong mach vanh trit 4p luc xoang vanh, R 14 sitc khang cia
mach vanh, va F 1a lvu lugng vao dong mach vanh. Nhiing thay d6i vé ap luc mau
vao déng mach vanh x4p xi bdng cAc thay ddi vé& stc khang cfita déng mach vanh
néu luu lugng vao duge giidi hing dinh. Ap lyc xoang vanh it thay déi, va thudng
khéng thay ddi. Nhidt d6 mau duge theo déi lién tuc biing mdt cuc dd cia nhiét k&
dién tl va duge duy tri d 37°C bing mét bao nude én nhiét. Luu lugng déng mach
vanh thay d8i gita 1,0 va 1,5 ml/g tam thit trai/phit véi ap lyc trong vong truyén
déng mach 1én hon 10-30 mm so véi trong déng mach chu.

2.2.4. Cdch ap dung thi thuée

Vide tiém thube vao mdt dong mach vanh cla tim tai chd lam cho ¢6 thé so
sanh tic dung cia mét s8 lugng 16n chat trén hitu lugng mau 6 mach vanh mét cach
56 bd. Vi sy cung c&p binh thudng cita mau va oxy dudi su kiém soat ctia hé thin
kinh, nén cac k&t qua trén tim tai ché dang tin cay hon két qua thu duge trén tim
¢b lap Langendorff.

Viéc tiém tinh mach cac thube thi nghiém gan gifng nhat véi sy ap dung diéu
tri trén ngudi. Ngudi ta ua ding dudng cho thudc nay trong sy danh gia diu tién
cac thude méi. Khi tiém tinh mach, ¢6 thé do déng thdi cac tic dung trén huyét ap,
nhip tim, sy tiéu thy oxy va cdc thong s§ huyét déng lyc khac. Mot lgi thé khéc cha
tiém tinh mach 14 ¢6 thé ghi thdi gian kéo dai cla tac dung.

Dudng udng dude nghién ctiu sau. O dong vat gy mé, viée dua thudc vao ta trang
qua mjt éng thong cho cac két qua dang tin ciy hon la dua thude vao da day qua mdt
ong thong da day. Ly do 1¢i thé caa viée dua thudc vao ta trang so véi dua thudce vao da
day 1a khi gy mé, syt hoat dong va su thae réng cha da day bi dc ché&, l1am cham tré
déng‘ k& sy hép thu va van chuyén cha céc chét chita trong da day vao rudt.

2.2.5. Cdc théng sé huyét dong luc khdc

C6 sy phu thuée gin giii cia luu lugng mau 6 mach vanh trén hoat djng cia
tim, thé tich tAm thu va huyét ap. Do d6, didu quan trong cd ban trong nghién ctu
thudc mdi 1a biét rd tac dung ciia thude khéng chi trén hé mach vanh ma con trén
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cac théng s6 huyét dong lue khac. Can phai do déng thdi huu lugng mau 6 mach
vanh, huyét ap tdm thu va tdm truong, luu higng mau ngoai bién, vi du nhu 6 mot
déng mach dui, tin s8 tim, va néu c6 thé, luu lugng mau & déng mach chi. Mgt may
bién nang ap lue, ndi vdi mdt déng mach canh, vd mét may do luu lugng dién ti cho
nhénh déng mach vanhxuéng trai dugc dliing va cho két qua tdt. Hidu sudt cua tim
va thé tich tAm thu ¢6 thé dude tinh toan bing may dién toan & ché, mdt cuc do luu
luong duge dit quanh dong mach cha 1&n ctia déng vat nay.

2.2.6. Chuyén héa d co tim

Luu lugng mach vanh thuong thay d6i véi mic chuyén héa & cg tim. Viée do su
tiéu thu oxy & ¢o tim chng vdi cac yéu td khac Anh hudng dén luu luigng mau d mach
vanh cung c¢ip théng tin quan trong.

Thuéc nao giy su gidn gian tiép déng mach vanh do lam téng yéu ciu vé oxy
hodc s lam viéc cda tim cé thé duge coi la nguy hiém ddi véi bénh nhan c¢6 suy
tudn hoan vanh. Tuy nhién, mét thude lam tang luu ligng mach vanh nhiéu hon sy
lam viéc cha tim va sy tiéu thy oxy sé l1am giam sy chénh lééh dong - tinh mach vé

oxy, va ¢o thé dudc coi 1a ¢6 ich vi sy cung cdp oxy vugt qué yéu cau.

a. Su chénh lgch déng tinh mach vé oxy

Sy tiéu thu oxy & cd tim duge tinh bling sy chénh léch dong tinh — mach vé oxy
nhan véi téc d6 cha tudn hoan vanh (thé tich A-VO, x tc dé tudn hodn vanh bidu
thi bing ml/phat). Phén 16n cac nha nghién cu da x4c dinh lugng chia oxy cha
méu déng mach va xoang vanh bing k¥ thuit Van Slyke (Van Slyke va Neill,
1924). C6 thé ghi lién tuc 4p sudt cia oxy ho#ic sy bdo hoa oxy bing cich dung mét
dién cyc oxy kiéu Clark, hosic mdt may do oxy - mau. Mét 6ng thong 18y mau bing
chat déo duge dua vao xoang vanh. Sy bao hoa oxy duge theo dbi lién tuc bng viée
riit mau qua mAay do oxy - mau chiau. D8 tranh sy ling dong mau trén bé mit cua
chau, tiém cho déng vat khoang 1000 don vi qudc t& heparin/kg thé trong. Nhiing
thay d8i nhanh vé tidu thu oxy gy bdi viéc tiém thude duge theo ddi biing may do
oxy — mau,

b. Do dp sudt ciia oxy

Vide do ap sudt clia oxy biing phuong phap cyc phd 1 mét k¥ thuat chuyén mén
héa. Mt dién cue duge pht mang {cung cip bsi hang Beckman Instruments) cho
phép do 4p suat oxy d mau ddng mach ho#c xoang vanh, rat ra bang &ng théng nhu
trong phuong phap do oxy — méau (Schaper va cong su, 1963).

Cac vi dién cuc bing bach kim ddu mé (véi dudng kinh cla ddu 15 — 30 p) dé
xéc dinh 4p sudt chia oxy & cd tim duge dit 6 do sdu khoang 2 mm trong thanh tdm
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that trai coa ché (Kadatz, 1969). Nhitng vi dién eyc nay khéng do ap suét oxy trong
t& bao ma trong mét hinh cdu c6 dudng kinh khodng 60 u. Cac s6 ghi bi anh hudng
bai hutlt lugng mau mao mach, lugng chita oxy ctia huyét tuong va cac thay d6i vé su
tidu thu oxy. Céc sy khac biét cho thay viée do 4p suit oxy véi ky thuit nay khong
chi phan 4nh nhiing thay déi v& luu lugng mau § mach vanh.

2.3. Thi nghiém trén thi€u nang déng mach vanh thyc nghiém

Cac phuong phap dude md ta d trén cho phép nghién citu tac dung cua thudc trén
tuidn hoan mau & mach vanh khde manh. Méi lién quan gita cac két qua nghién citu
cua cic phuong phéap niy véi bénh dong mach vanh & ngudi tuong d6i it. D& tao nén
cée thi nghiém & dong vat tai hién diéu kién 14m sang gin gidhg hon, da phat trién
nhiéu phuong phap d€ gay thiéu ning déng mach vanh thuc nghiém. Dudi day mot
s phuong phép phd bién duge md ta ngén gon ciing nhu céc k§ thuat dung dé nghién
cliu su cung cdp mau va cung cip oxy cho cac ving bi suy cia cg tim.

2.3.1. Gy tdc déng mach vanh cép tinh

Sau sy thit cép tinh mét déng mach vanh 16n & ché, ty 1& chét gidm xudng sau
khi diéu tri trudc cac ddng vat véi atropin, papaverin, xanthin va aminophyllin,
(Gregg, 1950). Co ché& cla tdc dung nay khéng dugde bidt mot cach chéc chidn vi
dudng nhu chua chéc ding la thufc da gdy ting luu lugng mau cdn lai § ving hac
ddu duge nudi bdi dong mach d4 bi thit (Kattus va Gregg, 1959).

Déng chdy ngude tit ddu ngoai bién chia dong mach vanh da b thét, ap sust
ngude & bén kia vi tri tic, va kich thude clia thi€u mau cuc bd gly nén cb thé duge
ding dé nghién ciu tac dung thude. Ngodi ra viéc quan st dién tam dd 1a tang
mang ngoai tim eda vang thifu mau cuc bd, sau khi gay tdc toan phin hosic mot
phin mét nhanh déng mach chi 16n, da duge dang dé nghién cdu tac dung cla
thudc boi nhifu téc gia. Cac thay déi trén dién tAm d6 xay ra sau khi lam giam 35 -
70% luu Iugng mau binh thudng.

Pituitrin gAy co dong mach vanh cip tinh véi nhiing thay déi trén dién tdm db
3 tim ¢b lap va tim tai chd va cic ddu hiéu nguy cip 6 ché khéng gy mé (Lindner
va cong su, 1953). Dd nhéan xét thdy tac dung 461 khang vét pituitrin sau khi cho
céc thude gifin ddng mach vanh trong thit nghiém trén tim ¢d lap Langendorff ciing
nhu trén tim nguyén ven. Con cén phai chiing minh mét cach ddy da phuong phép
nay c6 hay khong c6 kha nang phat hién hoat tinh chéng dau thit ngye.

2.3.2. Géy tdc dong mach vanh phdt trién dén

Vineberg va cong su (1962) d3 mo ta mdt phudng phéo giy tic dong mach vanh
phét trién din bing cach d4t mdt bang quin ameriod quanh mét nhanh dong mach
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vanh 16n. Su phéng dén lén cha vat lidu chdt déo lam tac long éng trong vong 3—4
tudn. Mét k§ thuat tuong tu md td bdi Asada va cdng sy (1962) dung bot bién
gelatin béio hoa voi dicetyl phosphat. Trén cac dong vat ¢6 thidu ning déng mach
vanh giy bdi cic bang quén, cé thé thuc hién cic thil nghiém vé giam oxy khong
khi thé vao, kha ning lam viée, va sy phat trién nhanh bén, duge mé ta sau day.

Cé thé dat duge sy tudng ty vl bénh vita xd dong mach vanh bing cach giy
vita xo dong mach thuc nghidm & déng vat. Cross va Oblath (1962) da gay vita x0
&éng mach cho ché bing méjt ché& do an chita cholesterol, thiouracil, thit v& md lgn.
Cac d6ng vat nay cho thay mot dnh hudng trén méi quan hé huyét ap - luu lugng
sau khi cho norepinephrin.

Karp va cdng sy (1960) chiing minh & thé duge cho thic an chiia 2% cholesterol
¢6 su giam doan ST trén dién tdm a3 sau khi cho ergometrin maleat. Theo Winbury
(1964), & thd vita xo dong mach, con ¢6 ty 18 phén trdm giam doan ST cao hon trong
thit nghiém gidm oxy khong khi thé vao. Melville va Varma (1962) phéi hgp giam
oxy khéng khi thd vao va ergometrin trong mot thii nghiém ddng théi & thoé vila xo
déng mach véi 100% két qua duong tinh. Phan 1én céc thude gidn déng mach vanh,
bao gdm ca nitroglycerin, khong ¢é tac dung dy phong dap Ung cua tho trong thi
nghiém nay.

2.8.3. Thu nghiém do su phat trién nhinh déng mach vanh bén

Nhiing phuong phap thich hgp dé quan sat lwu lugng mau bén cia déng mach
vanh va sy phat trién cla dong mach vanh bén cb tAm quan trong co ban. Cac
thufc gifin mach vanh tac dung kéo dai dd duge ching minh ¢é tic dung lam téng
& lugng va kich thude cua nhanh bén lién d6ng mach & ché va lgn sau khi ding lau
dai (Vineberg va cdng sy, 1962, Meesmann va Bachmann, 1966). Tac dung nay chic
ring ¢6 tAm quan trong 1dn hon tac dung gifin mach ¢dp tinh vi kha ning gian cua
déng mach vanh cé thé rat han ch& § tim vila xo dong mach. Mot kich thich ¢6 hiéu
qua hon d8 phat trién nhianh déng mach bén la sy tdc cap tinh hodc phat trién ddn
chia mdt hogc nhi€u nhanh dong mach vanh 1dn.

Céc phudng phéap md ta § phin tiép theo ¢6 lién quan v6i mic d% va kha ning
vé chifc n4ng, ctia sy cung cAp mau cia nhanh bén.

2.8.3.1. Cdc phuong phdp chic nang
a. T9 1é séng s6t
Sau sy diéu tri truéc trong nhiéu tudn véi dipyridamel, 10 trong 12 ché sdng

qua duge sy that cdp tinh déng mach vanh xubng trai, trong khi 10 trong 11 ché &
nhém d8i ching da chét (Schmidt va Schmier, 1967). Nhiing két qua tuong ty da
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dat duge bdi Lumb va Hardy (1963) d6i v6i pentaerythrityl tetranitrat. Tt ca cac
tac gia di chitng minh sy ting s6 lugng ciac dong mach bén két hgp véi sy téng ty 1é
sbng sét.

b. Cdc tic dung huyét déng luc ctia sy tdc déng mach vanh cap tinh

So sanh cac ché dude diéu tri trudc véi cac ché trong nhém d6i chitng sau su tic
déng mach vanh phai tam thdi. Do huyét ap va Ap suft trong tdm nhi (Schmidt va
Schmier, 1966a). Su dung nap d6i véi tde dong mach vanh tang 18n dang ké sau sy
dung dai ngay dipyridamol. Thém vao dé, téc dd truyén sau khi chét cia hé mach
vanh cta ché didu tri cao hon hai lan so véi ché d8i chiing, didu nay ching t6 sy
tdng tao mach cta tim gay bdi thude.

¢. Po luu lugng nguge va dp sudt nguoc

Lutu Iugng ngude tit mém cut ngoai bién clia mét nhanh déng mach vanh bi téc
la thude do dung lugng cia cac nhanh bén lién déng mach vanh; ky thuat thuc
nghiém 12 ctia Kattus va Gregg (1959).

biéu kién thyc nghiém cé6 phdn nao khéng sinh 1§ vi trong khi do huu lugng
nguge, huydt ap trong ving gln bing khéng. Lugng mau rdi ving bi nhdi mau
thudng qua céc mao mach téi cac tinh mach khong giéng lugng mau thu duge qua
canun luu Iugng ngude. Da nhan xét thdy sy khéc biét gilta luu lugng nguge va luu
lugng bén khi xac dinh bang cac phudng phap khac (Rees, 1969).

Viéc do 4p sust nguge tit chd téc 6 thé 1a phudng phap tét hon. K§ thuat nay c6
lgi thé thém 1a cho phép do dai han sau khi dua mot 8ng thong nhd bing chat déo
vao diu ngoai bién ciia ddng mach va cd dinh tai chd (Schaper, 1967; Linder va
Seeman, 1967).

2.3.3.2. Cac ky thudt hinh thdi hoc

a. Chup tia X mach sau khi chét

Thudng ding chup tia X mach sau khi chét dé gitp trong thay cAc nhanh bén
bing cach tiém mot chat cdn tia X vio mét déng mach vanh don hodc vao ré dong
mach chii (Vineberg va cdng sy, 1962), véi sy gitp d3 cha phudng phéap do lap thé
biing tia X cla Fulton (1965). Schaper md td mdt su sia d6i don gian hon cia ky
thuat do lap thé bing tia X (1967).

b. M6 hoc dinh lugng

D& c6 nhidu th{ nghidm dung cac k¥ thuit md hoe dinh lugng dé nghién clu
sy phan bé mach & co tim. Leon va Bloor (1968) xac dinh dién tich m#t cit chéo cac
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domg mach vanh tral va phai va dém ty 1& mao mach/sgi. Chiéu day cua thanh cac
mach nhanh bén lién déng mach dugc do trong khi chi€u cac phim den chidu trén

man hinh, va quan sat t8c db cla sy nguyén phan (Schaper, 1967).

2.4. Nhan xét két ludn

Trén day chi trinh bay nhiing phuong phap thi nghi¢m cac thude tac dung trén
mach vanh. Viéc nghién ciiu tim ki&m cac thude chong dau that nguc kho khén vi
khong thé gy ching dau thit ngue trén dong vat thi nghiém. Cac tac dung duge
lyc hoc cua cac thudc gisin dong mach vanh xac dinh trong thuc nghiém irén dong
vat ¢o thé 4p dung kha &t trén ngudi. Tuy nhién, sy tuong quan giita tac dung gian
dong mach vanh va hoat tinh chéng dau that nguc rAt it, ngay ca véi cac thudc
khong c6 tac dung khong mong mudn. Chi c¢b thé xéc dinh mot chit md 12 mot
thudc chdng dau thit ngyc trong cac thit nghiém 1Am sang vi kha nang tién doén tu
cac thi nghiém trén dong vat sang ching dau thét nguc trén ngudi khang dang tin
cay trong diéu kién hién nay.

Trong nghién ciu thude moi v& hoat tinh chéng dau thét ngue, ddu tién nén
thd nghiém bang dutng tiém tinh mach cho cho, do luu higng dong mach vanh va
céc tinh chat huyét dong Juc khac ahy d& mo ta. Co thé dung phd cac hoat tinh cua
cac nitrit 1am chuén. Sau d6, ching minh hoat tinh sau Khi udng. Cubi cung, xac
dinh cac tac dung khéng mong mubhn, vi dy, sy ting tiéu thu oxy & ¢d tim, 1a cd sd
dé loai bd mot chat.

8 PPNC-A
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CHUONG 9

PHUGNG PHAP NGHIEN CUU DUGC LY
THUGC CHONG HUYET KHOI VA
THUGC CHONG TANG HUYET AP

GS. Poan Thi Nhu

ﬂ

. NGHIEN CUU THUOC CHONG HUYET KHO1

Su hoat héa tiéu cAu déng mt vai trd chi chét trong bénh sinh vita x¢ dfng
mach, bénh tim mach va trong qué trinh hinh thanh huyé&t khai, va su k&t hop tiéu
cAu duge gay bdi cac chét chi van bao gdm adenosin diphosphat, collagen, thrombin
va thromboxan A, (TXA,). Su kich thich v6i collagen din dén sén sinh acid
arachidonic va thromboxan A, tlU cac phospholipid théng qua phospholipase A; va
thromboxan A, synthase, tuong dng.

CAC PHUONG PHAP

1.1. Thi nghiém trén cdc mo hinh huyét khoi thyc nghiém

1.1.1, M6 hinh huyét khdi gy béng phuiong phdp quang héa hoc
(Suzuki va cong sy, 2001)

Trong md hinh huyét khéi gy bing phudng phap quang héa hoc, chudt nhét
tring dyc duge gy mé vii natri pentobarbital (80 mg/kg, tiém trong mang buyng) vdi
than nhiét duge duy tri & 37°C trong subt thi nghiém bing mot cAi dém sudi &m. Dat
mét canun vao tinh mach canh phai 48 tidm rose bengal, vi mdt canun vao tinh
mach canh trai dé tiém thudc. Bac 16 cdn thin dong mach dui trai va dat trén déng
mach mdt méy do luu thong mau mach dap Doppler (FDV-20, Crystal Biotech
America USA) dé theo di luu théng mau. Thye hién sy chidu sang qua mé doan bic
16 véi Anh sang xanh 14 céy (bude séng 540 nm) bing mot dén xenon véi mot thiét bi
~ lgc hdp thu nhiét va mét thiét bi loc xanh 14 cdy (Hamamatsu Photonics, Japan).
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Su doi tia duge diéu khién vdi mét sgi sdgi — quang duge dit 8 vi tri cach xa
5 mm vdi doan déng mach gin v6i may do luu théng mau. Sau khi xdce dinh tri s6 co
ban chia luu thong mAu, bat diu tiém truyén thude thit nghiém. Sau mot ¢6 phiit ké
ti khi bdt ddu tiém truyén thude thi nghiém (tdy theo ting loai thude, vi du, d6i
vdi aspirin 1a sau 10 phit), bit ddu roi tia, sau d6 tiém truyén rose bengal trong
3 phut véi 1liu 15 mg/kg. Theo dai luu théng mau trong 20 phit sau khi bit ddu
ti8m truyén rose bengal. Sy tao thanh céng cuc huyét khéi gy nghén mach duge
thé hién bdi su nging hoan toan lutu théng mau trong 1 phiat. Thoi gian cin thiét
&8 dat sy nghén hoan toan nay dude ghi 1a théi gian nghén mach. Néu thude ¢d tac
dung sé& kéo dai thdi gian t61 khi nghén mach.

1.1.2. Mé hinh huyét khéi gay bang két hop collagen vd epinephrin
(Yun - Choi, 2001)

Trong mé hinh huyét khéi ¢&p tinh gay bing két hgp cta collagen va epinephrin
(adrenalin) trén chudt nhat tring, tidém vao tinh mach dudi chuét mét hén hop
collagen (300 pg/kg) va epinephrin (30 pg/kg) dé gy huyét khéi cadp tinh. Trong vong
1 phiit sau khi gay huyét khéi, tat ca chudt trd nén bat dong, mat 181 to va bat ddu ha
miéng thd hén hén. Phén 1én cac chudt chét trong vong 1 dén 3 phiit, cae chudt khac
van b&t dong va ti€p tuc thd nhanh va khéng thé di duge, ngay ca khi bi choc vao cd
thé, va chi ¢6 mdt s8 it chudt hdi phuc khéi su liét trong vong 15 phat va 6 thé bt
dong. Mbi chudt nhit duge quan sat cdn than trong 15 phiit dé xac dinh xem chuét bi
liét, chét, hosic phue héi khéi sy list gay bdi huyét khoi cap tinh.

Cho udng thudce thit nghiém ngay mot 1dn trong 3 ngay lién tiép. Néu thude ¢o
tdc dung chdng huyét khéi, sé lam ting ty 1& chudt phue hdi khéi huyét khéi cap
tinh.

1.1.3. M6 hinh tao huyét khéi trong 6ng shunt (ré tdt dong) déng -
tinh magch (Yun - Choi, 2001)

D& nghién citu téc dung trén sy tao thanh cuc huyét khéi trong 6ng shunt déng
~ tinh mach, giy mé& chudt cong tring vdi ketamin (250 mgrkg) va dat mdt éng
shunt déng - tinh mach (A-V) giita déng mach chti bung va tinh mach than.
Phuong phap diit shunt A~V dude sita d6i béi Kim va cdng suf (1998) duge ap dung.
6ng shunt dugc lam tU 6ng polyethylen (dai 18 cm, chita 5 em sdi béng) va duge cho
diy nuéc mudi dfing truong trude khi dat. Sau sy luu théng mau qua Sng shunt
trong 20 phit, 14y cuc huyét khéi tao nén trén s¢i bong ra khoi éng shunt. Xac dinh
trong lugng chia cuc huyét khdi bing cach tri trong lugng cua sgi thAm mau khoi
tdng trong lugng.
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Cho chudt udng thude thi nghém ngay mot 1an trong 3 ngay lién tiép. Tac
dung chéng huyét khéi thé hién & sy gidm trong lugng cuc huyét khéi ¢ nhém thit
thude so v6l trong lugng nay 4 nham déi chiing.

1.2. Thi nghiém tac dung trén sy k&t tap tifu ciu

1.9.1. Thiz nghiém trén tiéu cdu madu ngudi in vitro

a. Theo phuong phdp mo i boi Tawata va cong s ( 1990): Lay mau tu
nhiing ngudi tinh nguyén khoe manh véi sy ¢ mit cla 1/10 thé tich acid citric
3,8%. Thu dude huyét tuong gifu tidu chu biing ly tAm (150 x g, 15 phat) 6 nhiét
6 phong. B& sung PGE, a8 c6 ndéng 46 cudi cung 1 pM, va sau dé 1y tAm 1dn nita
(400 x g, 15 phut) & nhiét 4o phong. Hoa tiéu cAu thanh dich treo trong dung dich
dém 1epes — Tyrode (NaCl 129 mM, NaHCQO, 8,9 mM, KH,PO, 0,8 M, MgCly
0,8 mM, glucose 5,6 mM, Hepes 10 M, pH 7,4) chia 1 uM PGE,, va sau do lai ly
tam lan nia (400 x g, 15 phit) ¢ nhiét 45 phong. Hoa lai tiéu cdu thanh dich treo
trong dung dich dém Hepes-Tyrode, va loc gel qua Sepharose 9B da duge cin bing
v61 eung chat dém.

Hiéu chinh s6 lugng tidu cau téi 4 x 10%mm” bang cung dung dich dém va sau
d46 pha loang bing cho thém ludng bing nhau dung dich dém Hepes-Tyrode chia
2 mM CaCl, va nhuing ndng d khac nhau cia thue thit nghiém. Dé tiéu cau chiu
tac déng caa thudce thit nghiém trong 10 phat trude khi bt dau thi nghiém.

Gay k&t tap tiéu ciu bing thrombin 0,01 U/ml. Do mic db k&t tap tiéu cAu trén
may do két tap bang phép do dg duc.

b. Theo phuong phdp mé ta bdi Gleitz va cong su (1997): Chuén bi huyét
tuong gidu tidu cdu 1 mau toan phan ctia nhing ngudi tinh nguyén khée manh
dudc chong dong vdi 1/9 thé tich citrat — acid citric dextrose (100 mmol/lit trinatri
citrat, 7 mmol/lit acid citrie, 140 mmol/lit dextrose, pH 6,5) bing cach ly tAm 6 100
x g trong 15 phut 6 nhiét 406 phong. Lam ling tiéu cdu ¢ dich néi 1én trén bing ly
(am & 1.000 x g trong 10 phit. Rua cuc ling dong 2 l4n vdi dung dich dém citrat
[0,35% (wiv) BBA, 108 mmol/lit NaCl, 2,8 mmoliit KC1, 1,0 mmol/lit CaCl,, 1.6
mmolAit MgCl,, 0,3 mmollit NaHQPO.{, 9,5 mmol/lit NaHCO,, 10,1 mmol/lit trinatri
citrat, 4,6 mmol/lit acid citric] bing ly tam & 555 x g trong 10 phut. Cuc ldng dong
cudi cung duge hoa lal thanh dich treo trong dung dich dém citrat dé dat @9 chuan
(& bao khoang 10° tiéu cau/ml. Dich treo dugc lic trong mot dia Petri cho t6i khi
thue hién cac thit nghiém.

Thit nghiém két tp tiéu cau

Mot ude 8 cua dich treo tidu cdu duge ly tam o 7.000 x g trong mdt phut. Cuc
ling dong dugc treo lai trong dung dich dém Tyrode {135 mmol/l NaCl, 3,5 mmol/i
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K, 1,2 mmol/t CaCl,, 2 mmol/l MgCl,, 0,3 mmol/l NaH,PQ,, 0,35% (w/v) BSA, 11,9
mmol/l NaHCO;, pH 7,4] va dugc hiéu chinh t&i 10° tiéu cAwml, Thuc hién sy két
tap tiéu cdu trén mdt may do két tap hai kénh. Theo dbi su két tap cua dich treo bi
khudy trong thé tich cuéi ciing 1a 300 pl & 37°C bing phép do 46 duc béi su tang din
truyén 4nh sidng ding huyét tuong khéng c6 t& bao 1am miu d6i chidu.

Khi cho acid arachidenic (AA) 100 pmol/l vao dich treo tiu cidu ngudi sé gay su
két tap tiéu cdu duge phat hién bing phép do 3 duc. Cho thudc thi nghiém vé tac
dung chdng két tap tiéu cdu vao dich treo tiéu cdu ngudi 5 phut trude khi cho acid
arachidonic, so sanh syt két tap (% dan truyén anh sdng) giita cdc mAu thii thude va
mau 461 ching.

1.2.2. Thit nghiém trén ti€u cdu mdu déng vit thi nghiém in vitro
a. Trén mdu chudt céng trdng (mé td bdi Cano va céng su, 1990)

Chuét céng tring dyc Sprague Dawley (300 - 350 g thé trong) dude gdy mé véi
natri pentobarbital (60 mg/kg tiém phiic mac). L4y mau bing cach choe tim va
chéng d6ng v6i natri citrat [9 thé tich mau + 1 thé tich dung dich natri citrat 3,8%
wiv)]. Mau citrat héa duge ly tAm trong cic dng chat déo 6 200 x g trong 20 phiit &
nhiét d§ phong dé thu duge huyét thanh giau tiéu cAu. Thu duge huyst thanh
nghéo ti€u cAu biing cAch ly tdm chit ldng & 2000 x g trong 30 phit. Pha lodng
huyét tudng giau tiéu cdu véi huyét tuong nghéo tidu cdu dé duge s6 dém tidu ciu
khoang 250.000 - 300.000 tiéu cdu / pl.

Do sy két tap tiéu cdu & 37°C theo phuong phap do do duc chia Born va céng su
(1963). Dung dich thudc thit nghiém vé tdc dung chéng két tap tiéu cdu hodc dung
mdi (d6i chiing) duge 1 trude 5 phit véi huyét tuong giau tiéu cdu trude khi cho
thém chat gdy két tap tiéu cAu adenosin diphosphat (ADP, 2 uM). Do sy két tap la
thay d6i t6i da trong din truyén anh sang 5 phit sau khi cho thém chét gay két tap
tifu cAu.

b. Trén mdu chudt nhdt tring (mé td boi Suzuki vé céng su, 2001)

Ly méu tit djong mach chd chudt nhét tridng dyc cin nang 22 - 26 g duéi su
gAy mé bing pentobarbital (80 mg/kg, tiém trong mang bung). Cho mau vao 1/10
thé tich dung dich natri citrat 3,8%, ly tAm & 800 véng/phiit trong 10 phat va thu
duge huyét tudng gidu tiéu cAu. Phdn két tia duge ly tam thém trong 10 phut &
8.000 vong/phit dé ch& tao huyét tuong nghéo tidu cAu. Higu chinh huyét tuong
giau ti€u cdu d€ chda 3 x 10°tiéu cAwml biing pha loding vdi huyét tudng nghéo tidu
cdu cha cing con chudt. Gay két tap tiéu cdu véi adenosin diphosphat (ADP))
(0,5 uM), collagen (1,0 pg/ml) va acid arachidonic (0,5 mM) va do bang may do két
tap tiéu cdu.
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1.2.8. Thit nghiém tdc dung chéng két tép tiéu cGu in viro trén thd

L&y méau tit déng mach canh thd duc hoge cai cdn ning 2 — 3 kg. Mau duge
chéng d6ng véi dung dich natri citrat 3,8% (9/1 thé tich/thé tich). Thu duge huyét
tudng giau tidu cdu va huyét tusng nghéo tidu cAu bing cach Iy tAm mau d 1000 va
3000 vong/phut, tuong ng trong 10 phat. Dung huyét tuong nghéo tiéu cau lam

mAu déi chidu v két tap tidu cau hodc dé hiéu chinh s
tuong gidu tiéu cdu (5 x 10 t& bao/lit).

lugng tidu cAu trong huyét

Theo di su két tap tiéu clu trong huyét tuong bing phudng phap Born (1963)
v6i mot may do két tap 4 37°C. Ghi sd két tap toi da sau khi cho chat gay két tap

tiéu cdu: acid arachidonic 0,35 mM, adenosin diphosphat 3 pM, va yéu td hoat hoa
tidu cAu 7.2 nM. Tinh 1§ 1& phin trdm dc ché boi thudc theo cong thic:

Uk ché két tap (%) ={(A - B)/ Ax 100

trong d6 A = thay d&i t6i da vé 46 duc 6 miu doi ching va B = thay ddi 161 da vé 4o
duc & méu thd thude.

Thé duge chia ngiu nhién thanh 4 nhém, mdi nhém 6 con, Nhém 1: cung thé
tich nuée muéi déng truong, cde nhém 2 va 3: 2 lidu khac nhau cta thudc thi
nghiém, va nhom 4: aspirin 10 mg/kg. T4t ca cac chat trén dude tiém vao tinh mach
ria tai thd, tuong tng. Ché tao huyét thanh gidu tiéu cidu va huyét thanh ngheo
tidu cAu trude khi tiém va 10, 30, 60, 90, 120, 180 va 240 phut sau khi tiém. Theo
451 két tap tiéu cAu. Phuong phap nay duge mo ta bdi Shen va cong su (2000).

1.8. Xac dinh adenosin triphosphat (ATP) (mé ta bdi Gleitz vd cong
su, 1997)

Tac dung chdng huyét khoi ctia mot s& chat da duge chig minh 1a do lam giam
sy két tap tiéu cdu, lam giam sy gidi phong adenosin triphosphat ndi sinh t tiéu
cAu va su tao thanh prostaglandin E, (PGE,) va thromboxan A, (TXAL).

Phat hién adenosoin triphosphat gial phong tu tidu cdu bang phuong phap
phat quang sinh hec. Tit dich treo tiéu ciu cha ngudi duge chuéin bi nhu da néu
trong céc phdn trén, 14y mdt ude s6 va ly tam 3 7.000 x g trong 1 phiit. Cuc lng
dong duge treo lai trong dung dich dém Tyrode dé dat 10° tidu cAu/m] trong thé tich
cudi 4,5 ml, duge lic trong mot ong chit déo dat trong cach thiy nuéc 6 37°C. Sau
sy cAn biing trong 5 phit, ldy céc mAu 100 pl nhu da chi dén, tron véi 900 pl dung
dich dém Tyrode duge lam lanh truéc (0°C), va ly tam 4 7.000 x g trong mdt phut.
Dé xac dinh ATP, tron 20 ul dich ndi 180 trén véi 200 pl cia dung dich acid percloric
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1 mol/lit va 50 mmol/lit EDTA trong 1 phit dé lam két tta protein tan. Hig¢u chinh
dung dich t6i pH 7,5 — 8,0 bing cach cho thém 316 pl ctia dung dich KOH 1 mol/lit
va 180 pl dung dich dém HEPES (10 mmol/l MgCl,, 100 mmol/l HEPES, pH 7,75,
25°C). Sau khi & trong 30 phiit § 0°C, dung dich duge ly tdm & 14.000 x g trong 10
phit dé loai bé kali perclorat. Cho thém 500 pl ctia dich néi lén trén vio 500 ul
dung dich dém HEPES, va xic dinh ham lugng cla adenosin triphosphat bing
phuong phap phéat quang sinh hoe véi luciferase dung kit HSII (Boehringer
Mannheim GmbH, Mannheim, Bic) va may do phat quang (LB 9502, Berthold
GmbH, Bad Wildbad, Dc). Tinh ham lugng adenosin triphosphat theo dudng cong

chudn ding cac ndng d6 khac nhau ca adenosin triphosphat lam chuén.

1.4. Xac dinh prostaglandin E; {(PGE,) va thromboxan B, (TXB,)

Xac dinh prostaglandin E, va thromboxan B, bing thit nghiém mién dich hip
thu lién két vé1 enzym (ELISA) dung cac kit thude thit cha Immunotech GmbH
(Hamburg, Dic). Ly tdm mét udc s8 ctia dich treo tiéu ciu ngudi duge chuén bi nhu
trong cic phdn md ta ¢ trén § 7.000 X g trong 1 phizt. Cuc ldng dong dude treo lai
trong dung dich dém Tyrode dé thu duge mat d6 t& bao 1a 1,5 x 10° tiéu cdu/ml
trong thé tich cusi cling 4 ml v chuyén vao mot &ng chat déo dat trong cach thiy
nude (37°C). Sau sy cin bing trong 5 phut, 14y 200 pl cha dich treo dude 1dc nhu da
chi d&n. Khi xéc dinh prostaglandin E,, cho thém chit tic ché& thromboxan synthase
(TX8) E/Z-7- phenyl-7—(pyridyl)-6-heptenoic acid ¢ néng dé 1 pmol/lit vao dich
treo tiéu cAu nguvi lic bit ddu sy cin bing.

D& xac dinh prostaglandin E, va thromboxan B, trén 200 pl dich treo tidu ciu
vél 1.800 ul dung dich nging wdp lanh (50 pmol/lit indomethacin, 25 mmol/lit
HEPES, pH 7,4). Sau d6, cac tiéu cdu bi pha v biing siéu 4m (sonification) & 0°C
trong 15 phut dé cho phép sy gidi phéng hoan toan cha ca hai chit, va eac dich treo
mé déng thé thu duge duge ly tdm & 5.000 x g trong 10 phat. Ham lugng cua
prostaglandin B, va thromboxan B, clia dich néi 1én trén dugc xéc dinh theo cac chi
din ctia nha cung cap kit ELISA.

Thufc thit nghiém va dung méi (d8i chiing), duge cho vao dich treo tiéu ciu 5
phut trude khi cho thém chat gay két tap tiéu cdu. Phuong phap nay dude mo ta bdi
Gleitz va edng su (1997).

IL. NGHIEN CUU THUOC CHONG TANG HUYRET AP

Cac thude chdng tdng huyét Ap 14 nhiing thudc chita triéu ching. Ngudi ta
dung céc thudc dc ché céc sgi giao cdm hau hach (reserpin, a-methyldopa,
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guanethidin), cac thude lidt hach, céc thude ¢6 tac dung trung tdm hodc phan xa. Sy
ha huyét ap, rd rét nhat ¢ th& ding, thuong kém theo sy giam luu lugng tim do
gidm lugng mau tré vé tinh mach. Céc thudc dc ché monoamin oxydase giy ha
huyét 4p ma khong lam gidm luu lugng tim. Cae thude 1gi tiéu giy ha huyét ap do
lam gidm khéi lugng mau va vi th€ 1am gidm huu lugng tim. Cac thude loi tiéu thai
trit natri trong t6 bao, 1am gidm ap lyc thim thdu cha té€ bao mach mau va kich
thude cia né. Cac yéu t8 nay c6 thé 1a tic nhan giy bénh.

CAC PHUONG PHAP

2.1. Th& nghiém tiac dung chdng tiang huyét ap trén mo hinh tang
huyét ap do co dong mach than (Goldblatit va céng su, 1934)

Tang huyét 4p than do sy co cua ca hai dfng mach than (tang huyét ap
Goldblatt) 12 mé hinh giy ty 1é tuong d8i cao dong vat cb tiing huyét 4p kéo da,
thich hdp dé ding trong nghién ciiu va phudng phap phiu thuat tuong ddi it phic
tap va mat it thdi glan hdn so vdi mot s6 phuong phap khac. Tuy vay, dap tng v
nhidu thudc chdng ting huyét 4p ¢6 hiéu qua trén lam sang (thudc bai tidt mudi
niéu, o - methyl dopa, thudc phong b€ hach) cd thé chi thé hién & cie mic lidu rit
cao, ho#c ¢ thé khong déu, & ché téng huyét 4p than.

Trong thit nghidm huyé&t 4p dong mach trung binh 14 théng s6 dung danh gia
hoat tinh, thit nh4t, vi 46 chinh x4c clta syt xac dinh it phu thude vao hé théng ghi
duge ding va do dé 12 mot tri s§ én dinh hon huyét ap tam thu, va thi hai vi cac
thay d8i vé huyét 4p trung binh ¢6 ¥ nghia hon trong danh gia hoat tinh c@a thude
so vdi cac thay déi vé huy&t ap tAm thu. Trong cing didu kign thi nghiém chung,
céc tri s6 khac nhu nhip tim va huyét 4p tAm thu va tim trudng cé thé duge ghi
mdt cach thudng quy bing mot hé thong ghi véi dap Ung vé tin s& day da. C6 thé
ding dong vat l4p lai dé thit nghiém, chitng nao tang huyét ap con tén tai, vdi diéu
kién 1a c6 40 thdi gian troi qua gitta cac thi nghiém cho phép sy thai tra thude thu
nghiém, su dio nguge cac tac dung caa thudc va sy binh thudng hoa hoan toan du
trit catecholamin, didu niy cé thé c¢an nhifu thoi gian hon su trd v& mie trude diéu
tri ciia huyét ap.

* Diéu kién thi nghiém

Ché dyc can nidng 12 — 16 kg duge nudi véi ché d6 an tiéu chudn gdm thit va
com chita 0,5% natri clorid. Sau khi ché di duge huin luyén ndm yén 6 w the niam
ngia, do cac tri s6 huyét ap déi ching bdng phuong phap truc tiép trong 46 mdt
kim tiém ¢ 12 dude tiém xuyén da vao trong dong mach dui, va ghi huyét ap bing
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mot may bién nang. Kim tiém va dng noéi dude bom day dung dich heparin 1%, da
dé du phong sy déng mAu trong thdi gian nhiéu phiit; heparin khéng duge tiém
toan than. Do huyét &p méi tudn mot }Jan cho t6i khi xac dinh duge huyét ap ¢ ban
trong pham vi1 dé chinh xac + 12%.

Dau tién, that mét dong mach than, bang k§ thuat mé ta bét Goldblatt va cong
sy (1934) roi, mot tudn sau, thit dong mach than kia. Thudng dat cac mic huyét ap
on dinh trong véng 6 tudn sau sy phAu thuat thd hai, va ché véi méc huyét ap trung
binh cao hon it nhit 30 mm Hg so v6i mic déi ching duge coi 14 ting huyét ap.

Ché tang huyét 4p véi huyét ap tuyét 481 dong déu mét cach vita phai duge Iya
chon dé thit nghiém. Sy x4c dinh huyét ap ban ddu duge thue hién ngay trude khi
digu tri. Cho ch6 udng thude thii nghiém trong cac nang gelatin hang ngly trong
4 ngay; ché d6i chiing nhan mét ludng tuong dudng lactose. Po lai huyét ap, 2 gio
sau khi cho thudc thd nghidm & ngay diéu tri thd tu. Sau thoi ky didu tri, huyst ap
duge do 6 cac khoang cach thdi gian 4 — 7 ngay cho t6i khi dat dude cac mdc trude
diéu tri, Cac tri sd huyét ap sau didu tri dugc dung d€ phéan biét dap Gng vdi mot
thudc ¢6 hoat tinh va su mat tdng huyét 4p tu nhién.

* Tiéu chudn ciia thi nghiém

M6t thudc duge coi 1a ¢ tac dung chdng ting huyét ap khi né gay ha huyét ap
15 mmHg hodc hon, va khéng ¢6 tae dung khi n6 khong anh hudng dén huyét ap,
va cdc két qud cé ¥ nghia théng ké khi thudc cé tac dung.

2.2, Thd nghiém tac dung trén mdé hinh ting huyét ap do
deoxycorticosteron acetat {(DOCA) - mudi (mé ta bdi Lahlou va
céng su, 2000)

Chutt céng tring Wistar due, cin ning 200 - 240 g, dude giil trong didu kién
nhiét d hing dinh (23 + 2°C) v6i mét chu ky séng / t5i hing dinh (12 gid sang / 12 gid
t81) va dude cho &n va ubng nudc ty do. Dudi su gdy mé bang ether, cit bd mét bén
than cho tat ca chudt. Sau thdi ky phuc héi mét tudn, chudt dude chia thanh 2 nhém:
chudt d nhém 1 (nhém téing huyét ap do deoxycorticosteron acetat - mudi) dude tiém
hang tuan dudi da dich treo DOCA (25 mg/kg) hda tan trong ddu 6-liu (chat din), va
mudi duge cho biing each thay thé dung dich natri clorid 1% cho nudc udng tiy thich.
Chudt 6 nhém 2 (nhém céit bé mdt bén than déi chitng) duge cho udng nuéc may tiy
thich va duge tiém dudi da ciing thé tich ch&t din mét JAn méi tudn, Thyc hién thi
nghiém 4 tudn sau khi bt ddu diu tri v6i DOCA - mudi ho#ic chat dan.

Vio ngiy cudi ciing chia dgt diéu tri, chuét & ca hai nhém duge gy mé bing
tiém trong mang bung natri pentobarbital (50 mg/kg) va dat Sng thdng vao déng
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mach dii trai va tinh mach dui dé ghi huyét 4p dong mach va tiém thube, tudng
ing. Cac &ng théng nay, chia d4y dung dich heparin trong nudc mudi ding truong
(125 TU/ml) duge cd dinh bén ngoai & mic cd phia lung. Sau phéu thuat, chudt duge
nhét riéng timg con trong cac chuéng chat déo va duge dé phuc hdi trong 24 gio
trude cac thi nghiém vé tuén hoan. Khi thi nghiém, néi dng théng ddng mach véi
mot may bién nang huyét ap (Statham P23 1D) ghép véi may da ky Gilson kiéu
5/6H (Gilson Medical Electronics Inc.Middleton, WI, USA}. Huyét ap dong mach
trung binh duge tinh la HA tdm trudng + [(HA tdm thu — HA tam trugng)/3] va
nhip tim duge tinh tit dudng ghi huyét ap.

2.3. Thi nghiém tac dung ha ap trén ddng vat co huyé&t ap binh
thudng (mé td bgi Faizi, 1998)

Nghién ciu the dung thudc trén chugt cdng tring Wistar c6 huyét ap binh
thudng duge gdy mé (200 - 250 g). Chudt duge gy mé v6i thiopental natri (60 — 80
meg/kg, tiém trong mang bung). Ghi huyét ap dong mach ti¥ dong mach canh qua
canun dong mach ndi v6i mdt may bién nang (Statham Py} ghép voi mot may da ky
Kkidu Grass. Tiém thude qua canun duge dua vao tinh mach canh. Huy&t ap dong
mach trung binh dugc tinh 1a huy8t 4p tdm truong cdng véi mdt phén ba bién do
¢ha mach. Dung acetylcholin (1 pg/kg) lam do1 chiing duong tinh gay ha 59,5+ 8,3%
vé huyét 4p dong mach trung binh.

1. THU NGHIEM TAC DUNG CHONG OXY HOA BAO VE TE BAO
THAN KINH TRONG MO HINH THIEU MAU CyUC BQ - TUGI
MAU LAI (mé té bdi Trdn Luu Van Hién vé cong si, 2005)

Trong mé hinh thifu mau cuc bg - tudi mau lai & ndo, sy hinh thanh qua mit
cac goc tu do giy nén ton thudng ndo. Cac chat chéng oxy - hoa di duge ching
minh ¢6 téc dung bao vé t& bio than kinh, han ché tén thuong ndo do thiéu mau cyc
b - tudi mau lai gy nén.

Thit nghiém dugc tién hanh trén chudt nhit tréng Swiss 7 tudn tudi, khong
phén biét due, cai, ¢b trong lugng 20 — 22g, nudi dudng va thi nghiém trong cung
diéu kién. Chudt duge chia thanh ba nhém chinh: nhém d6i chiing sinh hoe, nhom
m6 hinh d&i ching, nhém md hinh didu trj véi thude thi nghiém.

Chugt & nhém diéu tri duge cho ubng thuéc thit nghiém hang ngay trong 10
ngay, chudt 6 cac nhom d6i chitng duge cho udng nude mudi ddng truong. Sau dgt
diéu tri 10 ngay, gay mé chudt bing urethan. M§ chubt, bée tach 2 dong mach cdnh
chung, kéo cang 20 phit d& han ché mau 1én ndo, rbi tudi mau lai 20 phit. Lay néo
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dé do MDA (malondialdehyd) trong dich déng thé mé nao, va 18y mau chudt dé xac
dinh hoat dé enzym SOD (superoxyd dismutase).

* Ky thudt xdc dinh ham lugng MDA 6 ndo chudl

Can chinh xac 500 mg nio chudt, rdi nghién ndo trong dung dich KCI 0,9% da
duge lam lanh trude. Vige nghién déng thé tién hanh trong 4 phit, dung ho chiv sl
thuy tinh mai chuyén dung, 6 nhiét dé da tan 4°C. Lav 2 ml dich treo mb nao déng
thé vac mdi éng nghi¢m, thém vao do 0,1 ml dung dich acid ascorbic 25 my/lit va
0,1 ml dung dich mudi Morh 0,3 mp/lit. U hén hop phan Gng ¢ 37°C trong 30 phat.
Sau d6 tua cac protein bing 1 ml acid acetic 40%. Ly tam 3000 vong/phut trong
10 phat. Hiit 14y 2 m1 dich néi 1én trén vao mdi dng nghiém sach da danh s8 trude.
Thém vao moéi éng chia dich néi 1 ml acid thiobarbituric 0,8%. Bun cach thily
cac ong nghiém trong 20 phit. Dé ngudi, do mat do quang cla cac mau ¢ bude séng
532 nm. Diing mAu chudn la dung dich phan tng gita MDA chudn véi ndng 46 da
biét va acid thicbarbituric.

* K§ thudt xdc dinh hoat dé enzym SOD ¢ héng cdu chudt

L&y chinh xac 0,5 ml mau chudt vao cac 6ng nghiém cé chida sin chat chéng
dong EDTA. Ly tAm 3000 vong/phit trong 10 phiit. Hiit loai bd huyét tuong. Sau dé
rtia héng cdu 4 ldn, bing dung dich natri clorid 0,9%, ly tdm 3000 véng/phut trong
10 pht.

Sau khi da riia héng cdu bing ly tdm, trén hong ciu v6i 2 ml nude ¢it 2 1dn dé
lanh, l4c déu va dé yén & 4°C trong 15 phut. Dich dung gidi dude pha loang véi PBS
0,01 moVlit, pH = 7, pha loding héng cdu 50 1dn, Hé s6 pha lodng la 200. Hoat d6

enzym 50D duge do trén may sinh héa ¢ bude séng 505 mm. Don vi tinh 1a don vi

() / ml.

Sy giam ham lugng MDA va su tang hoat d6 SOD 1a nhiing biéu hién cla tac
dung chong oxy héa etia thude thi nghidm.
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CHUONG 10

PHUGNG PHAP NGHIEN CUU DUGC LY THUOC
TAC DUNG TREN HE HO HAP

GS. Poan Thi Nhu

r’f—_—____/

IJ«HHENCﬁUTHUﬁCCHéNGHO

Cac phuong phap nghién cliu thudc chong ho noi chung gidng nhau. Cho thudc
cho déng vat va sau d6 dong vat chiu tac dong cua mot y&u t& gy ho. Sy kich thich
ho thay ddi trong cac phudng phéap khac nhau, ¢6 mét s8 phuong phap chi co thé
phat hién nhing thuéc chéng ho kha manh.

CAC PHUONG PHAP

1.1. Th@ nghiém trén ho gay b&i amoniac trén méo

Trong phuong phap ciia Ellis va cong sy (1963) ghi lidu thudc dc ché hoan toan
ho d5i véi 3 hodc nhiéu kich thich hon.

Meéo ca duc va cal duge gay mé nhe véi viée tiém trong mang bung pentobarbital
v6i lifu 45 mgkg dudi dang dung dich 6%. Dit vao kh{ quan canun la mbt Ong
polyethylen ngén, ndi dong mach canh véi mot ap k& dé ghi huyét ap. Thudc thi duge
tiém tinh mach vao tinh mach 4. Ho duge ghi trén may ghi bing mot don bay bat
]én nhe nhang néi bing mot soi chi vdi da ngay dudi xuong Ge. Ding 3 phuong phép
gay ho, kich thich dién, cd hoc, vi hoa hec. Trong phuong phap dién, day than kinh
thanh quén trén dugde kich thich bing mdt may kich thich séng vudng dong dign
khong doi. Phuong phép co hoc 1a kich thich miém mac khi quan bing mét ong
polyethylen duta vao va dua ra khéi khi guéan 2 hogie 3 1an. Tuy nhién, viée si dung
amoniac 1am chit gdy ho cho dap Ung hing dinh nhat va thudng dude dang nhiéu
nhit. Trong thi nghiém nay, hoi amoniac ti mdt binh chita dung dich 7% amoniac
duge dua vao hé hod h&p bing mjt cai vo1 o 3 nhanh néi binh véi canun khi quan. pé
méo hit hoi amoniac trong mot 1an thd vao. Ho thudng bit ddu ngay sau do. Ap dung
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kich thich ha cit 3 phuit mét 1an cho téi khi dat dude 3 hosic 4 dap tng ho d61 ching co
cing cudng 46 va thoi gian kéo dai. Sau d6 tiém tinh mach thuée thit nghiém, va thuc
hién 13p lai cac kich thich ho § nhiing khoang cach thdi gian giéng nhau cho téi khi
dap tng ho tré vé binh thudng. C6 thé ding mdi déng vat dé so sanh hiéu luc clia
nhiéu thuée.

Codein duge diung lam thude chéng ho chuin, va duge cho tri s§ 3+ trong su
danh gié cho di€ém hoat tinh, vi thudc nay ttc ché ho hoan toan véi mét lidu tiém
tinh mach dudi 2 mg/kg. Néu mét chit tc ché ho hoan toan véi lidu 2 mg/kg hoac it
hon, né s& duge cho di€m 3+ ; véi mdt liéu 4 mg/kg, duoe diém 2+; va néu ¢6 su ic
ch& mdt phan § 4 mg/kg, duge diém 1+. Pholcodin va dihydrocodein ¢ higu lue xap
xi bing codein.

1.2. Th¢ nghiém trén ho giy béi acid citric trén chuét lang

Dung chuét lang khéng duge di€u tri truée (Charlier va cong sy, 1961). Dit
chudt lang trong mdt binh thuy tinh hinh tru, c6 hai 6ng & hai ddu, mét dng dé dua
khi dung vao, va dng kia dé dua ra. 6ng sau nay c6 mdt nhdnh bén ndi véi mot cai
trdng ma cac thay ddi vé ap suflt c6 thé duge ghi. Mot cai kep ¢6 dinh vit thay déi
duge dit & dng ra phia ngoai cha nhanh bén, cho phép didu hoa d nhay ctia hé
thong, sao cho hd hdp binh thudng khong duge ghi, trong khi sy chuyén dich cua
khong khi trong su ngin lai gy bdi ho duge ghi. Chudt lang duge phoi nhiém véi
khi dung ciia 7,56% acid citric trong nuée trong 10 phut. M&i dong vat duge thit
nghiém trude hét dé dat dap tng d6i chiing. Mét gid sau, déng vat duge cho thude
thi nghi¢m va 30 phiit sau d6 lai chiu tac déng cta khi dung. S8 lugng cac con ho
dugc biéu thj bing ty 1é phin tram cla s6 lugng trong thoi ky d6i chitng, d8 c6 tac
dung chéng ho.

Codein phosphat véi liéu dua vao da day 100 mg/kg cho mét tri s§ trung binh
49% ¢ mdt nhém 10 chudt lang. S higng cac con ho trong 15 phiit sau khi cho tac
déng khi dung ciing duge ghi. S0 lugng cic con ho trong thdi ky déi ching 1a 53,
(trung binh cua 10 chudt lang).

1.3. Thi nghiém trén ho gay bdi acid sulfuric & ché

Ché can ngng 7 dén 10 kg va di nhin 4n trong 18 dén 20 gid dude dé trong mét
hop gb riéng, vuéng véi canh 60 cm va cao 45 cm (Chen va cdng su, 1960). Hép ¢6
cdc vach ngan bang kim loai va mét cila s§ biing kinh. Qua 2 1, mét khi dung nhé
cua dung dich acid sulfuric 0,5 M duge bam viao bang 2 may khi dung s§ 40 De
Wilbiss, van hanh bing khi nén. Sy d8m sd lugng con ho trong théi gian thi
nghiém 4 phut dat duge bing cach nghe qua 6ng nghe téi mot micrd gén vao hong
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caa ché. Sau 2 thdi ky thit nghiém cach nhau mdt gig, cho thude trude thai ky thu
nghiém tiép theo. Hai <8 d&m d6i ching nam trong pham vi tu 15 dén 35 con ho,
néu khong, dong vat khong duge dung tiép. Cac thudc chdng ho duge cho udng trong

nang gelatin, Tinh ty 18 phédn trdm tc ché bing cach chia s8 lugng con ho cho 50

lugng ho trong thot ky 461 chitng, rdi 18y s6 1, trit thudng s&, va nhan voi 100.
P& so sanh, ding codein, dihydrocodeinon va cac thuc chéng ho khac, véi liéu
khoang 1 mg/kg.

L. NGHIEN CUU THUOC GIAN PHE QUAN

Cac thude ¢é kha nang géy gian phé& quan duge dang d& diéu tri hen va mot sd
tinh trang di Gng.

9.1. Thit nghiém tac dung gian phé& quan trén cd quan cd lap

Phudng phap nay duge thiét k€ dé phat hién tac dung gidn phé& quén, nhung
ciing ¢6 thé dung dé phat hién téc dung chéng co thit phé quén. Dung khi quan ma
khéng ding phé quan vi dé phAu tich hon va khi guén c6 phan Ung tuong ty 461 voi
céc thudc gay co thit va chdng co thit phé quan.

Mot chudt lang 16n bi giét b&ng mét cd danh vao ddu (Castillo va De Beer,
1947). Cb lap khi quan va dung kéo it thanh 12 vong véi bé ngang gén bing nhau.
Céac vong khi quin duge gitt 4m véi dung dich Ringer trong khi chiing dudc noi vt
nhau biing cac vong chi to ngin.

Chudi cic vong khi quan duge treo trong mot binh ngdm md chita dung dich
Van Dyke ~ Hastings {xem & dudi), dudc bio hoa véi 95% oxy va 5% carbon dioxyd
trude d6. Binh ngam duge gitt 6 37,5°C va hén hgp khi néu trén duge théi qua. Dung
mdt don bay dé ghi véi 46 phong dai 12 lan, hodc diing mot méy bien ning va ghi sy
co vi gidn cia chudi vong khi quan trén mit méy da ky. Chi cdn ap luc rat thip
trén don bay.

Trong nghién c@u cac tdc dung chéng co thét, dau tién cho thudc mdt minh va
rita. Sau d6 cho mdt chét gy co thét, va & db cao cua sy co, cho thudc chéng co thét
mot 1an nia, va néu thudc cé tac dung sé giy gian.

Cac chit gay co thit duge dung la:

Histamin dihydro phosphat 1: 50.000
Acetylcholin bromid 1: 1.000.000

Bari clorid 1: 5.000
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C6 thé ding phudng phap nay dé phat hién hoat tinh gay co thit, chéng co
thét, khang histamin va e ché than kinh d6i giao cam.

Tidu ban khong 6 sy co ty nhién va ¢6 thé dung trong 12 gid. Tiéu ban nay cho
cac tac dung hoan toan khac véi tdc dung phéit hién trén cac doan rudt. Vi du,
aminophyllin khéng cé tac dung dé: khang véi tdc dung cha histamin trén rudt,
nhung hoan toan c6 heat tinh d6i khang v4i tac dung cta histamin trén chubi vong
khi quan.

Dung dich ngim mé, lan dau tién duge bao cdo bdi Van Dyke va Hastings
(1928} chiia cic ion sau day, ndng d9 biéu thi bing micromol trong 1 Iit: Na, 144,0;
K, 6,2; Mg, 1,0; Ca, 0,53; Cl, 122,0; HCO,, 30,0; H,PO, va HPO,, 1,0 méi thi. Cho
vao dung dich Van Dyke - Hastings 0,05 g glucose trong 1 lit.

2.2. Th¥ nghiém tdc dung chdng co thiat phé quan trén chuét lang

Ap dung phuong phap thit nghiém tac dung chéng co thit phé quan trén chubt
lang cua Franzone va cong su (1989).

Gay mé chuét lang bing urethan véi lidu 1,2 — 1,4 g/kg, dudi dang dung dich
25% tiém trong mang bung. C§ dinh déng vat véi tu th& ndm ngtia. Bje 16 khi quan,
luén vao khi quan mét canun va budc chit, ndi canun véi mét dng thiy tinh cé bén
dau nhanh: hai diu néi véi may hé hap nhan tao, hai ddu kia néi véi may bién
nang co that phé& qudn, sy thay déi lugng khi thita dugc ghi trén may da ky. May
hé hap duge van hanh vdi tdn s6 bom 35 — 45 lan/phuit, va thé tich méi ldn bom
15 — 20 em”. M§ nguc bing mot nhét rach 6 khoang gian sudn va dit mot cai banh
dé giit 16ng nguc mg, loai bd hd hap tit nhién. Boe 16 tinh mach canh dé tiém thude.

Trong nghién ciu cac thudc gay gidn phé quén, chéng co that phé quan, mbi
dong vat dude thit nghiém trude hét dé ghi dap ang 461 chiing d6i véi vide tiém
tinh mach mot trong cac thudc gay co thit sau diy: acetylcholin 10 - 50 nglkg;
histamin 5 — 20 pg/kg. Khi ph& quan bi co thét, lugng khong khi phat ra ti may
hé hap vio phéi gidm di, lugng khi thita sé tao ra ap suat duge chuyén vao may
bién ning va duge ghi trén may da ky. Khodng mot gid sau, khi tac dung cia chat
gy co thit di hét, dong vat duge tiém tinh mach thude thd nghiém vé tac dung
chdng co thdt ph€ quan vi 15 - 30 phut sau dé lai duge tiém tinh mach chat gay
co thit. Ap sudt ciia lugng khi thita ghi duge bidu thj méc d6 co thit ph& quan. So
séinh miic d¢ co that ph& quan trong thdi ky sau khi tiém thude thit nghiém véi
thai ky d6i ching. Tac dung ctia thude chéng co thdt duge biéu thi bing ty 18 phin
trim gidm co thit so vdi mic d6i chiing. Céc thudc chdng co thit dude dung dé
tham chi€u la atropin, 1 mg/kg v& neo-antergan, 20 — 30 pg/kg.
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111 NCHIEN ¢UU THUOC LONG POM

3.1. Thit nghiém tac dung long ddm (mé td bdi Pham Xudn Sinh, 1994)

Dang 3 16 chudt nhit tring, 16 1 duge cho thude thit nghiém, 16 2 duge cho
thude quy chidu (vi du: dung dich 5% natri benzoat, udng), 16 3 1a 16 ching dugc cho
nude mudi sinh 1y 0,9%. Sau d6 tiém trong mang bung ¢ho titng chudt 0,5 ml dung
dich sulfophtalein 0,5%, 30 phut sau tiém lai mdt 1ldn nhu trén. Sau d6 30 phit,
gi&t chét chudt, dung dung dich natri hydrocarbonat 5% dé ria long 6ng khi quan.
Gop dich rita cia timg 16 chudt dem so sanh v6i thang miu. Néu néng d6 dung dich
sulfophtalein ¢ nhém chudt nhan thude thi nghi¢m gép tu 2 14n trd 1én so véi nhém
chiing thi thudc dugc coi 1a c6 tac dung long dom.

3.2, Cac phuong phap khac th nghiém trén sy ti&€t dich khi ph& quan

C6 thé xac dinh sy tit dich nhay khi ph€ quén bing phuong phap don gidn md
khi quan clia mot dfng vat gy mé va danh gia tryc ti€p sy san sinh dich nhay tu
thanh khi quan. Thyc hién vigc nay bang cach lam khé mét vung caa thanh khi
quan vdi gidy loc va do thei gian xudit hién dich nhay. Tiép theo dinh lugng hiéu
suét tiét dich nhay va dich bing cach can lugng dich nay trén gidy loc (Boyd, 1954).

Florey va cong sy (1932) da bao cdo mét phuong phap chinh xéc hon. Thét khi
quan d& tao nén mot tui cung, dit canun vao tdi nay va 48 ddy diu 6liu. Do sy dich
chuyén nhoé coa dau do dich nhay bing cach do su chuyén déng ctia mit khum cua
dich trong dng nho. Theo Widdicombe (1964), nén bd qua nhiing thay &81 vé thé tich
trong thdi gian ngin, vi d6 c6 thé do thay ddi vé truong luc cd tren, nhung phuong
phéap nay cé thé cho thiy luu lugng tiét dich nhay trong khodng thdi gian dai. Do
dutng hd hap chia méo ¢6 nhifu tuyén dich nhdy, nén méo ja dong vat chon loc aoi
véi thit nghiém nay.

9 PPHNC-A
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CHUONG 11

PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUGC LY
THUOC CHONG TANG LIPID MAU VA
THUOC TAC DUNG TREN VUA XO PONG MACH

GS. Doan Thi Nhu

M

M3 DAU

Nhiéu loai déng vat dd duge sit dung dé nghién citu cae thudc ¢ kha néng géy
ha cholesterol mau. Tuy nhién nén luu ¥ rdng phén 16n cac dong vat thi nghiém,
nguge lai véi ngudi, thé hién ndng 46 lipid thdp va néng 46 cao cua cic phén doan
o - lipoprotein ty trong cao. 3 ngudi, ching ting cholesterol mau thudng két hgp
v6i sy ting cdc phan doan a-lipoprotein ty trong th&p. Vigc diéu tri véi thudc ¢
ngudi thudng din dén su gidm c6 ¥ nghia phédn doan nay (Steinberg, 1962). Mac du
¢6 su khac nhau nay, phdn 16n cdc md hinh nghién citu trén dong vat cho cac di
liéu e6 su tueng quan cao vii cac thc dung lam sang.

Céc thude cé hibu luc c6 thé gay gidm cholesterol biing nhiéu co ché; viée lya
chon mdt md hinh ddng vat ¢ thé chitng minh té6t nhat cac tic dung ndy la quan
trong vi ¢o sy thay ddi rd rét trong dap éng véi thude cua nhi¢u loai dong vt vdi
cling mét thude thit nghiém. Tudng ty nhu vay, tdc dung cla thude ¢6 thé bi dnh
hudng bdi ché d an. Sau day 1a nhiing md hinh thf nghiém trén dong vat thudng
dugc su dung.

I. THU NGHIEM TREN DPONG VAT CO CHOLESTEROL MAU BINH

THUONG TRONG SANG LOC BAN DAU

Cac dong vat binh thudng nudi véi ché do 4n thudng quy dude ding dé nghién
eitu sang loc ban ddu. Cho uéng thude qua 6ng thong hodc trin vao thice &n. Trong



132 (33, DOAN THI NHU

cc th@t nghiém kidu nay, Tennent va cdng su (1961) diang ga tréng logo non, 9-11
tudn tudi, thude duge cho vao thic &n ciia ga. Duy tri viée diéu tri trong 4 ngay lién.
Thye hién vige 14y mau vao ngiy thi nim, thudng bing cach choc tim, d€ phan tich
cholesterol.

Buchanan va cong sy (1969) di dung cac thudc thi nghidm tuong ty trén chudt
cdng tréng c6 cholesterol mau binh thudng. Cho udng thudc trong 4 ngay, va thuc
hign phéan tich cholesterol huyét thanh vio ngay thi nim cfia thi nghiém. Céc hgp
chét 1am giam cholestercl huyét thanh véi t§ 18 it nhat 20% & liéu 400 mg/kg duge
coi 14 c6 hoat tinh, va tiép d6, thu nghiém cae hgp chit nay véi lidu thap hon. Bing
thit nghidm nay, cfe tac giad da ching minh thuéc chudn clofibrat, véi liu 200
mg’kg, c6 thé lam giam cholesterol huyét thanh vdi ty 16 20%.

Mot thudc c6 kha niang gidm néng 46 cholesterol huyét thanh binh thudng cin
duge cung cap céc dit liéu vé kha nang hap thu néu thude ¢6 tac dung toan than.
Tuy nhién, mét két qua 4m tinh khéng nhat thiét ¢6 nghia 1a thude sé khong c6
the dung trén ngudi (Steinberg, 1962). Thit nghiém nay 14 mot phuong phap danh
gia tac dung thude tudng d8i nhanh va don gidn, thudng dude dung dé sang loc
ban diu.

II. THU NGHIEM TREN DONG VAT CO TANG CHOLESTEROL MAU

Gay ting cholesterol mau ¢ nhiéu loai déng vat bing cach cho md va
cholesterol vao thiic #n. Chimng téng cholesterol mau nay cé tinh chit ngoai sinh.
Su sinh téng hgp cholesterol ni sinh thudng didn ra vo6i téc d6 rit cham & dén ba
cho cée nong d6 cao cha cholesterol huyét thanh. Nhu vay cac thudc 6 tic dung
chdng téng cholesterol mau gay bdi ché dd 4n téc dong do mét hode nhidu co ché c6
lién quan véi su c ché& hap thu cholesterol § rugt, tang su thoai bién cholesterol,
anh hudng dén sy san sinh lipoprotein, hosc ting nhanh sy thai trit lipoprotein.

2.1. Chudt cong tring méi thdéi bi

Ngudi ta biét r6 con vat con b cé ndng dd cholesterol huyét thanh thudng cao
gap 2 - 3 l4n so v4i ndng dd & chugt trudng thanh. Didu nay c6 thé do ham Iugng
mg cao trong sita vi cic con vét cdn bu duge nudi véi ché d6 an tiéu chudn thay vi
bt sita ¢6 nong do cholesterol huyét thanh gin véi néng d6 binh thudng & chudt
trudng thanh. Ching téng cholesterol mau niy nhay cam vdi mot s6 loai thude
(thyroxin va cac chat ciing loai) va c6 thé khong nhay cdm véi mot s& chit e ché sy
sinh téng hop cholesterol. Hap chat N-(ferrocenylmethyl) piperidin, mét chat dc ché
7-dehydrocholesterol reductase, gy su gidm rd rét cho cholesterol huyé&t thanh 8
chudt cong tring méi théi b (Barnhart va cong sy, 1969).
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Thugc thii nghiém dude trdn v6i thite an thudng quy cho cac nhém 6 chudt cong
trdng moi thoi bd (giong Harlan-Wistar) trong mdt tudn. Giét chudt va xac dinh
ham ligng cholesterol mau. Da thay hdp chit N- (ferrocenyl-methyl) piperidin
(0,007%) 1am giam cholesterol huyét thanh xudng 7 mg%, nguge lai voi tri s6 nay ¢
chudt 461 ching la 61 mg%. '

Berger va cong sut (1969) dung chudt céng tring méi thoi bi, ning 60-95g, nudl
v6i ché @6 an cho cholesterol mau binh thudng duge bo sung vl thudc thi clofibrat
trong khoang thdi gian 2 tuan. Néng dé cholesterol huy&t thanh gidm t61 75 mg%,
trong khi tri s6 81 ching la 101 mg%. Hawkins va cong su (1965) ciing ching minh
cholestyramin (2% trong thite an thudng quy) lam giam nong dé cholesterol huyét
thanh & chudt cdng trang méi thot bii. Céac vi du da néu cho thay vige sti dung chudt
cOng tring méi thoéi b cé thé cung ciip mdt phuong cach tuong 461 don gidn, nhanh
va ré dé thi nghiém céc thude ha cholesterol mau.

2.2. Chudt cong trang trudng thanh

Nhidu nha nghién cu dd dung chudt céng tring duge gay ting cholesterol méu
bing cach bd sung thic &n vél cholesterol, 1%; md va acid mat (nhu acid cholic),
1%; va chét d&i khang tuyén giap propy! thiouracil, 0,01% trong nudc uéng (Wissler
va cong sy, 1954 Anderson va Bowman, 1969; Fukushima va Nakatani, 1969;
Nakamara va cong su, 1969).

Chudt cong tréng thuong khong dap ting vii vide bé sung chi riéng cholesterol.
Da nhéan xét thiy tang cholesterol mau viia -phéi khi bé sung thic &n ¢ cholesterol
vGi acid mat dé tang cuong sy hap thu cholesterol qua rudt. Thudng nhan xét thiy
téng cholesterol mau rd rét khi b8 sung cac hormon Khang tuyén giap vao ché& dd
4n. Can luu ¥ 12 cac nong do cholesterol huyét thanh trong truong hgp nay dat tri
o8 t5i da 1.100 mg% trong vong 28 ngay va vin &n dinh & ndng 4 nay cho du ché do
an duge $1€p tyuc trong c4 nam. Kidu ché do an nay hop véi cdc thudc gidng tac dung
tuyén giap, cic thube nay gay sd giam manh cac ndng o cholesterol mau.

Viée sit dung cac ché& dd an duge bé sung nhiing ludgng dang k& chc acid béo bio
hoa va cac triglycerid bio hoa sé din dén tang cholesterol mau tu nhe dén vira.
Benzmalacen, mot thudc phong bé sinh tong hop cholesterol ¢ gial doan acid
mevalonie, ¢é tac dung lam giam ching tang cholesterol mau gay boi md (Huff va
Gilfillan, 1960). Do d6, kiéu ché& do &n nay duge ua ding hon dé dénh gia cac chat
c6 tiém ning Uc ch& sinh téng hop cholesterol xét v€ sy kign 1a chitng tang

cholesterol mau dugc gay nén do ndi sinh.
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2.3. Tho

2.3.1. Céac ché dé dn chita cholesterol

Da giy chling tang cholesterol mau va viia xo déng mach thyec nghiém mot
cach thanh céng bing cach bd sung cholesterol ho#ic cholesterol va md vao ché do
an cho tho (Aladina va Sharkov, 1968; Kritchevsky va cong su, 1969; Fukushima
va cOng su, 1969a). Trong th{ nghiém trén thd, viée cho mot ché& d6 an c¢6 ham
lugng cao cholesterol va md d4 lam ting din ndéng d6 cholesterol huyét thanh dén
miic vao cudi thdi gian 2 tuén, néng dd cholesterol huyét thanh trung binh da
tang dén 600 mg%. Vao cudi thdi gian 3 thang, cac nbng 4o cholesterol huyét
thanh cudi cung dat 1700 mg%. Cac diu hiéu rd rét ca cac thay d6i via xo dong
mach thudng phét trién & giai doan nay, duge ching té bdi sy tich lu§ cac chét
lipid trong mdng mét tho.

Céac thude thu nghiém thuong duge két hgp véi ché dd 4n cho dong vat. Mot
thudc ¢6 tac dung manh dy phdng chiing ting cholesterol mau gy bdi cholesterol 1a
di-N-(a-methylbenzyl) linoleamid, mét chat (c ch& sy hép thu cholesterol qua
dudng rudt. Thudc clofibrat, khi cho an § 0,3%, chi giy sy gidm nhe cic néng do
cholesterol huyét thanh (Kritchevsky va cong sy, 1969). Cac két qua nay khéng
hoan toan bat ngd vi cac chat tic ché sinh tdng hgp cholesterol ¢6 thé khong c6 tac
dung trén tang cholesterol mau giy bdi viéc cho 4n cholesterol.

2.3.2. Ché'dé dn bdn tong hop khéng cé cholesterol

Nhiing nha nghién citu khéc nhau da bdo cio viéec cho tho #n md bdo hoa,
khéng c6é cholesterol, gdy tang cholesterol miu cé lién quan chit ché hon véi chiing
t&ng cholesterol mau & ngudi (Kritchevsky va Tepper, 1968). DPong vat dude nudi vai
ch& d6 an nay phéat trién vila xo dong mach gidhg nhu ching bénh nay & ngudi. N6
e6 vé khac véi viia xo ddng mach quan sat thily d d6ng vat cho #n cholesterol. Thé
duge nudi bang ché dé #n ban téng hgp (400 - 600 mg% trong 8 tuin) cb tang
cholesterol mau ¢ mitc d vita va thudng phat trién cham hon ching bénh nay &
dong vat cho an cholesterol. Howard va cdng su (1967) goi ¥ viéc su dung phuong
phap nay dé nghién citu sang loc cac thude tac dung trén sy chuyén héa lipid vi
cholesterol huyét tuong dude tdng hop mot cach ndi sinh, va c6 ndng d trong pham
vi giéi han clia néng 46 thudng gip trong ting cholesterol mau cla ngudi. Diéu bat
lgi nhé trong viée sit dung ch& dé 4n khong ¢é cholesterol 14 46 dai cta thai gian cn
thiét cho sy phét trién tang cholesterol méau (8 tufin). Thé cho #n cholesterol phat
trién néng dé cao ciia cholesterol huyét thanh trong khoang 2 tusn.
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2.4. Chim

G4 con, chim bd cau va ga tiy rit nhay cam vét viée cho an cholesterol va phat
trién tang cholesterol mau rd rét trong thoi gian tudng dth ngin (Fukushima va
cHng sy, 1969b; Simpson va Harms, 1969). Tac dung caa céc thiic &n md khac nhau
trén cac ndng d6 cholesterol huyét thanh 8 ga con duge cho &n cholesterol cho thay
cac md khong bdo hda gay ting cholesterol mAu nhiéu hon cac md bdo hoda
(Kritchevsky, 1964). Tennent va cdng sy (1960) mé td mot vi du dién hinh vé tang
cholesterol mau gay béi cholesterol. Dang ga trong logo non (9 — 11 tuan tudi) duge
nudi véi mdt ché do an thuong quy céd bé sung cholesterol (2%) va ddu hat béng
(5%). Bén ngay sau, ndng d6 cholesterol huyét tuong di tang 3,5 lan, tit khodng 70
mg% lic ban ddu 1én khodng 250 mg% vao ngay cho in thit tu. Fukushima va cong
sy (1969b) dung mot ch& d6 an tuong ty nhung trong khoang thdi gian dai hon
(7 ngay), va bio cao vé co ban muc ting tudng tyt cha cie ndng 46 cholesterol huyét
tuong. Sy tang cholesterol mau gay bdi cholesterol nay cé tinh chat ngoai sinh va
khéng bi 4nh huéng bdi cac thudc tc ché sinh téng hgp cholesterol. Kraus va cong
su (1967) cho thay thiamazol (tapazol) lam t&ng rd rét cac ndng do cholesterol
huyé&t thanh & cic chim bd cdu tring cho #n va khéng cho &n cholesterol. Tang
cholesterol mAu nay kha nhay cAm véi cac thudc giéng tac dung tuyén giap, nhu
thyroxin, 1am ting sy thoai bién ciia cholesterol.

II1. CAC MO HINH THUC NGHIEM TREN BONG VAT TRUNG GIAN

3.1. Cho

T#ng cholesterol mau kéo dai, cudi cing din dén phét trién vita xo dong mach,
da duge gy trén ché bing cach cho cic ch€ d9 #n chita cholesterol, acid mat, va cb
thé chalt dc ché tuyén giap thiouracil (Malmros va Sternby, 1968; Mc Curdy va cdng
su, 1969). -

Bevans va cdng su (1951) gay tang cholesterol mau trén ché 4 thang tudi, duge
nubi véi ché do an chita cholesterol (5%) va thiouracil (0,6 g/ngay). Vao hic cudi cha mét
thang, da phat trién tang cholesterol mau rd rét (1000 mg%, cao han 5 1an so véi tri s§
~ d6i chitng). Viéc rit ché d 4n gy ting cholesterol mau trong mdt tudn din dén sy
gidm cac ndng d6 cholesterol huyét thanh xudng tri s6 trudc ché dé an la 200 mg%.
Malmros va Sternby (1968) chiing minh khéng nhat thiét phai chin chic nang tuyén
giap dé phat trién ting cholesterol mau, Cling dé chiing minh sy két hgp cholesterol
véi ddu dita hydro héa di dé giy téng cholesterol mau rd rét. Sy xudlt hién téng
cholesterol méu hdi cham so véi ting cholesterol mau gy bdi cholesterol va thiouracil,
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3.2. Lon va linh trudng

Da gay tang cholesterol mau & 1gn béing cach cho céc ché dé #n dude b8 sung véi
bg, 1ong do triing, v m3 bio hoa (Harman, 1969). Tuy vay, da ching minh 1a sy két
hgp cia md khéng bao hoa véi cholesterol trong ché d§ an giy mc do 16n nhat cua
viia ddng mach ¢ién hinh va cac mite cholesterol cao nhat trong md, trong khi cac
m@ bao hoa vdi cholesterol chi gay cac tén thusng khong dién hinh.

Tuong tg nhu vay, da giy ting cholestercl mau & linh trudng bing cach cho ché
d% &n thuc nghiém chita cholesterol va bo (Wissler, 1968). Cac néng dé cholesterol
huyét thanh toan phdn 300 — 600 mg% phat trién trong vong 1 ~ 3 thang & khi
Rhesus duge nudi véi cAc ch& d§ an nhu vay. Vita xo dong mach bao gid ciing phat
trién & cc déng vat thuc nghiém (khi Rhesus) phat trién tang cholesterol mau.
Tinh chat ning va mitc dé vita x¢ déng mach & khi néi chung ty 1& v6i mic d6 va
thoi gian kéo dai tdng cholesterol mau. Cac md hinh thuc nghiém trén déng vat co
thé diing dé danh gia cac thude ha cholesterol mau va tac dung cda céc thude nay
trén qua trinh vila xg d6ng mach.

Wissler (1968) tém tét cac 1¢i thé chinh trong viée dung khi Rhesus trong vita
x0 dong mach thyc nghiém: (a) cac ndéng do lipid mau binh thudng va cac néng do
cholesterol mau d&n dén vita xd ddng mach giéng véi cac néng dé nay & ngudi; (b)
cac t&n thuong thé hién sy gidng nhau néi bat vdi cac tdn thudng & ngudi; va (c) cac
ddng mach c6 lién quan va céc tai bién lJam sang ciing gidng voi cac tai bién & ngudi.

IV. TANG CHOLESTEROL MAU GAY BOI ESTROGEN ( CHIM

Viéc cho estrogen tic dung cham (estradiol cyclopentylpropionat) cho gd mai va ga
tréng non gay trang thai ting lipid mau, trang thai nay cudl ciing dAn dén phat trién cic
ton thudng vita xo déng mach. Céc néng d cholesterol mau ting g&p 10 lan so véi déi
ching (908 mg% so vai 133 mg%) trong vong mét tudn, sau mot Mn tiém duy nhat
P-estradiol tac dung cham cho ga con (Fukushima va céng sy, 1969b). Sy ting lipid mau
nay ¢ tinh ndi sinh va khong phu thude vao su ¢6 mit clia mé trong ch& do an
(Steinberg, 1962). Nhu vay c6 thé phat hién cac thudc dc ché sinh tong hop cholesterol
biing thi nghiém niy. Dang tiée la difu nay chi xdy ra véi cac lifu kha doc. Thyroxin,
mot chat ¢6 thé ting nhanh sy thoéi bién chuyén héa chia cholesterol va theic ddy su thai
trit ce phospholipid huyét thanh, 1a thude cé tac dyung manh nhét déo nguge chimg tang
cholesterol mau do estrogen. Céc thudc itc ché sy hdp thu cholesterol qua rudt, nhu cde
din xudt sitosterol va amid clia acid linoleic, khéng ¢6 tac dung (Fukushima va cng sy,
1969b). Phuong phdp don gidn va nhanh va c6 thé thich hgp cho viée nghién citu tac
dung ha cholestercl mau eia cac thuée gitng tac dung tuyén giap.
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V. TANG CHOLESTEROL MAU GAY BOI TRITON

Viéc dung toan thin chat dién hoat Triton WR-1339 cho chudt nhat va chudt
¢6ng tring nhin déi va khong nhin d6i din dén su tang cac ndng dd cholesterol va
triglycerid huyét tudng (Tamasi va cdng sy 1968; Fukushima v céng sy, 1969b).
Chiing tang cholesterol nay ¢6 2 giai doan. DAu tién ¢6 su tang 4ot ngot cac néng dé
cholesterol huyé&t thanh, dat mic dinh gdp 2 -3 J4n tri s§ A chiing vao lic 24 gid
sau khi cho Triton {(giai doan 1), Tang cholesterol mau gidm xudng gin vai tri sd dé1
chiing trong vong 24 gi¢ tiép theo (gial doan 2).

Trong phuong phap ctia Tamasi va cong sy (1968), chudt cong Wistar duc
(190 — 230 g, d€ nhin déi trong 16 gid) nhan mot lidu tiém duy nhit Triton WR-
1339 (200 mg/kg). Thuc hién phan tich cholesterol huyét thanh vao lic 6 gi¢ sau
khi cho Triton. Frantz va Hinkelman (1955) dung Triton v liéu 100 mg/kg t1ém
trong mang bung. Phin tich cholestero! vio Iic 18 gio sau khi tiém Triton. Thude
thil nghiém ding trong phuong phap nay duge cho déng thoi vi Triton {(gial doan
1) ho#c 22 git sau khi cho Triton (giai doan 2).

Co ché clia tang cholesterol mau do Triton trong giai doan 1 dugc cot 14 do tang
sinh téng hop cholesterol § gan do kha néng ctia Triton tac dong dén sy tiép nhan
lipid huyét tudng bdi cac mé (Garrattini va cong sy, 1959). Pa chitng minh cac
thudc tac dung trén sy sinh téng hop cholesterol ndi sinh, nhu cac din xuit cua
acid c—phenylbutyric ¢é tac dung trong giai doan 1 cua thit nghiém, trong khi céc
thudc tac dung trén sy bai tigt va chuyén hoa cholesterol ¢ tac dung trong giai
doan 2 (Paoletti va Fumagalli, 1964).

Thyroxin duge chitng minh ¢6 tac dung tic ché giai dogn 1 va thue ddy nhanh
giai doan 2 cua ting cholesterol mau do Triton {(Steinberg, 1962). Do d6, phuong
phap nay c6 vé khong ¢6 tinh chon loc dé nghién cliu cac thude tae dung trén sinh
téng hop cholesterol.

VI. TANG CHOLESTEROL MAU GAY BOI TWEEN 80

Trong phuong phap cua Kellner, Correll va Ladd, duge ap dung va mb ta boi
Cheymol va cfng su (1965), did dung Tween 80 dé gay tang cholesterol mau trén

tho. Tween 80 gy su ting cholesterol huyét tuong nhanh, nhung trong thoi gian
ngin chii yéu do tang cholesterol ndi sinh. Tho dugc cho ch& do an thuéng quy.

Trong cac thi nghiém d6i ching, tiém tinh mach cho thé 2,5 ml/kg Tween 80
(dung dich 20% trong dung dich natri clorid 0,9%), réi mét thé tich dung moi béng
hoic hon. N&u khéng chi y tiém dung dich NaCl ding truong, Tween 80, rit kich
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{ng d6i v6i thanh mach, cé thé gay hoai t{ tai khi tiém vao tinh mach vanh tai thd.
Néng 49 t6i da cha cholesterol dat dude sau 4 gig rudi hoac 6 gio, hi€fm hon sau 3
gio hodc 7 gid rudi. Thudng 14y mau trude khi tiém Tween 80 va 4 gid rudi sau khi
tiém dé phan tich cholesterol huyét tuong. Khi th thudc, sau khi da lam thi
nghiém dgt thit nhat trén 2 16 thd, mét 16 461 chiing va mat 16 thi thude, ¢b thé dé
thé nghi trong 8 dén 10 ngay, sau dé doi chéo cac 16 thd, 16 thit thude thanh 16 d6i
chiing, va 16 d8i ching thanh 16 thit thude, va thit lai dgt 2.

VII. BAN LUAN VA PHAN TICH CAC PHUONG PHAP DANH GIA
CAC THUOC HA CHOLESTEROL MAU

Mét s8 phudng phap di duge trinh bay dé nghién cttu cac thuéc ha cholesterol
méau. Diéu hién nhién 14 mdi phudng phap ¢6 mot s6 han ch& vén c6, va nhu vay
mét thude thii nghiém khéng thé duge chdp nhan hose bi loai bd dua trén mét
phuong phap duy nhit. Nhiédm vy s€& dé hon néu nha nghién citu xem xét cg ché cd
ban chiu trach nhiém vé tinh trang ting cholesterol mau cua déng vat thuc nghidém
va c6 thé, néu duge biét, co ché ha cholesterol mau cla thue thit nghiém. Vi du,
tang cholesterol mau do ch& d6 #&n chi cé ich trong viéc phat hién cac thude cé tac
dung trén hdp thu, thoai bién va bai tiét cholesterol. Khong phat hién dudc cac
thuée tac dung trén sinh tong hgp cholesterol va tang cholesterol méau duge gay do
ngoai sinh, va sy téng hop cholesterol ndi sinh duge didn ra véi ty 16 rat thip.

Viée st dung tdng cholesterol mau 4 tho, gy bdi cac chd do dn khong ¢b
cholesterol, ¢6 thé phat hién cac chit c¢6 kha nang dc ché sinh téng hop cholesterol.
Ngoai ra, phuong phap sau nay tao cd héi cho viée nghién citu Anh hudng cta thude
lam ddo nguge vita xo dong mach. Vi khi va Ign phat trién cac mang vila xo dong
mach gidng nhiéu hon véi cac mang nay d ngudi so v4i 6 thd, cac déng vat nay gidp
ich nhiéu hon thé trong nghién cu sy dae ngude clia vita xo dong mach. Mot bat 1gi
khac trong viéc dung thé dé nghién ctu vila xd dong mach la da ching minh viéc
cho cholesterol hodic md bio hoa din dén xd gan.

Viée stt dung cée dong vat cé cholesterol mau binh thudng dé nghién cttu sang
loc 50 bd ¢6 lgi thé v& tinh ch&t nhanh va don gidn, va thudng c6 thé phat hién cac
chét tc ch& sy hdp thu va sy tong hgp cholesterol. Cac phuong phap ding ting
cholesterol mau do Triton ho#ic Tween 80 c6 1gi thé 1a nhanh va gitdp phat hién cac
thudc cé tac dung trén su sinh téng hop va su thai trit cholesterol. Cac thi nghiém
ndy kh4 don gian va nhanh, do dé, thich hgp cho viéc nghién ctu sang loc ban diu.
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CHUONG 12

PHUGNG PHAP NGHIEN CUU DUQC LY
THUOC CHONG VIEM

GS. Poan Thi Nhu

I ey

MO PAU

Viém la mét phan tng khong dic hidu chia md do bi s¢ t&n céng cua cac yéu t8
héa hoc, vat 1y hay sinh hoc. Trong thanh phén cac y&u t§ tan cong, thudng ¢ yéu
t§ mién dich hay vi sinh vat. Phan tng viém phét trién thanh hai giai doan. Giai
doan thit nhat tién trién rit nhanh va la giai doan cfip tinh. Giai doan thd hai bao
gbm nhiing hién tugng phiic tap, 1a su ph&i hgp cta nhiing hién tugng viém va
nhiing qua trinh sia chia, 14 giai doan man tinh.

Giai doan cdp tinh gom nhiing hién tugng vé mach mau va mot phan ng t&
bao xust hién sdm. & nhiitng md bi yéu 18 t&n cong lam tén thuong, cac tiéu dong
mach bi gidn gay nén 1 huyét trong cac mao mach. Trang thai phit né cua md la do
sy ri dich huyét tudng qua thanh cAc mao mach vao trong khoang ngoai t& bao. Su
xuyén mach clia bach cdu xay ra song song véi s¥ ri dich huyét tuong. Nhitng hién
tugng c&p tinh nay la do su can thiép caa hai yéu £3: y&u t§ thén kinh 1a su té ligt
cac day thin kinh co mach & cac mao mach, va yéu t& thé dich 1a sy giai phong cac
chét trung gian héa hoc nhu histamin, serotonin, leucotaxin va bradykinin.

Histamin dudc san sinh bdi cac dudng bao va mot & cdu truc than kinh va
duge giai phong do sy kich thich cac day thdn kinh gifn mach gy gién cic mao
mach. Serotonin, do cac t& bao ua bac cua ong tiéu hoa vi cac dudng bao sén sinh
ra, c6 thé c6 vai tré trong su gial phong histamin. Mot s& tdc gia cho ring
serotonin cd tac dung trye t18p ghy gidn cac tidu dong mach. Leucotaxin, dugdc tim
thdy & cac 6 viém, khong giéng nhu histamin vi khong cé tac dung giy co bop rudt

¢b 1ap clia chudt lang. Leucotaxin lam tang d6 th&m mao mach va su di cu t€& bao.



140 GS. DOAN THI NHU

Mgt s6 tac gid cho rdng bradykinin ciing ¢ vai tré trong phan Gng viém. Trong
thuc nghiém, chit nay c6 thé gy hién tugng phu xuit hién nhanh ma cudng do
phu thude vao liéu. .

Giai doan man tinh cia phén ng viém gém mét phan ting t& bao phat trién
chdm va su tao nén mé tao keo. Su di cu té bao ngudn gbe ti¥ mau hoéc tl trung md
van ti€p dién & § viéem rat Jau sau su can thigp cua yéu t8 tin cong. O vidm c6 thé
ti€n t&i chd lam mn hoic hoai tit. Sy ting sinh nguyén bao sdi va nhing tan tao
mao mach tao thanh u hat, U hat nay, khi ti&n tri&n, mat cac thanh phan t& bao va
cac ma¢ mach tén tao, trong khi d6, mé tao keo xuit hién dan dan.

Mbi giai doan cla qua trinh viém nay c6 thé duge nghién c@u bdi nhitng
phudng phap thich hgp. Méi r6i loan c6 thé duge siia chita béi nhitng thudc dac hidu
nhiéu hay it.

I. CAC PHUONG PHAP NGHIEN CUU TREN PHU THUC NGHIEM

1.1. Thi nghidm trén phii chéan chuét gy bing kaolin (Ducommun,
1952)

Diing chudt cdng trdng. Trude khi thi nghiém, cho chudt udng nude 0,5 ml cho
100g thé trong. Giy phu ban chin chudt bing cach tiém dudi da & bé mit gan ban
chin sau chuét 0,1 mi dich treo chita 1g kaolin trong 10 ml dung dich ¢6 0,2% gém
adragan, duge pha ché ngay truée khi tidm, vi néu dé lau, kaolin sé& ldng xudng.

Do thé tich ban chan sau tdi khdp ¢6 chan biing mot dung cu do thé tich trude
va 5 gi6 sau khi tiém kaolin (vio lic phii chan chudt gay bing kaolin & mic dd cao
nh4t). Mitc df tang thé tich chan chudt biéu thi mic d6 viém cip va duge tinh thea
cdng thiic:

X%=—Y-’§_ix100

]
trong d6: X% 1a ty 18 % ting thé tich ban chan chudt; V, 1a thé tich ban chan trude
khi tiém kaolin; va V; 12 thé tich ban chan 5 pid sau khi tiém kaolin,

Thudc thit nghiém, néu cho udng thi cho chudt uéng 1 gid trude khi tiém kaolin;
néu tiém thude thi tiém 30 phit trude khi tiém kaolin. Chudt d6i chimg duge cho
dung dich NaCl ding tritong. Tac dung e ché phit duge biéu thj bing ty 16 % gidm
mitc d tang thé tich ban chan cda 16 chudt thit thue so véi mac db ting cta 16 d6i
chiing va duge tinh theo cong thite:
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M.-M
Y% = —< I x 100
MC
trong d6: Y% la ty 18 % gidm miic d§ phu ban chéan chudt; Mc 1a ty 1& % téng thé
tich ban chan chubt 16 d6i chung, va M, 1a ty 1& % tdng thé tich ban chan chudt 16
thi thude.

1.2. Thi nghiém trén phiu chan chudt gay bing carragenin (Winter
vé cong su, trich ddn boi Levy va céng sy, 1968).

Trong thi nghiém nay, géy pht ban chan sau cha chudt béng cach tiém dudi da
& bé mat gan ban chan sau cta chudt 0,1 ml dich treo 0,8% carragenin, pha trong
nudc cat hay dung dich NaCl ddng truong. Cach pha dich treo: cho carragenin vao
mot ¢6i nho, cho dén nudc vao va nghién bing chdy cho phén tan déu. Dé niia giv
cho phong 1én ¢8i hay dung. Chi pha trude khi ding, vi néu dé 1au carragenin sé
ling xudng.

Trong qué trinh viém gay bdi carragenin, mic d§ viém t&i da & trong kKhoang
thdi gian 3 — 4 gio. Nén 48 danh gia mic 49 viém, do ¢h& tich ban chan téi khép cd
chan trude va 3 gio sau khi tiém carragenin. Trif mot s déc diém ndu trén, thu
nghiém trén phi chén chudt gay bing carragenin duge tién hanh tuong ty nhu pha
chan chudt gay béing kaolin.

Carragenin (viscarin) 1a chét sulfopolygalactosid, chift xudt tit Chondrus
crispus, cb tac dung gly viém.

IL THU NGHIEM TREN BAN DO GAY BOI TIA TU NGOAT G CHUOT
LANG

Diing chudt lang trédng, cAn ndng t5: thidu 300g. Cao 1ong that ky & mot bén cdt
sng (xén 16ng réi bdi nudc lam rung 16ng), va 4 gid sau, chudt da sfin sang dé thu
nghiém. Viée chon chat lam ryng léng rit quan trong. Mot g6 ché phim lam rung
l6ng gay kich thich da ngay 4 sau khi dé nghi 4 gig, didu d6 1am sai léch sy danh
gia vé ban d6. M4i 16 gbm 8 chudt lang dugc chifu tia tit ngoai 1am ddi ching, chudt
dudc giit & tu thé nim s&p ¢ khodng cach 30 cm v6i mdt dén td ngoai 400 oat. Sy
chigu tia kéo dai 30 phiit; 2 gid sau ban d6 & mic t5i da va trong rd.

Ngay hém sau, nhiing chudt lang d6 duge chidu tia td ngoai 14n thit hai 6 bén
kia ciia cot song, che thudc thit nghiém bing Sng thong vao da day. Chét tham
chigu 12 aspirin voi liéu 240 mg/kg cho udng. Mol ch& phém cé hoat tinh phai fic ch&
it nhat 50p.100 ban do so V6l mitc ban 46 d5i chiing, mdi chudt lang 12 @61 chiing
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ctia ban than nod, vi da duge lam thi nghiém tring ngay hdm trude hdm thi nghiém
vai thude (Levy va c¢dng sy, 1968).

Cén kiém tra déu din hoat tinh cita aspirin, vi cé nhiing liic khéng thay aspirin
c6 hoat tinh. Viée diu tri véi mot lidu 16n nhu vay bude phai thadm tra sy xudt hién
cua cac triéu chiing doc, trong khoang thdi gian 24 gid thit nghiém. Trong trudng
hgp ¢6 triéu chiing dic, két qua khong cé gia tri. Lam lai thi nghiém véi liéu thdp
hon cho téi khi khéng con c6 triéu chiing djc (Wilhelmi, 1949; Adams, 1960).

Thrt nghiém bing phucng phép chiéu tia t& ngoai nghiém ngat hon thi nghiém
trén phi chan chudt, va khéng do kich thich tuyén thugng than. Cé thé ap dung dé
nghién ciiu thudc chéng viém dudi dang pomad, hing chudt lang duge bdi thude
trude khi chigu tia. Cac thlt nghiém trén phi chédn chudt véi carragenin va ban 49
bing chiéu tia t ngoai b8 sung cho nhau. Trong thit nghiém gay ban d3, danh gia
mitc 46 viém bing cach do dién tich ban dd.

1I1. CAC PHUONG PHAP NGHIEN CUU TREN U HAT THUC
NGHIEM (Levy, 1968)

Khi nhing tridu ching xuét hién sém cta phan ing viém di gidm di,  kich
Ung bi xdm chiém bdi nhiing t& bao di déng tit mau va tit md lién két 6 ké bén tdi,
nhu nhitng t& bao ctia md ludi. Ching tao thanh mét khéi t& bao non rat hoat déng
va lam hai nhiém vu: nhiém vu thyc bao va tdp hdp chung quanh nhiing vang hoai
t va nhiing vat la, rdi chiing gdy nén sy ting sinh nguyén bio s¢i va sy tao thanh
md hat.

Trong thuc nghiém, ngudi ta cé thé gy su tao thanh mé hat bing cich cdy duéi
da déng vat nhiing vat la hay chat kich ing khoéng hap thu duge. Nhing vat la va
chat kich {ing nay déu gy mot phan ing cua md bao hidi, va sau d6 su tao thanh u
hat. Tay theo phudng phap ap dung, phan ing viém sé ¢ hinh thai khéc nhau,

3.1. Thit nghiém trén u hat thyc nghiém giy bing amian (Ducrot,
Julou va eéng su, 1963) '

Thi nghiém dudc tién hanh trén chudt cfng trang. Mot mAu s¢i amian dudng
kinh mat cit khoang 2 mm, cé trong lugng 30 + 1 mg duge vé tron va siy tiét khuéin
trong 2 git § nhidt dd 160°C trong tu say. Chudt duge gy mé bing ether. Cao sach
léng ving lung phia trén, ding kéo phiu thuit mit bAm mét 15 chéch sang bén,
ludn kéo vao hudng 1én ddu, md rong 2 miii kéo dé tach ky da hing ra khéi cd, rdi
ciy duéi da, vio ndi d& boc tach, vién s¢i amian, Dit kep hogc khau béng chi dé néi
1ién chd mé d lung.
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Thude duge cho udng hosc tiém dudi da m&i budi sang trong 5 ngay lién tuc, 1an
diu cho thudc ngay sau khi cly vién sgi amian. Chudt d6i chiing dugc cho nudc

I

muéi sinh 1y véi cang thé tich. Chidu ngay thit 5 ké tif ngay mé (ngay mé: ngay 1),
giét chudt biing cloroform, boe tach u hat v cdn tudi ngay tung u hat; khi cén, dé
trong mdt miéng gidy khdng hit 4m. Tinh trong lugng thuyc su cua u hat bang cach
tr trong lugng vién sgi amian (30 mg).

Khi m& chudt, ding dung cy da dugc tiét khuén bing cach ludc trong nude dun
<61, Sau d6 ngam trong mét cde ¢d chin dung cén 90° trong dé cho mot lugng thude
khang sinh (vi du: gtreptomycin). M5i 14n dang xong lai déat ngdm dung cu vao do.

Tac dung {tc ché sy tao u hat duge bidu thi bing ty 1& % giam trong lugng trung
binh céc u hat & 16 thi thudc so véi trong lugng nay ¢ 16 d61 ching.

Chi ¥ khi 1ét khuén vién sgi amian, g1 no trong miéng giady khong hat Am.

3.2. Thit nghiém trén ap xe gay bang tinh diu théng (Levy, 1968)

Viéc tidm tinh ddu théng cho chudt c¥ng tring dudi da giy nén mét ap xe vo
khuén. Ap xe gdm mot & trung tdm chia chit kich dng, nhiing manh md vun va
bach ciu da nhan, ké sat bén la 16p mé hoai t& chia nhiéu bach cdu da nhan va
bach cAu ua acid bao trong mot mang udi to huyét, bén ngoai 14 md hat gdm nhiing
nguyén bao sgi va dal thuc bao, va c6 nhifu mach mau (mét mang Juéi mao mach
tan tao). Ap xe cudi cung dugc bao quanh bdi mét viing phit ngoai tam véi chidu day
khéac nhau.

Ap xe duge dinh hinh ré sau trung binh 8 ngay phat trién, khi d6 c6 thé béc
tach 14y ap xe va can. Trong lugng ap xe cho phép danh gia tdm quan trong cua
phan ng viém.

Phudng phap nay dé ap dung véi didu kién quan tam thyc hién ding mét 8
quy dinh. Lugng tinh ddu théng tiém dudi da khong duge qua 0,5 ml, néu tiém thé
tich 1dn hon c6 thé gay hoai tli rong § da chung quanh ché tidm. Cén chi ¥ noi tiém,
ndi tiém thich hop nhét & chudt cong tréng 1a ving gian vai, § khodng chém chia
xudng ba vai; § viing nay, md lién k&t dudi da day dic hon va duge 16t bdi mdt 16p
d4ng ké t& bao m3 ngan cén sy lan toa cia chét kich iing. Cudi ciing, cdn phéi tiém
tinh ddu tuyét d6i vo khuan.

Néi chung, cac thude chdng viém 1am chim sy phét tridn ctia mb hat, va c6 thé
duge danh gia tdc dung mot cach téng hop bing viée béc tach va xac dinh trong
lugng Ap xe. Xét nghiém md hoc thanh cha ap xe cho thiy nhitng thay ddi vé cau
tric gy nén bdi cac thudce chéng viém: 16p mo lién k&t mdéng hon, chida it nguyén
bao s¢i va sdi chit tao keo nhung chita nhiéu dai thyc bao hon. Xét nghiém md hgc
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thanh cta ap xe chitng minh cu thé tae dung 1am cham su tao thanh md hat cna cac
thudc chéng viém.

IV. THU NGHIEM GAY DICH RI MANG PHOI TREN CHUQT CONG
TRANG GIA

Dung chudt cdng tring gia 180 - 260 g. Cho méi chuét udng 5 ml nudc bing
Ong théng vao da day. Sau d6 dé€ chudt ndim nglia, cao léng & bén sudn phai, ngay
dudi chan trude. Dling mdt binh hiit £m, 16t béng & day, t4m ether d8 gay mé chudt.
Déng thdi chudn bi mét cdc vai day 16t bong tdm ether dé tifp tuc gy mé khi chudt
hoi tinh trd lai. Chmén bi tinh ddu thong.

Sau khi cho chudt udng nuée mot gig, tién hanh gy dich ri mang phéi chudt
nhtt sau: cho chudt vao trong binh c¢6 ether dé giy mé; khi chuét da ma, 14y ra, dat
ném nghiéng. Ding kéo nhé ddu nhon, rach mét nhat dai 1 cm & chd da cao 1ong §
da va 18p co, 48 thay r6 xuong sudn. Tiém 0,15 ml tinh diu théng trong mang phéi
vao khoang gita hai xuong sudn, ding kim tiém dai 1,5 cm, loai kim to. D& bom
tiém theo chiéu thing ding khi bom tinh ddu théng. Dit mot kep ndi lidn hai mép
cua vét rach.

Sau 2 gi rudi ké tir khi tiém tinh ddu théng trong mang phéi, gigt chudt bing
cach cho ngtii cloroform trong binh kin. Sau d6 dé chu6t ndim ngda, mé ti bung lén,
rach hai vét doc hai bén trén cg hoanh. Dung cap phiu tich kep vao xuong tc va
ning lén cao. Dung 8ng nhd giot hit hét dich ri & gitta hai mang phdi. Khi hét,
dyng nia ngudi chudt 1én dé dac dich ri xudng réi hit 14n nita cho that hét. Cho
dich ri vao 6ng nghiém ¢6 chia 46, do lugng dich ri véi mbi chudt (Spector va
Willoughby, 1958, 1959),

Trong trudng hgp cin thiét, ¢6 thé dinh lugng histamin va serotonin trong dich
ri. Cho mét giot heparin vio dng nghiém trudc khi cho dich ri vao 8ng. Ong nghiém
trong truong hgp nay duge ngdm trong nude da cuc.

V. THU NGHIEM TREN VIEM DA KHOP THUC NGHIEM DO
MYCOPLASMA ARTHRITIS (Ward va Russel, 1962; Wiesinger, 1964)

5.1. CAch tié€n hanh

Viéc gy viém da khdp gom ba giai doan:

- Giai dogn thi nhdt: Nghién mét manh cla sarcom lympho Murphy chia
Mycoplasma arthritis va 1a méi trudng t6t cho sy phat trién cha y&u t§ giy bénh.
Cén 20g eta khéi u nay dé thyc hién gay viém da khép & 30 chudt cdng trdng cin
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nang 120 — 150 g. Chit nghién duge lam thanh dich treo trong 4 phan dung dich
NaCl 0,9% c6 cho thém 400.000 dan vi penicilin va 1.000.000 don vi colistin
methansulfonat dé tranh bdi nhiém nhiing vi khufin thuong. Hén hgp duge ly tdm
trong 30 phiit va phan ndi bén trén dudc gid lai.

_ Giai dogn thit hai: Sén xuét ra dich ri dé gay viém khép. Tiém 30 ml khéng
khi v6 khudn dudi da lung chudt cdng trdng 120 — 150 g dé gay moét tran khi da, va
tidm 2 ml chit ndi bén trén dude gid lai trong giai doan thit nhét vao do. Sau 6 —10
ngay, cac tui chita 5 — 10 ml mdt dich duc chia nhidu vi khuin Mycoplasma
arthritis; 14y dich dé ra mgt cach vd khudn, va dich d6 phai duge dang ngay, tuy no
vAn gid hoat tinh trong nhifu tuan § nhiét do -20°C.

- Giai doan thit ba: Gay viém da khép. Trén nhing chudt céng tring khac can
nang 120 - 150g, chi cén tiém phic mac 1 ml hén hop gém nhiing phdn déu nhau
cta dich ri va ctia dung dich dextran 6%. Hén hgp gay viém khép nay gy viém da
khdp & 85% chudt.

Nhitng tridu ching viém khép déu tién xuft hién vao ngay thit ba hay thit tu.
Céc triéu ching dat muc téi da vé& cudng db va s§ lugng vao ngay thi chin, va bt
d4u gidm vao ngay 12 dén ngay 15, mét hin vao ngay 20, va d& lai mét cing khdp
thé x¢. Chiing viém da khép dudc quan sat th&y nhiéu nhét 6 nhing khdp 4 xa ndi
tiém, khép chiy — cd chan, khép quay - cd tay, khép xuong ¢6 chan, khép xudng 8
tay vA nhiing khdp giita cac dt ngén tay, chan. Pdu g6 va khuyu tay it bi viém, cot
s&ng thudng khong bi viém.

@ nhitng khép viém, da dd, néng, sung va cac phén mém tang thé tich, ddi khi
¢6 hién tugng viém tdy. Viém khéop khéng c¢6 mu, nhung ngudi ta thdy cé
Mycoplasma trong dich & cac khép viém.

5.2. Po cuwdng d9 viém da khdp

Viéc quan sat hang ngay 4 khdp hay nhém khép, qua da cao nhin cia nhiing
chan trude va sau, cho phép xac dinh mét chi s6 viém khép; diém O tudng tng voi
trang thai binh thutng, diém 1 tuong ing v6i mft ban dd nhe, diém 2 13 vita ban
45 vita sung, diém 3 13 trang thai sung tdy gia. Hang ngay, cong nhitng chi 8
viém khép & cac chudt va ngudi ta duge mot ch} s6 viem ma tri s t&i da vé 1y
thuyét 1a 48,

Vi phuong phap nay, ngay thi sau ta dat chi s& viém la 9,45 + 0,72, va ngay thd
chin chi 6 viém 14 16,07 + 0,08 (két qua trén 100 chudt cOng tring). Sau 12 ngay, chi
s§ viem giam dén. Nhing két qua ¢é y nghia nhat dat dude & cic ngay thd chin va
thit muoi.

10.PPNC-A
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Mot s6 diém cdn cha §: cde thi thuat phai dude thue hién trong difu kién vo
khudn; mdi thi nghiém phai ti€n hanh véi cing 16 dich ri gy viém khdp. Lugng
dich ri gay viém khdp thich hop nhat 12 0,5 ml; chi s8 viém ty 1& véi lugng dich ri
viém § nhitng lidu 0,125; 0,250 va 0,500 mil. Nhiing liéu cao hon khéng lam tang chi
53, va nhitng 1iéu nhé hon 1am viém khép chiam phat trién.

5.3. Thit nghiém tac dung chéng viém khdép ctia thudc

Thuée thit nghiém duge cho uéng hode tidém dudi da hang ngay trong 8 ngay,
bét ddu tir ngay tiém dich ri dé gay viém khdp. Dong vat duge nudi giit trong mot
tudn trudc thi nghiém va trong tat ca thdi gian thi nghiém § nhiét 4o hing dinh
23°C, dude cho mjt ché dd an tidu chudn héa va nube udng tuy thich.

Nhiing thude sau day c6 tac dyng chong viém khdp trong mé hinh thuc nghiém
ndy, theo thi ty hoat tinh giam: deltacortison, indomethacin, acid flufenamic.
Prednison dac biét c6 tac dung trong bénh viém khdp. Azathioprin (thudc chen
mién dich) ¢6 tac dung chéng viém khép.

VI. THU NGHIEM TREN VIEM KHOP THUC NGHIEM GAY BOI
CHAT BO TRQ FREUND (Newbould B. B., 1963)

Phucng phéap nay gay bénh gifng nhu viém khép 8 ban chan chudt céng tring.
Diing nhitng nhém 3 chudt c¢dng duc trdng, khong mang tde nhan giy bénh, can
ning khoang 200 g. Cho chudt uéng thude thi nghiém. Véi 5 nhém tha thude, ¢6
mét nhém ddi chitng. Mot ngay sau, do ban chan phai sau vé 3¢ day bing mdt tric
vi k& qua phén doc giita. Tiém ndi bi duéi bé méit gan ban chin cua cing ban chén
0,05 ml chét bd trg bing kim tiém s 20.

Chat b6 trg Freund 1a hén hgp ctia vi khudn Mycobacterium chét trong parafin
16ng, nhung ciing c¢6 thé dung dau khoang hogc ddu thyc vat, v mét s trye khuéin
khang acid, da gay hdi chiing kifu vidm khdp. Trong phuong phap nay, ding tric
khu#n lao tit cAc chiing ctia ngudi PN, DT va C; dé vi khuén phat trién trong 8
tudn, diét vi khudn bing hoi nuéc, va say kho vi khudn trong ti sdy chan khéng.

Tiép tuc cho chudt udng thude thu nghiém téi ngay thit 13, va Iic dé cén thé
trong chuédt, Do d6 day clia ban chén tidém va tinh ty 18 % ting 46 day cha ban chén.
Mt tang d¢ day )a 5 dén 8 mm + 0,5 mm d6i v6i chudt déi chitng, 13 ngay sau khi
tiém dich treo vi khuéin. Mdc d§ nghiém trong ctia cic tdn thudng thit phat, nhu
sung ban chén trai sau, sung cic ban chin trudc, sung cic tail va sung dudi duge
danh gia 1a khéng, nhe, vita, ning vita, va ning. Duéi cia chudt déi chitng c6 thé cb
mdt $8 hon doc theo phén gitia dudi.

10.PPNC-B
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Ty 1& % tic ché sy ting d§ diy cua ban chén tiém duge tinh theo cdng thic:
i=100{l-(a-x/(b-y)]

trong d6 112 ty 18 % dc ché; y 1a 46 day trung binh cla céc ban chan phdi sau cia
chudt @81 chiing trude khi tiém; b 14 ciing dd day 6 ngay thi 13; x 1a d6 day trung
binh ctia ban chan phai sau clia cic chudt thi thudc trude khi tiém; a 14 cung dd
day trung binh & ngay thi 13. Phuong phip nay dya trén mdt hdi chiing dugc co1 la
gin giii hon véi viém khép dang thap so vdi moi thil nghiém khae. Hoat tinh chéng
viém cta phén 18n céc logi thude ¢6 hiéu qua trong diéu tri duge phat hién, tri cac
thude chdng sot rét ¢6 lién quan vdi cloroquin.

VIL THU NGHIEM TREN VIEM DA KHGP G CHUQT CONG TRANG
GAY BANG CHAT BO TRQ (CHAT SAP D) PHAN LAP TU TRUC
KHUAN LAO (Ward va céng su, 1962)

7.1. Cach tién hanh

Chit sép D duge phéan tan va ddng nh&t héa trong mot hén dich gdém 1 phan
Tween 80, 4 phin ddu parafin va 4 phén dung dich NaCl 0,9%. Chat b8 trg nay cubi
cing ¢6 1 mg sap D trong 1 ml. Hén dich duge bao quén trong lo, tiét khudn & 120°C
trong th sdy trong nia gid; ldc trude khi ding. Thi nghiém trén chudt cOng tring
Wistar, tit 30 d&n 90 ngay tudi (dé c6 ty 1é viém khdp 80 - 100%). Tiém dudi da &
gan ban chan sau cha chudt 0,5 ml hén dich vé khuén dé gay viém khop.

7.2. M6 ta viém khép va nhitng ton thuong khac § phu tang

. Tén thuwong ¢ khop: C6 hai loai, mét viém khép xut hién sém 8 ndi tiém va
viém da khép thi phat xu#t hién giita ngay tht 10 va 25 sau khi tiém chét bé trg.
Viém khép xufit hién sém khong dic trung, duge giy nén do tac dung kich ing cia
chét bd trg. Pha va 46 da xudt hién sau 24 gid, phan ng viém nay tién trién mft
cach kin ddo trong 8 - 9 ngay, ri tang 1&n khi xuét hién viém da khdép tha phat.

Viém da khdp thit phat 1a mét phan @ng ting cam cham. D6 14 mdt viém khép
di trd, thudng gy ton thuong nhiing khép & cac chi. Nhitng khdép dudi chuét ciing
Iuén bi viém, Viém khop kém theo viém khuéch tén cac gin va bao gln. Phan ting
viém tién trién theo thé c&p tinh hay ban cdp trong nhiéu tuéin, kém theo sit cén,
dat mic t&i da gilta cAc ngay thit 10 va 15 sau khi xudt hién, m4t di sau trung binh
mdt thang, dé lai nhitng tén thuong dinh dudng ti€n trién: phi dai xuong, cing
khdp va co rit md 1ién k&t quanh khép.
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Déi khi, phén {tng viém nhe va mit di khéng dé lai di chiing; ¢6 khi, mét khdp
lanh ¢6 thé bi mdc bénh do mét con viém vé sau, him khi mdt khdp bi viém trudc
lai bi viém lai.

- Tén thuong & phii tang: Céac ton thuong nay kém theo viém da khép trong
mét s§ trudng hgp, va khong bao gio xay ra khi khéng ¢6 viém khép. D6 13 cac tén
thueng hé bach huyét, nhiing hach phu thude & chan tiém chat bd trg va § nhiing
chi bi bénh Iuén bi sung; nhiing ton thuong da thé hon, thé ban khdi phat nh&t thai
va bénh da man tinh; va nhitng tén thuong niém maec. Cac tén thuong niém mac
dién ra & mét: viém két mac, viém giac mac, viém méng mét - thé mi; 3 bd may niéu
- sinh dyc: viém niéu dao va quy ddu-bao; 6 dudng tiéu héa: tiéu chay, thudng phéi
hgp vé1 viem quy ddu va viém niéu dao.

7.3. DaAnh giA mitc 4§ viém khdp & giai doan viém

Cé hai phuong phdp duoce ditng:

. Xac dinh ch&t quan cudng dd, dé va phi clia céac khdp & cac chi da cao nhén,
nghién ctu riéng mitc dd viém & chan duge tiém. Cach danh gia cuong do phan ing
viém ti O dén 4 ¢ mbi khdp trong cac khdp: khép xuong quay — ¢b tay, khdp chay — ¢
chin, khdp gilta cac d6t phia trong cua chan trudc va chin sau. Nhitng khdp xudng
ban tay - ngdén tay vd khép xudng ban chén - ngén chéan duge coi nhu 14 mot khép.
Cu thé: 0 1a trang thai binh thudng, 1 14 ban d6, 2 12 viia d6 viia sung, 3 la viém tdy
gia; 4: ton thuong hoai t & chan dudc tiém. Chi s§ viém t6i da 14 36 d6i vai viem da
khdp thi phét va 16 d6i véi viém khép nguyén phat.

- Po su thay ddi chidu day cha nhitng ban chén sau dugc tiém. Cang c6 4 mic
d6 danh gia cudng 46 nhiing tén thuong thit phat: binh thudng, nhe, vita, ning, va
chi § téi thé trong dong vat.

7.4. Thit tac dung thudc chdng thip khdp trén viem khép nguyén phat

Ward (1962) cho thuc hang ngay cho ddng vat thi nghiém trong 21 ngay ké tit
khi tiém chat bd trg, tron 1an thude véi thitc &n. K&t qua dat duge tif nhitmg 16 thi
nghiém gdém 15 chudt céng tring chimg va 15 chudt thit thude, cho mdi lidu clia mdi
thude. Ngay thit 13, x4c dinh hiéu lyc cha cac thude thit nghiém.

Newbould (1963) cho thudc hing ngiy cho dong vat thi nghiém trong 14 ngay,

liéu ddu cho mdt ngay trudc khi tiém chét b trg. Tac dyng caa thude duge do ngay
thit 13 ké tit khi tidm chét b trg.
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VII, NGHIEN CUU SU DUNG NAP THUOC CHONG VIEM BOI DA
DAY (Robert va Nezamis, 1957)

Dung nhiing 16 chuét cong tring duc Wistar ¢dn ning 200 - 250g, mbi 16 12 con.
Dé chudt nhin déi khéng cho #n thitc &n dic, nhung cho udng nuéc trong 4 ngay, va
hang ngay cho qua dng thong thye quan thudc chéng viém, vi du nhu: 5 hay 10 mg
indomethacin/kg; 0,05 hay 0,1 mg dexamethason/kg.

Quan sat dai thé niém mac da day chudt da xac nhan tac dung giy loét cla
dexamethason va indomethacin. Tac dung gay loét da diy duge danh gii bing mot
%6t nghidm dai thé bng kinh lap. Mic d6 ning nhe ctia nhing t6n thuong dude ghi
nhan bang phuong phap danh gid nhu sau:

+ Tén thuong nho hinh chdm.
++ Tén thuong nhu nhiing vét c&u bing méng tay, to hon, t¥ 2 — 5 mm
dudng kinh.

+ + + Vét nitt ran sdu, 16m xudng.

Dém s8 hugng mdi loai loét, va tinh t8ng céng s& didm. Ngudi ta co thé xac dinh
mot cach dinh lugng cudng d6 trung binh cda nhiing vét loét nay.

Khi thit nghiém su dung nap da day cia thudc chéng viém cho nhitng 16 chudt
khac nhau qua éng théng thuc quin nhiing liéu hang ngay nhu sau:

a. Liéu cé tac dung tc ché& phu ban chan chudt mét cach rd rang (mot 14n trong
ngay);

b. Liéu g&p d6i lidu trén (chia lam 2 lan trong ngay).
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CHUONG 13

PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUQC LY
THUOC UC CHE VA PIEU HOA MIEN DICH VA
THUOC KHANG HISTAMIN

GS. Poan Thi Nhu

w

1. NGHIEN ¢U'U THUGC UC CHE VA PIEU HOA MIEN DICH

Trong khi cac phan ting mién dich 12 mdt phén cu thanh cda sy bao vé co thé
chti chéng lai sy xAm nhap tit ngodi vao thi ciing cac phan ng nay gay hai cho cd
thé chi trong mot s6 trudng hop. Su tién trién cia mdt 86 phan Ung di Ung ning
d8i voi cac khang nguyén la déi khi din dén soc qua man va chét. Cac phan dng
mién dich 14 nguyén nhén giy cic bénh ty mién dich, trong &6 dap {ng cua cd thé
chii pha hiiy mé cha ban thén né, va cling 12 nhiing phan ng khong mong mudn
trong ghép co quan va ghép md dan tdi su thai loai ghép. Nhiéu nghién citu duge
ti&€n hanh & tim ra cic thudce chéng thai ghép mé va cd quan va diéu tri bénh ty
mién dich.

CAC PHUCGNG PHAP

1.1. Dap iing khang thé thé dich

Cac thudc tac dong trén sy san sinh khang thé luu dong duge thit nghiém véi
nhidu phuong phap khac nhau. Céc phudng phap nay khac nhau chit yéu trong su
Iia chon khang nguyén, va do d6, trong cic phuong phéap xét nghiém cac ndng d6
khéang thé. Cac khang nguyén tan nhu bién déc t8 bénh bach hiu hofc cac phan
doan protein huyét thanh c6 thé duge ding. Nhidu thit nghiém dung cac khang
nguyén ngudn gde vi khudn, nhu Brucella suis, hojc vaccin bénh thuong han - cin
thudng han. Hién nay phuong phap phd bién nhét 13 ding hong cau, néi chung la
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cta ctfu, lJam khang nguyén. Duéi day mé ta phuong phéap cia Nathan va cong sy
(1961) ciing véi mét sb sita d8i bé sung bdi cac nha nghién eitu khac.

Diing héng cdu citu vé khudn duge rita 3 14n dé tao mién dich cho chudt nhét
trdng phoi giéng ngdu nhién ning 20 — 25 g (hodc mot trong cac gidng ndi phdi
chufn). Tiém khodng 1 x 10® hdng cdu treo trong nudc muéi ding trucng trong
mang bung cac nhém 5 — 10 chudt nhit.

Thuc hién sy diéu tri véi thudc thit nghiém véi nhidu chuong trinh khac nhau.
Néi chung, diu tién, cho thudc vao thdi diém 24 — 72 gio trude khi tiém khang
nguyén va tiép tuc cho thude hang ngay trong 10 ngay. Ho#c ¢6 thé lua chon mét
chuong trinh khac gém 2 liéu thude kha cao, cho vao thoi di€m 48 gid trude va 48
gid sau khi tiém khang nguyén. Trong nhitng thi nghiém ti€p theo, ap dung cac
chuong trinh khéac dé xac dinh thdi gian cho thude téi vu }ién quan dén thdi gian
tiém khang nguyén. Cé thé cho thuée theo nhifu dudng khac nhau, nhu tiém dudi
da, tidm trong mang bung, hodc cho udng vaA mét trong mét sd chat din nhu nude
mudi ding truong hodc dung dich methyl cellulose 1% trong nudc muéi ding
trucng. Dong vat déi chitng chi dude tiém chat din.

Bay ngay sau khi tiém khang nguyén, 14y mau bing cach choc tim va tach
huyét thanh tir mau gép chung. Khi hoat tinh cda huy&t thanh bing cich sudi &m
trong 30 phit ¢ 56°C d& pha hay hoat tinh ctia b3 thé. Cac dd pha loang hai 1an
trong nudc mudi ding truong néi ti€p nhau cha huyét thanh duge thyc hién trong
cac thé tich 0,5 ml & cac khay ¢6 cdc chd 16m, va 0,5 ml caa dich treo 0,5% hdng cdu
ctiu dd ria dude cho thém vio mdi giéng. Lic cic khay bing tay dé tron cic chit
chita trong cic giéng, sau dé day lai va u trong 3 gio 6 37°C.

Sut ngung két hdng cdu duge cho didm trén thang diém 0 dén 4+, nhu md ta b
Stavitsky (1954). C6 thé biéu thi k&t qua blng ndng dd tdi thidu cta thude dé gidm
miic khang thé mét lugng quy dinh tay ¥, nhut 75% (Paget va coéng sy, 1969). Cing
¢6 thé trinh bay cic két qua biing dé thi bing cach 14y mau tir xoang sau héc mét, &
nhidu khodng cach thoi gian, va vé so d6 su tang ¢é chudn khang thé clia cd nhém
thit thude va nhém déi chitng theo thdi gian (Haines va cdng su, 1967).

(6 thé sita d6i phuong phap ¢ mot & diém. C6 thé ding cac loai ddng vat khac,
vi du chudt ¢fng tring (Haines va céng su, 1967). Cé thé tiém tinh mach khang
nguyén (Nathan va cdng sy, 1961). Cé thé 0 thude thit nghiém vdi khang nguyén
trudc khi tiém (Markiey va cong sd, 1967).

1.2, Cac t& bao tao mang

Trong dap dng véi viée tidm khing nguyén, cac t& bao tao ra khang thé phat
trién trong lach va md lympho khéc va ¢6 thé d&m duge. Didu nay cung cip co s& dé
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xéc dinh tac dung tGc ch& mi&n dich cia thude thi nghiém. Mot 86 phuong phap thd
nghiém dya trén ky thuat mang trén thach ctaa Jerne va cong su (1963). Ky thuat
nay sé tao su tach vé khéng gian va sy duy tri sinh 1y, trong cac 16p thach, cuta cac
t& bao ca thé tit md lympho. Dudi cac di€u kién nay, sy tao ra khang thé tan huyét
t5 (hemolysin) bdi cac t& bao don tU dong vat dude tiém khang nguyén héng cau cb
thé phat hién duge.

Viéc dua hong cdu va chit bd thé vao treng thach lam phat trién cac vang
trong sudt, hofic cac mang, chung quanh cac t&€ bao tao ra khang thé. Viéc dém cac
t& bao tao mang (PFC) nay trong md ti cac déng vat duge didu tri va khong diéu tri
cung cip sy danh gia vé tac dung tc ché€ mién dich.

1.3. Thai loai ghép

Thudng dang cac ghép da & nhiéu loai ddng vat khac nhau dé danh gia hoat
tinh tic ch€ mién dich. Phén 1én cic phuong phap diing hgp nhat cac ky thuat phat
trién boi Billingham va Medawar (1951) va Billingham (1961).

D& ghép da trén chudt nhit trdng, giy mé thudt, (tiém trong mang bung 0,1 ml
dung dich nembutal 0,65% cho 10g thé trong) va cAm gifi & tu thé dudi thing bing
céc bing chun. Ving phdu thuit cia ca dong vat cho va nhan dugc cao, xoa xa
phéng, va xit 1y voi cdn Zephiran 2%. Thyc hign tat cd cac phiu thuit véi cac dung
cu v6 khudn, nhung ky thuit "khong dung cham” céing t6t, c6 nghia 13 khong cén
dung 4o choang va ging tay vo khudn. Nang da cia déng vat cho da 1én thanh hinh
nén cao véi kep va cit ra bing dao mé s8 12. Cho téi khi diing, dit miéng ghép séng
phia dudi trén gidy loc tdm Am véi nudc mudi ding trugng trong mét dia Petri.
Truée khi ding, cao bd md md dusi da bing dao mé.

Chufn bi viing nhan bing cich cit cin than véi kéo cong, shc (dé khong gay
tén hai m6 md dudi da) tdi df sau va kich thudc cdn thiét. N6i chung, ving bén hojc
ving lung cha ngyc duge ding lam vi trf ghép. Ap miéng ghép vao. md nén da
chudn bi. Dit gac da bdi vaselin vo khudn (hoi }6n hon miéng ghép) vao ving d6, roi
quin bang thach cao (18 cm dai x 1,3 em rfng) chung quanh.ngyc trén miéng ghép.
Sau dé, bdi 1én vd thach cac dung dich acid picric 1% dé ngan can sy gAm nhdm.
Sau 6 — 10 ngay, thao bing, va bit diu danh gi4 miéng ghép.

Trong cic phudng phap nghién ctu tac dung dc ché mién dich, diéu quan trong
1a sy lya chon céc gidng dong vat cho va nhan phu hgp. Mot mit, cac khac nhau vé
gen trong si tudng hgp mo gilta hai giéng khong qua lon d&n miic sinh ra su thai loai
ghép nhanh vi manh mé. Mit khac, sy sdng s6t kéo dai cua cac miéng ghép doi héi
sut cham séc chu dao dong vat va cac phuong tién nubi nhat khong giy cang thing.
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Dé xac dinh tac dung cta thuc trén thdi gian séng s6t cua caec miéng ghép
khac loai, diing eac nhém 10 ~ 12 chudt nhdt trdng cho mdi mitc liéu chia thube va
mdt nhém d6i chitng tuong tu, Ap dung cac chudng trinh diéu tri khac nhau, (nghia
14 thoi gian bat ddu difu tri lién quan véi thdi gian ghép, khodng cach gifia cac l4n
didu tri, va thoi gian kéo dai didu tri), dé dat cac didu kin t5i uu,

Kiém tra hang ngay cdc miéng ghép vé biéu hién cta sy thai loai: sung phi;
sim mau tit héng nhat qua dd thdm sang vang hodc nau; biéu bi suy yéu c6 thé bi
cao di; sy thoat ra ctia chu vi, va cudi cing, su doi chd baéi bifu mé noi sinh.

Su hu hai hoan todn ciia miéng ghép néi chung duge 18y 1lam diém két thie.
Tinh thdi gian sdng s6t trung binh ctia miéng ghép va d6 léch trung binh 461 véi
mbi nhém thit thude va déi chiing. C6 thé bidu thi cac két qua cha mdi nhém didu
tri véi thude thit nghiém bing ty & phén tram cha d6i chiing.

Huyét thanh chéng lympho bao véi liéu 10 mUkg/ngay cho tong s6 7 mii ti8m
va procarbazin vdi cac liéu 50 — 300 mg/kg trong thdi gian 28 ngay déu c6 tic dung
{tc ch& manh sy thai loai ghép da & chudt nhit tring (Stewart va Cohen, 1969).

1.4. Su thai loai ghép khdéi u khac loai

Hién tugng thai loai ghép khéi u khéc loai, trong d6 ddng vat chu thai loai
manh cfy ctia khéi u la v&€ mat di truyén, c6 thé duge 14y 1am mdt truong hop dac
biét ctia hién tugng thai loai manh cdy hodc ghép. Cic steroid va sit chiéu tia phéng
xa ¢6 tdc dung 1am chaAm sy thai loai mifn dich nay cla mdt s§ khéi u & mot s& vat
chi. Trong mdt s hé khéi u — vat chii, trong d6 md dé thao tac va sy tang trudng
ctiia khéi u d& danh gia, c6 thé c6 1gi thé hon cdc phudng phap thai loai ghép da dé
nghién ctu thudc vc ché€ mién dich.

Sarcom 180 cia chudt nhét tring Crocker bi thai loai bdi chubt céng tréng non &
6 — 10 ngay (Bollag, 1963). Cac chuét cdng trdng nhu vay dude cfy dudi da cac manh
nho ctia khéi u va duge didu tri vai thude thit nghiém, va cac khai u duge do méat cich
dinh ky, va nhu vAy ¢6 thé danh gi4 tac dung tc ché mién dich. Procarbazin véi liéu
50 mg/kg x 8, bAt ddu tiém trong mang bung 10 ngay trude khi edy s& lam cho sy
téng trudng khdi u nhanh va rd rét. Diéu tri sau khong c6 tac dung.

1.5, Su ting cadm chim

Phén {ing t4ng cAm cham 13 mét phan fng viém dic trung vé mién dich, phai
mét vai gid dé dat muc ti da, xay ra ma khéng c6 sy hién dién cha khang thé thuge
loai thudng quy ¢6 thé phat hién duge. N6i cho diing, cAc phan (ing nay cung cip
cac mé hinh clia dap dng mién dich t& bao va, do d6, clia céc bénh ty mién dich cé
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tinh chit nay va cua sy thai loai ghép cd quan. Vi 1§ do d6 cac phéan Ung nay dudc
ding trong cac phudng phéap nghién cltu cac thuéc ic ché mién dich.

Hai phéan ttng chdm nhu vy 1a dp ing clia dong vat d6i véi sy tiém protein
chia tryc khudn lao, phén @ng tuberculin, va dap dng vdi mdt s§ hoa chét eb trong
lugng phan ti thap, cb kha ning phén dng véi cic nhém amino hoac sulfhydryl tu
do caa protein, din dén sy nhay cam ti€p x1c.

a. Phén ing tuberculin, gy & chudt lang bing cach tiém chat bd trg ddy du
Freund, cung cdp modt phuong phap thi nghiém v& cac thuéc dtc ché mién dich
(Schwartz v Leskowitz, 1969). Cac nhém 4 — 6 chuét lang phdi gifng ngiu nhién,
dige, tréng can ning 300g dude tao midn dich véi 0,1 ml chit b8 trg ddy du Freund
phan phéi giiia 4 gan ban chan. Sau d6 3 — 4 tudn, chudt lang dugc cao, lam rung
long va tiém ndi bi 0,1 ml ctia dung dich pha long 1 : 200 trong nude mudi ding
trudng cia tuberculin ci. Sau 24 gid, do cac vi tri vé& miie dd cing va kich thude cha
phén Gng ban 44, mic dd cing trén thang 1+ dén 3+ va dudng kinh ban do bing
milimet. Thudng tién hanh diéu tri véi thudc thi nghiém vio thoi gian tiém
tuberculin cii.

b. O chuét lang, ¢ thé gly sy nhay cam tifp xic véi oxazolon bing vige bbi
mot 14n dung dich 10% véao bé mit phia sau ctia tai, va véi picryl clorid bang viéc
tiém néi bi 0,1 ml cha dung dich chia 25 ng/m} trong dung dich ethanol 1% + mudi
0,85% vao 6 vi tri 6 vang gay va vao m&i gan ban chin (Turk, 1964). Tién hanh thi
nghiém da 8 — 15 ngay sau, dung 5 — 10 dong vat cho mdi nhém tha thudc va d6i
chiing. Céc canh suén duge xén long va b6i 8 2 vi tri trén mot canh sudn véi 0,02 ml
cta dung dich oxazolon 0,25% va 0,125%, ho#ic ciia dung dich picryl clorid 1% va
0,5%. Céac vi tri duge lam rung long va doc 24 gid sau, phan dng duge cho diém 1+
d&n 3+, dua trén mic dd phi va ban d8. Didu tri véi thude thi nghiém bing nhiéu
chuong trinh va dudng cho thudc khéc nhau.

Methotrexat cé tac dung véi liéu 5 mg x 5 khi tiém trong mang bung clt 48 gid
mdt l4n, bit ddu & thdi diém 4 ngay sau khi gay mén cam. Cyclophosphamid hot
kém higu qua hon.

1.6. Viém nio tiy di d¢ng thyc nghiém

Viém nio tay di dng thyc nghiém duge quan tam trong cac phuong phap
nghién citu thude fe ché mién dich vi né duge coi 1a cung cdp mét md hinh dong vat
ghn gifng v6i mdt s6 bénh ty mién dich & ngudi (Mackay v Burnet, 1963). C6 thé
gdy md hinh nay trén nhiéu loai khac nhau (chudt nhét tring, chudt cong tring,
chudt lang, thd, va khi), bing cach tiém néo hoic tiy séng ddng gen hogc khac loai,
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da dude nhi tudng héa trong chat ba trg Freund. Khong lau sau khi tiém, dong vat
biéu 19 cac tac dung than kinh, tiép theo d6 1a liét va chét.

C6 thé gay viem néo thy dj tng thuc nghiém & chudt edng trdng Lewis duc 100g
bing cach tiém trong mang byung 1 ml khang nguyén, gdm 200 mg tiy séng chudt
¢6ng trang trong dung dich c@a vaccin ho ga 1:2 trong nudc mudi ding trusng. Cé
thé tién hanh diéu tri véi thudc thit nghiém nhiéu ngay trude khi tiém khang
nguyén, déng thdi, hoje khéng lau sau, va ti€p tuc hang ngay trong thdi ky t6i hie
gift cac dong vat sdng sét & 15 — 24 ngay. Danh gia cac két qua tit cac r6i loan than
kinh (mét cAm giac va van dong & dudi, rdi loan cd thit, r8i loan phan xa lai ditng
1&n dudc, 1liét phia sau), ¢é thé cho diém trén thang 1+ dén 4+; thoi gian bit ddu cac
triéu chiing; thoi gian séng s6t; va cic ton thuong mé hoe clia nio va thy séng & ldc
chét va d dong vat sdng sot bi gist.

Cyclophosphamid ¢6 tac dung d chudt céng trdng véi lidu 5 mg/kg, bit ddu tiém
hang ngay trong mang bung 1 - 5 ngay sau khi xay ra liét. Trong phuong phap
tuong td trén chudt lang, methotrexat chin hoan toan céc tridu chitng khi cho liéu
hang ngay 5 mg/kg x 24, bit ddu vio ngay tiép sau sy cdm thu héa (Calne va
Leibowitz, 1963).

1.7. DAp ing thue bao

Danh gia hoat tinh thye bao cta hé lu6i ndi md theo phutong phép ctia Hudson
v Jay (1980), md ta boi Atal va cdng sy (1986). Cac nhém gdém 10 chudt nhit tréng
mbi nhém duge tiém tinh mach 160 mg/kg hat carbon (kich thudc 20 ~ 25 pl), dudi
dang dich treo 1% trong gelatin 30 phut sau khi cho thude thit nghiém cho déng
vat. LAy cac mau mau tit ddu chta dudi chudt § cac khoang cach thdi gian khac nhau
sau khi tiém dé do ty 18 phén trim sy trong sudt bing may quang trdc phé & budc
séng 6756 nm cho t6t khi sy trong suét tuong duwong véi chudn (miu mau diu tién
trudce khi tiém) dat dude. Tdc dd thanh théi carbon (chi s§ thyc bao k) dude tinh ti
d¢ ddc cuia méi dudng cong thoi gian - ndng dé duge vé bing cach thé hign “tri s&
truyén trung binh — 100" 1a tung d§ trén gidy ban — logarit d6i lai véi théi gian 1a
hoanh da.

1.8. Thit nghiém tac dung bu chinh sy dc ch& mién dich giy bdi
cyclophosphamid (mé td bdi P. T. Phi Phi, 1988)

Thit nghiém trén 3 nhém chudt nhit trédng dyc cdn nang 20 ~ 22g, mdt nhém
thit thudc, mdt nhém d6i chiing binh thudng, mét nhém déi chiing te ché mién dich.
Gay tc ch&€ mién dich cho chuét & nhém thii thude va nhém d6i chiing de ché midn
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dich bang cach tiém trong mang bung mét liéu cyclophosphamid 200 mg/kg hoa tan
trong 0,2 ml nudc mudi ding trudng. Chudt duge didu tri vdi thude thit nghiém
trong 5 ngay, bt diu tit ngay tiém cyclophosphamid. Theo déi céc chi s§ sau day:

Chi 86 ldch
Tinh chi s& lach biing cach chia trong lugng co quan biéu thi bing mg cho

trong lugng co thé bidu thi bing gam. Su ting trong lugng lach ¢6 thé duge coi la
mt dédu hiu cia sy tang sinh t& bao bach huyét.

Cdc té bao tao mdng

Giét chudt sau 5 ngay diu tri véi thudc thit nghiém, 14y lach va d&€m s6 lugng
cac t€ bao tao mang chéng héng cdu citu. Phau tich lach dé chudn bi mét dich treo
té bao don trong dung dich mudi dém phosphat. RSi & mét hén dich gdm 20 ul ciia
mdt dich treo t€ bao c¢6 46 pha loding pha hop, 20 pl huyét thanh chudt lang binh
thudng, 20 pl cia mdt dich treo hong cdu cltu trong dung dich mudi dém phosphat
(3,5 x 10° t& bao/ml) va 20 ul e¢ha dung dich dém phosphat 8 37°C trong 10 gid trong
mdt budng Cunningham cai ti&n dé phat trién cac t& bao tao mang. Dém s ludng
cdc t& bio tao mang cho 1.000 t& bao lympho § lach.

Té bao lympho gdn khdng nguyén (su tao hoa héng)

Céc t€ bao lympho gin khang nguyén c¢é thé duge lam cho thay duge bing k¥
thuét tao hoa hdng. Mue dich ctha phudng phéap la chitng minh su ting s§ lugng t6
bao lympho gén khang nguyén sau su tao mién dich.

Tao mién dich cho mdt chujt nhét tréng, 4 ngay trude khi thi nghiém, véi 10°
héng cdu citu tiém trong mang bung. Giét chudt, chudn bi dich treo t& bao lach va
diéu chinh téi 3 x 107 t& bao/ml. Cho thém 0,1 ml dich treo hdng cdu citu (3,5 X 10°
t&€ bao/ml) vao 0,1 ml dich treo t& bao lach. Ly tdm & 150 x g & 4°C trong 5 phit, 0 &
4°C trong 18 gid. Dém s6 lugng hoa hong ditng mét may d€m huyét cdu va mot kinh
hién vi véi 4nh sang dan truyén.

Ty I¢ phdn trém té bao lympho hat Ion trong kinh phét mdu ngoai bién

Mau duge phét trén ban kinh, P& khé kinh phét ngoai khéng khi, ¢5 dinh trong
methanol 100% va nhudm vdi Giemsa 10%. Ty 1& phan trim ctia t& bao lympho hat
16n duge xdc dinh bdng phén tich khong duéi 200 t& bao cho méi kinh phét. T& bao

lympho hat 16n 12 moi t€ bao lympho cé cac hat bio tuong \a xanh anilin, khéng dé
¥ dén kich thudc hodc s6 hugng cla cac hat nay.
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II. NGHIEN CUU THUOC KHANG HISTAMIN

Phén 1dn cac phuong phap nghién ciiu dua trén sy chlng minh tryc ti€p tac
dung ddi khang véi histamin, in vive ho#c in vitro. Trong khi cic thudc khang
histamin duge s dung nhifu nh&t dé difu tri cac biéu hién di ‘ing chia histamin,
ngudi ta di chitng minh nhiéu thuée khang histamin con ¢é cac tdc dung khac dang
chu §. Vi du, diphenhydramin ¢é tac dung trong hen phé& quan, bénh huyét thanh,
chiing say tau xe, va hoi chiing Parkinson; tripelennamin, trong viém miu va ching
ngita va 1a thudc t8; phenindamin, trong s6 miii; promethazin, trong ho; methapyrilen
trong budén nén khi mang that. Nhu vdy phudng phap nghién ciu thufc khang
histamin 134 mét phudng phép khéa rong cé thé phat hién nhiéu tac dung duge 1y
khac nhau.

CAC PHUONG PHAP

2.1, Thit nghiém khi dung histamin

Khi phei nhifm mét chudt lang v6i mot khi dung chita histamin, sit co phé
quan xay ra, néu sy co &l manh 6 thé gay ngat. Trong phuong phap ctia Armitage
v cong su (1961), dat chuét lang trong mot hop gy mé, va dua khi dung vao béng
mdt may nén. Dong vat bi phdi nhiém véi mt khi dung co phé& quén 6 hanh vi dic
biét va bidu 13 cac ddu hidu khé thé ting din, co giat, va chét. Bing quan sat, ¢6
thé ¢6 kinh nghiém va xét doan chinh x4c thoi gian tién co giat. Ngay khi su thd
tién co giat bat ddu, dé déng vat ra ngodi chd thoang khi. Tinh ty 1& phdn trim bao
vé do thudc dem lai bang cong thte [1 — (T,/Ty] x 100, trong d6 T, 1a tri 8 trung
binh cia cac thoi gian tién co giat 2 ngay trudc, v 2 ngay sau sy cho thude, va T; 14
thdi gian tién co giat xac dinh véi su cho thudc.

Thudc thit nghiém hosic thudc dé so sénh, cholin theophyllinat (50 — 100 mg/kg)
duge tidm trong mang bung 20 phit trude khi bom khi dung. Khi dung chida 2%
histamin,

Ciing ¢6 thé dung phuong phép nay dé phat hién va so sinh cdc thudc liét than
kinh d8i giao cAm. Chudt lang duge phoi nhiém v6i mdt khi dung chéta 4%
acetylcholin.

Van Proosdij — Hartzema vi cfng sy (19568) dung chuét lang cén niing
200 — 300g. Mbi déng vat dugc dit trong binh dung biing chat déo ¢6 thé tich 15 lit.
Bom khi dung dung dich histamin 0,25% 6 ap suidt 180 mmHg. Thdi gian phdi
nhidm 1a 5 phiat. Thudc khang histamin duge cho uéng 1 gid truée sif phdi nhiém.
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Céc déng vat khong duge bao vé nga nghiéng, ngat thd. X4c dinh lidu tac dung 50%
(EDso) cua thude khang histamin béing céch dung c4c nhém déng vat duge cho cac
lidu khac nhau.

Trong thi nghiém co ph& quan cha Stone v cong su (1961), chudt lang duge
t1@m trude trong mang bung cac liéu khac nhau cta thuée thit nghidm 30 phit
trudéc sy phdi nhiém, trong mét budng trong 3 phiit, véi khi dung chita 0,1%
histamin bazo. Danh gi4 sy bao vé biing sy ¢6 hodc khong c6 sy méit phan xa lai
ding 1én. Ding 10 hogc 12 ddng vat cho méi liéu, va tinh ED,,. Dong vat d6i chitng,
duge tiém nude mudi ddng trudng, biéu 18 phan xa lai ding 1én gin 100%.

Lish va cong sy (1960) phoi nhiém chudt lang véi khi dung histamin
diphosphat 0,5% cho téi khi chuét nga quy. Nhiing chuét ngé quy trong vong 2 phut
héi tinh lai véi khdng khi thodng mat. Cac chudt khac khéng duwge dung cho thi
nghiém nay. Hai d&n 12 gié sau, dong vat duge cho udng mét lidu thude khang
histamin, va sau 1 gid dé hap thu, chuét lang lai duge phoi nhidm véi khi dung
histamin, Chut khéng ngd quy trong vong 6 phit dude coi 1a duge bao vé. Tinh
ED;, bing mot dudng cong probit (don vi x4c suit) - log lidu.

M3c dit chudt lang duge Wa dung d€ nghién citu thudc khang histamin vi tinh
nhay cadm clia né v6i histamin, thé c6 thé duge dung khi muén nghién citu trén mét
loai thit hai. Trong phudng phap "vi sdc” cha Herxheimer (1952), mét b& kinh 61 x
30,5 x 30,5 cm dugc diit véi canh md xudng duéi trén bé mit cao su mém, c6 mot 15
ndi véi mét may khi dung. Thé dit trong budng va chiu tac dong ctia khi dung, bidu
19 céc triéu chiing séc k€ ti€p tudn ty néu lidu nhé, nhu 0,2% histamin bazs. Dau
higu ddu tién la sy kéo cac thanh bung vao dé gitip d hé hap. Céc cit dong tré nén
manh mé hon; hd hap trd nén chim hon va sau hon, hosic nhanh va néng hon.
Trong truong hgp sau, toan than déng vat tham gia vio ¢t dong, dude quan sat 5t
nhét bling cach quan sat ddu chuyén dong di di lai lai nhanh. O giai doan nay, cin
bé thé ra khéi budng. Néu khéng, cac bidu hién ké tiép nhanh la: ha miéng thé hén
hén, co giat, tiéu tién, xanh tim, va ¢6 thé chét.

Trong nhitng ngay k& ti€p, cac phan {ng thudng kéo dai do sy gidi cAm tng.
Néu mét khodng cach 8 ngay hay hon xen giita cdc th@ nghidm, thdi gian tién co
giat khong kéo dai. Ghi thdi gian dong vat duge dua ra ngoai budng. Céng thic clia
Armitage va cOng syt (1961) néu d trén duge ding dé do hidu lye,

2.2, Sy d6i khang trye ti€p vdi histamin

Trong phuong phap cha McKeon (1963), histamin va thue d6i khang duge cho
cung nhau. Ding cac nhém 10 chugt lang trdng, khéng nhin d6i, cd dyc va cai, can
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nang 200 — 300g. Pha dung dich thudc khang histamin trong 0,85% natri clorid,
va cho thém vao d6 lugng histamin diphosphat cdn thiét dé 1iéu cho ddng vat chita
3 x LDy, histamin bazo, khoang 0,660 mg/kg. Nhéom d6i ching, chi duge cho
histamin, chét trong vong 5 phut. Ghi ty 1& chét § cac nhém khéc trong 6 phat san
khi cho thudc.

D& tinh toan LD,, dung phuong phap dé thi eua Miller va Tainter (1944).
Dung 3 - 4 miic lidu, tang l1&n véi cac khoang cach 0,3 logarit.

D8 tiém, dit dong vat trong mdt dung cu gilt dic biét gém mét cai kep ¢ 3
nhanh bujc vao gia dd. Dau ddng vat duge git bdt dong, va tai duge dit trén mdt
cai que dude chiéu sang. Dua vao tinh mach ria tai mdt kim tiém cd 27, dai 1,27 em.
Tiém véi tée do 0,05 — 0,10 mVgidy. Tiém téi 7 ml. Sau khi tiém dung dich histamin
- thufc khang histamin, ddng vt dude nhanh chéng gidi phong khéi dung cu git.

EDj, ciia mét s6 thudc nhu sau (mg/kg): thenyldiamin 0,0045; tripelennamin
0,0091; chlorpheniramin 0,0138; phenindamin 0,0605; diphenhydramin 0,2390; va
chlorpromazin 0,3400 (McKeon, 1963).

2.3. Vi s6c qua mén

Trong déap (ng qua mén, histamin duge gidi phong tit mét sd vi tri ma no gén
két. Cac thude khang histamin c6 tac dung trong mdt s& bidu hién qua min nhu
bénh huyé&t thanh. Herxheimer va Stresemann (1960) d& mé td mdt phuong phap
vé vi sfc gay bdi mdt protein la. (Vi sbc ¢6 vé 12 mdt thé sc bi gian doan trudc khi
chét, va cé thé lap lai).

Chuét lang dudc tiém 1ong tring tring. Sau 3 tudn, ddng vat tré nén khé thd
khi bi phoi nhidm véi mot khi dung dung dich 5% long tring tring. Néu chudt
khéng duge dua ra khdi budng phoi nhiém vao lic nay, chiing sé chét. Théi gian tit
khi bit ddu sy phoi nhifm t6i lic khé thd ning, thdi gian tién co giat, duge diung
lam tri 56 do mitc 4 niing clia séc. Néu khong ¢6 ddu hiéu ctia sdc sau 6 phit, déng
vat duge coi 13 duge bao vé, va thoi gian tién co giat duge coi la v6 han. Tinh todn
mtic dd bdo v&, p, tif cong thitc thong thudng: p = [1 — (C/T)] x 100, trong d6 céc thdi
gian tién co giat cia dfng vat ddi ching va thit thude 1a C va T, tudng Ung. Sau sy
phai nhidm d&i chiing, chudt lang duge diéu tri véi thude thit nghiém 4 dén 7 ngay
sau va lai dugc phot nhiém. Sau 4 dén 7 ngay nita, chudt lai bi phoi nhiém déi
chitng. Loai bd cac chudt c6 thdi gian tién co giat d6 ching C dudi 40 gidy va trén
165 gidy.
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2.4. Thit nghiém tac dung trén huyét ap

Preziost (1958) dung thd dé nghién ctiu thudc khang histamin. D4t canun vao
mdt ddng mach canh d& do huyét 4p. Tiém histamin vao tinh mach, vi dy, vio mét
tinh mach duéi ham, véi cac liéu 0,03, 0,05 va 0,1 mg/kg, va ghi cdc dap ving trén
may ghi. R3i cho thé mdt lidu thude khang histamin. Sau nhidu phiit, loat céc lidu
histamin dudc lap lai. Sy gidm cac dap Gng cho thdy hoat tinh khang histamin, va
mitc d¢ dc ch€ dap ung véi mét lidu dic biét cho phép xac dinh dinh tinh hiéu e
cha thude.

2.5. Thit nghiém do lwgng histamin trong phéi chuét lang dugc cam
thu héa (mé td bdi Addy va céng su, 1986)

Chudt lang cdm thu héa duge chia thanh cac nhém, méi nhém 6 con. Nhom
chuft déi chiing duge cho nuée mudi déng trudng trong thoi gian thi nghiém. Nhém
thit thube duge cho thudc thi nghiém trong thdi gian diéu tri 3 tulin. Lugng
histamin toan phdn trong phéi duge do bing phudng phap do huynh quang. Lugng
histamin giai phéng do phan vé tit mé phdi cia chudt lang cam thy héa ciing duge
do bng phudng phap huynh quang. Hoat tinh géy co thét cha cac chat trung gian
duge giai phéng do phan vé tit mé phdi duge thit nghidm trén héi trang chudt lang
khéng cdm thu héa va duge atropin héa. V& dé thi dudng cong ndng dd - dap tng,
dung cic nong d6 khée nhau ciia histamin diphosphat, (t6i da 20 ng/ml trén ciing
doan hoi trang) va, tir d6, danh gia lugng chat trung gian gidi phéng ti phéi bing
duong lugng histamin.

2.6. Thit nghiém co héi trang cé lap do phan vé va histamin (mé td
bdi Addy va céng su, 1986)

Dung céc doan héi trang 14y tir cée chugt lang duge cAm thu héa. Céac doan héi
trang duge treo trong binh chia dich ngam, cho vao d6 cac néng dé tang lén cha
khang nguyén hojc histamin trén cung doan héi trang. Ghi cac co co véi mét may
bién nang gén véi may ghi. Cac néng db khang nguyén la 10”7 pg/ml dén 1 mg/m!
(ndng do cudi cing trong dich ngdm). Cac néng d6 cta histamin ngoai sinh 1a 3,4
ng/ml dén 24 ng/ml (ndéng d% cudi cang trong dich ngam). Bidu thi céc co co bing ty
1& phén tram cia cac co co giy bdi lidu t&i da histamin diphosphat trén cung mo.
Trude lan cho thém khéng nguyén ho#c histamin ti€p sau, rita cac doan héi trang
nhiéu 14n véi dung dich Tyrode méi cho t6i khi 14y lai trang thai ban ddu.

11.PPNC-A
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CHUONG 14

PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUGC LY
THUOC CHONG LOET DA DAY VA
THUOC KHANG ACID

GS. Poan Thi Nhu
ey ———

Loét da day, t4 trang duge hinh thanh do can bing gilta cac y&u t6 gay loét (s
tiet dich vi va pepsin) va céc y&u t6 bdo vé (su sita chila niém mac bi tdn thudng, su
cai thién tudn hodn méu 6 bi€u md) va sy tiét prostaglandin bi pha hity. Céc thude
ding di€u tri loét da day, ta trang c6 tdc dung ting cudng cac yéu t& bao vé va lam
giam cée yéu t& gay loét (Tanaka va cong su, 1997).

V& cac thudc khang acid, c¢6 hai loai chinh: céc thude trung hoa acid dich vi
dang c6, va céc thude ttc ché co ché sinh acid & thanh da day. Phan 1én céc thude
khang acid duge diing dé lam giam d$ acid dich vi v lam lanh céc loét da day va ta
trang.

CAC PHUONG PHAP NGHIEN CUOU
L CAC THU NGHIEM TREN TON THUONG DA DAY CAP TINH

1.1. Loét Shay (mé ta bdi Souza Brito, 1998)

Mot tdng s6 21 chudt cdng tréng Wistar duge chia ngiu nhién thanh 3 nhém va
dé nhin &n trong 24 gid, va duge udng nude tiy §. Nhém 1 dugde cho udng thude thix
nghiém, nhém 2 duge cho udng cimetidin (100 mg/kg) 1a d6i ching duong tinh,
nhém 3 dudc cho udng dung méi, 13 dung dich 12% Tweer 80 (10 ml/kg). Thue hign
thit mén vi duéi sy gay mé bing ether, Déng vét thuong lai va dé chudt phue héi.
Bon gi¢ sau, giét chudt, mé bung va thit mot day khéc quanh thyc quan sit véi cg
hoanh. C lap da day va quan sat bén ngoai, v dén luu chat chia bén trong vao
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trong moét dng ly tam c6 chia 40, va ly tAm § 2000 vong/phit trong 10 phit. Ghi thé
tich dich néi trén mat va pH. Cing xac dinh lugng acid toan phan ca dich vi bing
chuén d4 téi pH 7,0 véi dung dich 0,05 N NaOH. Panh gi4 cac tén thudng da day
biing cach soi bé mit bén trong da day vdi mot kinh hién vi phau tich hai thi kinh.
Dém cac tén thuong niém mac va xac dinh chi sé loét trén cd sd danh gia muc 43
clia moi tén thuong loét (TTL) theo Thuillier va cong su (1968) theo thang diém sau:

-0 : Khéng co tén thuong

- 0,56 : Chay mau nhé

- 1,0 : Chay mau

- 1,5 : Loét niém mac c6 su lan toa han ché& khéng qua 1/3 toan bd bé mat bén

trong cha da day

- 2,0 : Loét niém mac c6 sif lan tod han ché khong qua 2/3 toan bd bé mit

- 2,5 : Loét niém mac ¢6 sy lan tod trén toian bd bé mit

- 3,0 : Loét sdu co sii lan tea han ché

- 3,5 : Loét sdu c6 sy lan toa todn b bé mat

- 4,0 : Loét thung.

My d6 trung binh cda loét da day (LDD) déi v6i mdi nhom chudt duge xae dinh
bing cong gop cac TTL cho mdi nhém chudt efng tréng rdi chia cho s& lugng chudt.
Trén co sd ty 18 phin tram chudt c6 loét (% RU) chi ¢6 loét (UT) duge tinh bing edng
thie sau:

(LDD) x (% RU)

Chi s loét: un =
100

1.2. Loét do indomethacin

Mbt tdng s6 21 chudt cdng trdng dude chia nglu nhién thanh 3 nhém va dé
nhin 4n trong 24 gid, va dugc uéng nudc tiy ¥ trudc khi thi nghiém. Ba muei phit
sau khi cho udng thufe thit nghiém, cimetidin (100 mg/kg), hodc dung dich 12%
Tween 80 (10 mlkg), tiém dudi da indomethacin cho chudt khéng gy mé d mdi
nhém, theo phudng phap cia Hayden va cbng sy (duge mé ta bdi Souza Brito va
cong sy, 1998). Gidt chudt 4 gid sau, 6 lap va md da day va xac dinh cac ton thudng
da day nhu md t4 6 trén.

1.3. Loét do ethanol

Mbt téng s6 21 chudt ¢dng tring duge chia nglu nhién thanh 3 nhém va dé
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nhin &n trong 24 gid, va duge udng nudc thy ¥ trude khi thi nghiém. Thyc hién thi
nghiém loét do ethanol theo phudng phap ctia Morimoto va cong su (duge md ta béi
Souza Brito va cong sy, 1998). Cho chufdt udng 1 m! ethanol 99 5% mt gi¢ sau khi
da cho uéng thudc thit nghi¢m, omeprazol (20 mg/kg), ho#ic dung dich 12% Tween
80 (10 ml/kg). Mt gid sau khi cho udng ethanol, giét chudt, 6 1ap va md da day va
x4c dinh chi 58 loét.

L.4. Loét giy bdi stress do gd bé va ha nhiét

Mot téng s6 21 chuét cong trdng duge chia ngau nhién thanh 3 nhém, dé nhin
dn trong 48 gig, va duge cho udng nudc tity ¥ trude khi thi nghidm. Gay loét da day
do stress theo phuong phap duge mé ta boi Souza Brito, 1998, bing cach diit chudt
trong mot chudng go b6 ¢ 4°C. Cho chuét § cac 16 thi nghiém udng 2 lan (18 git va
1,5 gio) trudc khi gy stress do gd b6-ha nhiét cic chat sau day: thudc thit nghiém,
cimetidin (100 mg/kg), va dung dich 12% Tween 80 (100 mlkg), tuong dng. Sau 3
gid, giét chudt, ¢6 lap, md da day va xéac dinh chi s6 loét.

Trong phudng phip mé t4 bdi Tanaka va cdng sy (1997), giy loét do stress trén
chudt cong trdng Wistar duc 8 tudn tudi. Chuét duge dit trong cac chuéng go b dé
gy stress va ngam trong nudc d 23°C trong 7 gid hode 16 gis. Cac thude thi nghiém
dudge cho ubng ngay trude khi gay stress.

1.5. Loét giy bdi acid acetylsalicylic (ASA) (Phuong phdp mé té bai
Akhtar, 1996}

Chudt cdng trdng Sprague-Dawley ca duc va eai duge chia thanh ba nhém,
méi nhém 6 con. Nhém ddi chitng (gay loét) duge cho udng dich treo trong nudc
cua ASA (200 mg/kg) trong 1% carboxymethycellulose (CMC). Thudc thd nghiém
duge cho chudt udng 3 gid trude va 3 gid sau khi cho uéng ASA. Mét nhém chuét
duge cho udng dung dich 1% CMC (10 ml/kg), thay vi ASA, d8 thi tac dung cua
thudc trén chudt binh thudng. Chudt duge phiu thuat vao ngay thit tu. D8 chuét
nhin #n trong 18 gid trudc khi phlu thuat theo phuong phap Shay (1945). Thit
mén vi va hiing dich vi trong thdi gian 4 gis. Sau d6 giét chudt bing lidu 1dn
cloform, va cit 14y da day. Thu thap dich vi va ly tdm & toc dé 5000 vong/phut
trong & phit. Tach phan dich ndi bén trén, cho vio mdt ng nghiém c6 chia db va
do thé tich (ml/100g thé trong).

Céc da day duge lam cang ddy véi 10 ml dung dich 1% formalin trong 10 phut
dé c§ dinh cic thanh bén trong cla da day. Ghi & lugng trung binh cac vét loét d6i
vdi mé6i da day. Tinh ty 1& phén trim dc ch& hinh thanh loét.
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Xdc dinh hig¢u sudt acid. Xac dinh hiéu suit acid bing chudn db véi 0,01N
NaOH dung phenolphtalein Iam chat chi thi, nhu mé ta béi Oser (1965). Hiéu suit
acid dugc biéu thi bing uEq/ml dich vi (4 duong lugng/ml). Hiéu suét acid toan bé
duge biéu thi bing micro dudng lugng/4 gid.

I1. THU NGHIEM TRUYEN DICH DA DAY CHUOT CONG TRANG

Chudt ¢dng trdng duge giy mé bing dung dich nudc 25% urethan, 0,5 dén
0,7 ml cho 100g thé trong (Ghosh va Schild, 1958). Né&u liéu thi nhat khong giy mé
trong 30 d&n 40 phut, tiém bip bd sung mdt lidu thich hgp. Nhiét dé co thé duge giit
8n dinh § 30°C bing thiét bi sudi 6 dudi ban m8 va chubt dude sudi & trén bing dén,
nhiét d6 duge kiém soat bing mdt nhiét k& ti€p xtc dit vio tryc trang.

Dit canun vae khi quén. Luén mét dng polyethylen, dai 11 em va c¢6 dudng
kinh ngoai 2 mm vao thuc quan dudi & cd va budc & d6. Boc 16 cac tinh mach cénh
va dit canun; ndi mét tinh mach cdnh véi mét huyét ap k& Mé bung va bjc 19
dudng n6i mén vi — ta trang. Ludn mét canun thiy tinh nhé, qua mét 15 bam § ta
trang, viio da day va budc chit bing mét ddy budc quanh mén vi, ¢in than trong dé
khéng thit cAc mach méu vdi day buge. Dua toan b da day vé phia trudc, va rach
mét dudng doc dai khodng 3 cm véi mét dao d6t dién doc theo dudng gita cua bé
mit trude, bat ddu tit chd gdn nhat véi déy da day c6 thé duge. Logi bd cac miu
thitc an bing cic miéng gac béng Am. Rita bén trong da day véi béng thim udt nude
mubi sinh 1y va kiém tra dé 16 canun khéng ¢6 ci¢c manh vun thic an trudc khi
déng da day bing mét dudng khau lién tuc qua toan b bé day cua thanh. Tiép dé
déng bung bang 3 mii khau gian doan.

R4i truyén da day lién tuc véi mét dung dich loAing cua dung dich &m 0,00025
N natri hydroxyd vo qua canun polyethylen va chdy qua canun thuy tinh. Dich
dang 1én tit mén vi di qua trén mdt dién cue thay tinh ghi pH mét cach lign tuc. Da
nhan xét thdy c6 méi lién quan tuyén tinh gita pH va df acid. T8¢ d¢ truyén la
khodng 1 ml trong mdt phit. Sau khi di qua da day khdng bj kich thich, dich chay
ra c6 pH 6,0 dén 6,5. Khi d6i t6c d6 truyén sang 2 ml trong mdt phut, pH téng 1én,
néu cén, toi pham vi pha hgp vi du 6,0.

Thuée dude tiém qua mdt tinh mach canh, trong 0,1 dén 0,4 ml, ti€p theo boi
0,1 ml dung dich mudi ddng truong. Vi dy, tiém histamin dihydro phosphat (100 pg
chat bazo), giy ha pH tit 6,0 xubng 4,0 sau khoang 14 phit, sau dé pH trd vé 6,0
sau 1 gio. Carbachol cé tac dung rit manh, thé hién tac dung véi cac liéu hang

nanogam.
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Dé thlt nghiém cac chat tic ch& sy tiét acid da day, c4c chat d8i khang duge tiém
tinh mach ngay truée ho#ic sau chat chl van (nhu histamin). Vasopressin 1a mét
chdt Gc ch& chudn § 120 dén 480 mili-don vi. Methacholin dude ding thay cho
histamin, v&i atropin 14 chat itc ché.

II1. XAC PINH DICH NHAY THANH DA DAY

Dich nhay da day duge xac dinh theo phuong phap ctia Rafatullah va cong su,
duge mb ta bdi Souza Brito va cong sy (1968). Mot téng s6 21 chudt cong tring dugc
chia ngau nhién thanh 3 nhém va duge dé nhin #n trong 48 gid va duge ubng nudc
tay §. Méi nhém chudt duge cho udng thude thit nghiém véi lidu thich hop,
carbenoloxon (200 mg/kg), va dung dich 12% Tween 80 (10 ml/kg), tudng ing. Sau 1
g10 rudi, chugt duge gay stress béing gd b6 — ha nhiét nhu mé ta & trén. Sau do, giét
chudt, cé lap da day va md doc theo bd cong 18n. Ca lap cac doan ¢6 tuyén tit da day
va cn. Ngam mdi doan trong 2 gid trong 10 ml dung dich 0,1% (trong higng/thé
tich) chat xanh Aleian (Alcian blue), hoa tan trong dung dich 0,16 M sucrose, dugec
dém vdi dung dich 0,05 M natri acetat, pH 5. Loai bd lugng qua thudc thua chat
nhudm béng cach rita cac doan da day 2 14n véi dung dich 0,25 M sucrose trong thgi
gian 15 va 45 phit, tuong dng.

Chiét phic hgp dich nhay — chat nhuém bling cach dit cac doan thanh da day
trong 10 ml dung dich 0,6 M magnesi clorid va l4c cach quing trong mot phiit & cac
khoang cach 30 phit trong 2 gid. Trén 4 m! dich chidt xanh véi mot thé tich bing
nhau diethyl ether va l4c manh trong 2 phit. Quay ly tdm nhi dich thu duge trong
10 phiit & 3600 vong/phiit va ghi sy hap thu cia 16p dich nude § 580 nm. Chat xanh
Alcian chiét duge cho 1 gam ctia mé tuyén thye duge tinh.

IV. DO HOAT D(:) CUA ENZYM MYELOPEROXYDASE (mé td bdi Cho
va céng sy, 2000)

M#ét sd nghién citu di chiing minh sy ting c6 ¥ nghia hoat d¢ ctia myeloperoxydase
trong cic tén thuong niém mac da day gay bdi thit mon vi va bdi ethanol, cho thiy
vai trd c6 ¥ nghia cta sy ting hoat d cita enzym nay trong tén thuong niém mac
da day.

Trong thit nghiém gay loét da day chudt edng tréing biing ethanol, sau khi di do
cdc dién tich loét hodc xéc dinh chi 5§ loét, ldy niém mac da day biing céch nao véi
mét dung cu trugt thay tinh va ngay lap titc lam déng bang trong nits 1éng va béo
quan ¢ -70°C. Thit nghiém hoat d¢ clia myeloperoxydase dya trén phan ing
o-dianisidin va cudi cing danh gid § 460 nm véi mét may quang trdc phd va ding
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peroxydase tl cai gia vi (horseradish) lam chuin. Thue hién th nghiém protein
bing phuong phap clia Lowry va cong su (1951).

V. DO HOAT PO CUA PEPSIN (mé td bdi Akhtar va cfng si, 1996)

Hoat d6 cua pepsin duge do theo phudng phap cua Rigges va Stadie (1833) véi
sy siia déi nhu sau: dung 50 ml nude cit, thay vi 10 ml, cho mdi gam long tring
triing va dung clorid thuy ngin 1am chdt bao quan thay vi merthiolat. Hoat d6 caa
pepsin duge bidu thi bing mg/ml dich vi va hidu sust toan phén dugc bidu thi bing
mg/d gid.

V1. XAC PINH HOAT BQ CUA MUCIN (chat nhdy) (Akhtar vé cong
su, 1996)

Ty 1& caa carbohydrat toan phén (s& tng ciia fucose, hexose, hexosamin va acid
sialic) so véi protein toan phidn duge 14y lam chi s§ v& hoat d6 cha mucin. Ap dung
phudng phap cla Dische va Shetties (1948) dé dinh lugng fucose. Ding phudng
phap c6 stta ddi mét it ciia Lusting va Langer (1931) dé xac dinh hexose két hgp vdi
protein. Phuong phéap ctta Elson vA Morgan (1933) duge ap dung dé danh gia
hexosamin trén dich vi dun néng trong 16 gid vdi acid hydrocloric (8N) trong céich
thily nuée séi. Phuong phap clia Ayala va céng su (1951) duge ding dé dianh gia
acid sialic. Protein toAn phén dude xac dinh bang phuong phap ctia Winzler va cing
sy (1948).

VIL. NGHIEN CUU HOAT TINH KHANG HELICOBACTER PYLORI
IN VITRO

Helicobacter pylori duge phén lap tit hang da day cia bénh nhén viém da day
man tinh bdi Waren va Marshall nam 1983. Helicobacter pylori thic diy viém da
day phat trién sang ung thu da day. Vi khudn gay bénh nay san sinh urease,
enzym nay thuy phan uré thanh CQO, amoniac, va dugc coi l1a 6 vai trd gquan trong
trong bénh sinh viém da day va loét da day, ta trang. Do d6 viéc tiéu diét vi khudn
Helicobacter pylori va dc ché& urease 1a diéu quan trong d6i v6i vigc diéu tri bénh
nhéin viém loét da day, ta trang.

7.1. Th& nghiém tac dung @c ché su sinh truong cta H.pylori (mé td
bai Bae vé cing si, 1999)

Thit nghiém téc dung tc ché sy sinh trudng cha vi khuén H.pylori duge thyc
hién nhu sau: 1 ml dung dich thude véi néng db xac dinh duge cho thém vio mot dia
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Petri chita 7 ml thach Brucella khéng bi dc lai dude b§ sung véi 7% huyét thanh
ngya. Thude thit nghiém duge pha thanh mét loat khodng 10 néng d6 theo thd tu
giam dan. Sau d6 cdy truyén H.pylori véi khoang 5 x 10° CFU vao cac dia thach va
nudi cy mét cach ua it khi trong 3 ngay & 37°C trong mét vai it khi (85% N,, 10%
CO,, 5% 0,). Nong dd tc ché thap nhit duge xac dinh sau mot thoi gian a 72 gig.,
Ampicilin duge dung lam d6i ching dudng tinh. T4t ca cac thi nghiém duge thye
hién 3 14n.

7.2. Ché& tao va thit nghiém urease cta H.pylori

H.pylori duge nudi cdy trong canh Brucella duge b8 sung véi 10% huyét thanh
bao thai bo trong 3 ngay. Cac t& bao duge thu hoach, rua, siéuw 4m va ly tAm. Phan
ndi bén trén duge dung lAm enzym théd. Xac dinh hoat 49 ctia urcase theo phudng
phap ctta Gutmann va Bergmeyer (1974),

VIII. THU NGHIEM TAC DUNG UC CHE SU NGUNG KET HONG
CAU GAY BO1 HELI COBACTER PYLORI (mé td boi Belogortseva,
2000)

Su nhiém khuén vdi H.pylori két hdp chit ché vai sit sinh bénh loét da day, ta
trang va sy phat trién ctia ung thu tuyén da day. Vi khuén gay bénh dinh chit vao
b& mat t& bao biéu mé niém mac va 14p niém mac 16t biéu mé da day. Mot trong cac
huéng dy phéng nhidm vi khuén 1a phat trién cac thudc dc ché sy gin cla vi khudn
dua trén céc carbohydrat chéng bam dinh.

- Sy tiéu hoa héng cdu bdi trypsin

Dich treo 10% hong cdu trong 10 m! PBS (100 mM natri phosphat, pH 7,3, va
150 mM NaCl) duge G véi trypsin (2 mg) § 37°C trong 3 gid va duge rita 3 14n véi PBS.
Cac hong ciu trypsin héa duge treo 6 néng do 2% (trong lugng/thé tich) trong cting
dung dich dém, dich treo nay duge diang trong thit nghiém vé ngung két hong ciu.

- Thit nghi¢m ngung hét héng cdu va e ché ngung két hdng cdu

Dich treo vi khudn duge pha loing thanh mét loat dd pha lodng véi PBS (pH
8,0) trong céc dia U vi chudn d¢. Cho thém 30 p! dich treo héng ciu trypsin héa vao
dich treo vi khuidn H.pylori (30 ul). Phil dia vi chuén 44 véi parafilm va dit dia nay
& nhigt d¢ phong trong 30 phut. Sy ngung két tiéu cdu duge danh gia bing mit
nhin va duge diing lam ddi chitng duong tinh. Mot déi chitng 4m tinh chita cling cac
lugng PBS va héng cdu trypsin héa ma khéng c6 dich treo vi khuin, Trong thu
nghi¢m vé tac dung dc ché cia thude d6i véi ngung két héng cAu gay bsi H.pylori,
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pha thudc thit nghiém thanh mét loat d6 pha lodng khéc nhau. Ly 30 ul dung dich
thudc thit nghiém, cho thém vao d6 30 pl dich treo vi khudn c6 dé chuén giy ngung
k&t hdng cau 4 vao mdi gidng, va ( hén dich d6 trong 15 phit. 8au khi cho thém
dich treo hdng cdu trypsin héa (30 ul), cac dia duge @ va ldc nhe & nhiét d$ phong
trong 2 gid. Néng do dc ché& thip nhat duge xac dinh bdng mét nhin va duge xac
nhén bing soi kinh hién vi.
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CHUOQNG 15

PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUQC LY
THUOC CO TAC DUNG BAO VE GAN

(Tac dung chéng tén thuong gan va tac dung chéng xd gan)

PGS. TSKH. DS Trung Pam
%

1. PAT VAN DPE

1.1. TAm quan trong cha viée nghién citu thudc bao vé gan

1.1.1, Bénh viém gan rét phd bién

Viém gan 1a mgt bénh rat phé bién, it ngudi trong ddi minh lai khéng bi viém’
gan lén ndo. Viém gan c6 thé do nhiéu nguyén nhan khéc nhau, nhu do thuse (dic
biét 1a thude chdng ung thu, thudc lao, nhiu loai thudc khang sinh), do thudc trit
sdu, thudc diét ¢6, do nhidm héa chat (dic biét 1a cac hoa chat c6 nhan benzen, cac
chét halogen héa), do udng nhiéu rugu hose do virus.

Virus giy viém gan c6 thé 1a virus A, B, C, D, E, nhung quan trong nhat 13
virus viém gan B. Trén thé gidi ¢6 trén 2 ty ngudi nhiém virus viém gan B, trong d6
¢6 350 trigu ngudi méc viém gan B man tinh. Hang ném, ¢6 1 triéu ngudi chét,
trong d6 Trung Quéc chiém mdt phdn ba. O Viét Nam, ty 18 ngusi mang virus viém
gan B 1a 8 - 15% tity theo viing. Viém gan, bat cit do nguyén nhén nao, néu bj kéo
dai, déu 6 thé din d&n viém gan man, xd gan, ung thu gan va ti vong.

1.1.2. Chua ¢6 thuéec dém bdo an toan, hiéu qud va kinh té

Dé didu tri viém gan B man tinh hién nay T4y y thudng dung interferon alpha
ho#c lamivudin. Nhung téc dung ciing chi ¢6 mitc d6, lai ¢6 thé gdy ra nhiéu tac
dung phy khdng mong mudn, va dic biét Ia gia qua d4t. Déi véi thude tit cay cd,
truée day cting nhu hién nay, Tdy y thudng ding cao tit qui cay Cuc gai Silybum
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martanum (L) Gaertn., hoac chiét td qud, chat {lavonlignan, thuong goi la
silymarin, mdt hén hgp gdm silybin, silydianin va silychristin. Ngudi An b6 con
diung cao ho#c hdn hgp glycosid iridoid tik cAy Picrorhiza kurroa.

Hién nay, cac nha khoa hoc da thdy dude tdm quan trong clua cac thude bao vé
gan c¢é ngudn goc tit ciy cd. Vi vay, phai c6 ciac phudng phap nghién citu thich hgp
va thuyét phuc. Tai liéu nay trinh bay mét s& phudng phap nghién citu duge ly
théng dung nhat van duge ap dung trén thé gisi.

1.2. Tai sao lai phai dang qui nhiéu nghiém phap d& nghién ciéu

thudc bao vé gan

Gan ddm nhiém nhiéu chiic ning, ma khéng phai tit ca cac chiic ning nay déu
bi anh hudng nhu nhau, khi cé6 moét bénh gan nao d6. Cling nhu vay, mdt loai thudc
bao vé gan, khong phai c6 thé 1am phue hdi duge tat ca cac chic nang gan da bi v
loan. Do dé, cAn phai ¢6 nhidu thi nghiém khac nhau, khi danh gia tac dung bao vé
gan ciia mét thude. Cac chite ning cta gan c6 thé 1a ndi tist, nhu tao ra cic enzym
lam nhiém vu téng hgp va thodi gidng giycogen, cholesterol, prothrombin; 6 thé 1a
ngoai tiét nhu tao thanh mat, cic acid mat, mudi mat; cé thé 14 chiic nang chuyén
héa nhu khit dde thude, mién dich.,

Mot chudng trinh nghién cfu tac dung bao vé& gan phai danh gia duge toan dién
céc hoat tinh nay, gdm it nhat l1a cac loai nghiém phap sau;

- P81 khéng véi tac dung gy tdn thuong do cac chat doc trén gan.
- Tae dung lgi mat va chdng ( mat.

- T4e dyng diéu hoa mién dich.

- Tae dung trén virus viém gan,

Chudt cong tring va chudt nhit trdng la nhiing déng vat thudng ding nhit
trong thi nghiém. Méi chat doe véi gan ¢ thé anh hudng d&n mét s6 nhit dinh cac
chitc n&ng khéac nhau ctta ¢d quan dudi t& bao cda gan. Do d6, nhiu khi, ¢an phai
thit thuée trén nhiéu chit dde cta gan. Ngodi ra, ¢6 rdt nhidu théng s§ héa sinh
khac nhau cdn nghién citu dé danh gia sy t6n thuong va su phuc héi chite ning ca
cic cd quan dudi t& bao nay nhu ty thé, lysosom, mang tudng. Trén th& gidi, ngudi
ta di ding téi trén 10 loai chat déc gan khac nhau, di nghién cttu gan 20 thong s6
vé gan va 8 théng s6 trong huyét thanh.

Viée nghién citu c6 thé 13 nghién ciu trén toan con vat in vive, ho#c in vitro
trén t& bao gan phén lap va nudi cdy. Ngoai danh gia cac thong s sinh héa, cdn
danh gia cA cac thang s& md bénh hoc. Cudi cling 12 sy nghién citu trén sy ti sinh
gan & con vat bj cdt gan mdt phan.
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Téac dung trén luu lugng mat va céc thanh phén clia mat ¢6 thé duge nghién
cltu 8 chugt lang, chudt nhit tring, chudt céng tréng hosc trén méo gay mé, ding
6ng théng ludn vao dng dan mat. Sy « mat €6 thé giy ra bing cac thudc dic hiéu
nhu ethinyl estradiol hodc c4c chat dge gan khac.

Danh gid tac dung didu hoa mién dich c6 thé duge ti€n hanh & chudt nhét tring
déng Bald-c hodc chudt lang. Céc théng s6 danh gis 1a cac t& bao c6 thim quyén
mién dich v& céc théng s§ mién dich thé dich.

Mot nguyén nhén rat théng dung gay réi loan chite nang gan, dic biét 1a § cac
nudc dang phat trién, 1a viém gan do virus. Do d6 c&n ti&n hanh mét s nghiém
phap thit hoat tinh khang virus khi nghién cftu thudc bao vé gan.

II. NGHIEN CUU TAC DUNG BAO VE GAN TREN TON THUONG
GAN DO CAC CHAT POC VOI GAN

2.1. Cac chat duge dung dé giy tén thuong gan

C6 rat nhiéu chit c6 thé gay tdn thudng gan. Bang 1 gidi thi¢u mot sd chét, lidu
ding, dudng diang va sd ngay sau khi diing lidu gy doc cudi cung sé giét chugt dé
xéc dinh cac thong s6.

Bang 1. Cac chit déc voi gan duge ding d€ giy tén thuwong gan
thuc nghiém & chuét nhit tring

Cé‘i gih:::‘:"’ Liéu ding/l kg | Dudng dang S;ft(fl}g’zgf
Aflatoxin B 7 mg Uéng 4
Amanita phaloides 50 mg Utng 10
Carbon tetraclorid 0,7 ml x 6 1an i.p. 2
d-galactosamin 8,00 mg i.p.

Lanthanum 4 mg 1.v. 4
Monocrotalin (alc.pyr.) 120 mg Udng 12
Paracetamol 2,0g Ubng 2
Plasmodium berghei 5.10° HCNKST ip. 15
Thioacetamid 100 mg 8.C. 2

Ghi chi:  ale.pyr : 12 alcaloid pyrrolizidin
0,7 ml x 6 14n: cach 1 ngay 1 ldn
HCNKST: hong cdu bj nhidm ky sinh triing tht § mastomys.
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Can chi ¥ trong h&u hét cic trudng hgp thudce cé tac dung bio v& gan gay ra
tac dung t61 uu, néu diang thude duge 8 - 10 ngay, trudc ngay giét con vat duge 24
gid. Tt d6, tinh ra c¢fn phdi ding thude nghién citu vao ngay nao la thich hgp.

2.1.1. Dung CCl, g4y tén thuong gan 6 chuét nhdt trang

P& nghién ciu tic dung bao vé gan ciia mot thude trén tén thuong gan do CCl,,

¢ thé tién hanh theo nhiéu cach: '

— Theo phuong phap kinh dién duge ghi & bang 1, liéu CCl, tiém i.p. cho chudt
nhit tring 14 mdi 14n 0,7 mg/kg, ¢ cach mot ngay ding mét 1an, ding 6 14n.
Giét chudt dé xét nghidm vao ngay thit hai sau ldn tiém CCl, cudi cung, titc
1a ngay thi 13 ké tit ngay tiém CCl, ddu tién, va téng lidu CCl, 14 4,2 ml/kg.
Cach ti€n hanh cu thé nhu sau: Hoa CCl, vdi dédu thuc vat theo ty 18 CCly:
ddu 1a 1:9 (viv). Tiém i.p. véi liéu cha dung dich CCl, 1a 0,14 ml/20g chudt.
Gia st muén diing thude nghién citu 8 ngay lién tiép, thi phai dung thudc ti
ngay thit ndm dén ngay thi 12 ké tir ngay bt diu tiém CCl,,

- C6 tac gia chi ding CCI, mdt lan, thi tiém i.p. CCl, véi liéu 4 mb/kg ho#ic
5 ml/kg. LAy 4 ml ho#c 5 ml CCl, hoa véi diu thuc vat cho da 10 ml], rdi tiém
ip. 0,2 ml/20g chudt. Qua nghién citu cia chiing tai, thi dén ngay hém sau,
ALT da t&ng manh. Mic tang manh nhat 13 vao ngay thi ba d&n ngay thit
nam sau khi tiém CCl,. Tt sau ngay thit bdy, ALT ¢6 khuynh hudng giam
dan. Tuy theo dinh giét chudt xét nghiém vio ngay nao, ma ta cho chujt
ding thude nghién citu trude khi bit diu tiém CCl, may ngay.

- Ciing ¢6 tac gia dung liu 4 - 6 mlkg i.p. hoa véi ddu thyc vat, nhung chia
lam 3 14n, cach 1 ngay dung mot 1dn.

- Favari va Alvares (1997) da giy ton thuong gan biing cach cho chudt nhét
trdng uéng CCl, trong 7 ngay. Hai ngiy ddu, udng dung dich CCl, trong dau
thuc vat véi ty 18 1:7, liéu 10 mlUkg; 5 ngay tiép theo, udng dung dich CCl,
trong ddu thuc vat véi ty 18 1:6, cling véi Liéu 10 mlkg (nhu vay, tong liéu
CCl, 1a 11,188 mVkg, nhung dung udng). Thudc nghién ciu duge udng hang
ngay trong 7 ngay. Lé d6i ching cho udng nude cdt véi cung thé tich nhu
thudc. P&n ngay thit tdm thi giét chudt dé xét nghigm.

2.1.2. Ding CCl, géy t6n thuong gan J thé

Thd tucng d6i nhay cam vdi CCl,. Néu ding liéu CCl, 16n hon 1 ml/kg, thé chét
kha nhiéu. Liéu CCl, i.p. thich hgp gay ton thuong gan ¢ thé néu ding 1 14n 1A
1 mVkg, hoa v8i ddu 6 liu theo ty 1& 1:1. Mot tai Liéu An D, diang liéu uéng l1a
0,8 ml/kg ciing hoa loding trong ddu thuc vat. Qua nghién ctu ciia ching t8i, ngay
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xét nghiém t0t nhét tit ngdy 3 d&n ngay 5 sau CCl,. T4t nhién, thé 1a con vt 6 thé
ldy méau duge nhidu 14n, nén cac xét nghiém ding huyét thanh ho#c huyét tuong
cia méu ¢6 thé duge x4c dinh vao nhidu ngay khac nhau.

2.1.3. Ditng CCl, gy t6n thuong gan & chugt céng tréng hodgc chugt lang

D61 v6i chudt cdng tring, lidu CCl, i.p. gdy tén thudng gan 13 2,0 — 2.5 ml/kg;
mdt tac giad d Nga, dang liéu tiém s.c. 12 2 mlkg trong 3 ngay lién tiép; con ddi vdi
chuft lang 14 1,0 - 1,5 ml/kg, ciing phai hoa lodng véi dau thuc vat theo t§ 18 1 thé
tich CCl, véi 3 dén 5 thé tich dau.

Ghi chi: Theo ching téi, liéu CCl, nhu d& néu 3 trén, nén chia ra lam 2 — 3
14n, cac 14n cdch nhau 1 ngdy, dé tranh phai dang mot luc m{t liéu qua cao CCl, dé
giy doc lam chét dong vat thi nghiém.

2.1.4. Diing paracetamol gdy tén thuong gen & chuét nhdt trdng

Ding chudt nhit tring trudng thanh, néing 20 ~ 25 g, khoe manh, khéng phan
biét dyc cdi. Cho chudt ubng paracetamol véi lidu 2 g/kg. Theo kinh nghiém cta
ching t8i, ngdy hom sau, lai cho thém méjt liéu paracetamol Ja 1 g/kg nita. Sau 2
ngay, ldy mau vi 14y gan d€ lam céc xét nghiém.

2.1.5. Gdy tén thuong gan bdng ethanol ¢ chudt nhdt tring hode
chuét cong tring

Cho chugt nhét tring hosic chudt cdng tring udng ethanol 96% véi lidu hang
ngay la 4 ml/kg (trude khi uéng, phai hoa lodng ethanol véi nudc cht) lién trong 45
ngdy, gan sé bi ton thuong. Lb thudc, sau khi cho chudt udng ethanol duge 30 ngay
thi cho diing thudc (song song vén cho uéng ethanol ti&p) hang ngay cho dén ngay
45 (sau khi ding thudc) thi xét nghiém.

2.2. Cic thong s6 danh gia chitc nang gan trong huyét thanh

Céc thong s8 dé danh gia chic ning gan trong huyét thanh duge trinh bay &
béng 2. Trong bang 2, c6 néu cac théng s6, cac tri s§ clia céc thong s6 nay & trang
thai binh thudng va tai liéu néu phudng phap xac dinh céc théng & nay.

Bdng 2. Cac thong s6 danh gia chitc ning gan trong huyét thanh

Cac thong s Tri s8 binh thudng Tai lidu
AST EC 2.6.1.1 52-135 pmol/h/lit Reitman va Frankel, 1957
ALT EC 2.6.1.2 52-112 pumol/h/lit Reiman va Frankel, 1957
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Cac thong s0 danh gia chitc ndng gan trong huyét thanh (tiép theo)

Glutamic dehydrogenase
EC1.4.1.2

1,37-3,88 umol/h/lit

King, 1963

Phosphatase kiém

27-61 pmol/min/dl

Bessey va ¢fng sy, 1946

EC 3.1.3.1

Protein téng s& 5,2-8,6 g/dl Lowry va cong sy, 1951

Albumin 3,20-3,38 g/dl Stavric—Hirosho va
cdng sy, 1974

Bilirzbin 0,15-0,43 mg/dl Malloy va Evelyn, 1937

Lipoprotein—X

Binh thudng khéng cé

Talfant va Tovarek, 1958

Téc dung cia céc chat ddc vé1 gan anh hudng dén cac théng s8 6 bang 2 nhu thé
ndo, duge trinh bay é bang 3. Bang 3 cho thdy, da s6 cic chat gidy doc gan lam tang

cac thong s8 nghién cliu trén huyét thanh, ted tdc dung trén albumin, protein va
cholesterol, thi c6 chit giy ting, c6 chit giy giam.

Béng 3. Anh hudng cla cac chat ddc gan trén cac thong s6 huyét thanh

3. Phosphatase kiém

4. Glutamat
dehydrogenase

5. Bilirubin

6. Cholesterol

7. Triglycerid

8. Lipoprotein-X
9. Protein

10. Albumin

Thong s6 Gidm Tang
1. ALT Khéng chit nao T4t ca trit lanthanum
2. AST Khong chit nao T4t ca tri lanthanum

Khong chét nao
Khong chit nao

Khéng chét nao
Galactosamin
Khéng chét nao
Khéng chat nao

P. berghei, Ale, pyr.

A. phalloides
Galactozamin
Lanthanum

T4t ca trit A.phalloides,
Paracetamol, Alealoid pyrrolizidin
Tat ca trit A.phalloides, P. berghei

T4t c4 trit A. phalloides

P. berghei

Carbon tetraclorid

Carbon tetraclorid, P. berghei
Carbon tetraclorid

P. berghei

2.3. Cadc emzym chinh trong gan phan anh chitc niing gan

Cac enzym trong gan phan anh chiitec néing gan duge trinh bay & bang 4. Trong
bang 4, ghi tén enzym kém ky hiéu qudc t& cla enzym 13 ddu 4n (marker) phan anh
ciu tao nio cia gan bi Anh hudng, tri s6 binh thudng va tai lidu cé ghi cich xéc

dinh céc enzym 46,
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Bang 4. Cac enzym trong gan phan anh chiic ning gan

DAu an Tri s6 binh
Tén enzym (marker) thudng (U/100 Tai liéu
phan anh mg protein)

Succinat dehydrogenase Ty lap thé 0.73-1.08 Slater va Bonner,
EC 1.3.99.1 (Mitochodria) e 1952
Glucose-6-phosphatase Ty lap thé 8.0.9.7 Hubscher va
EC3.1.39 (Mitochedria) T West, 1965
Cytocrom P, * Vilap thé 24,9-39,9 Omura va Sato,
EC 1.14.14.1 (Microsom) 1964
Cytocrom bg* 25,2-27.5
EC 1.6.2.2
5-Nucleotidase Mang sinh 3.00-4.91 Aronson va
EC 3.1.3.5 chat ’ ’ Touster, 1974
1-GT EC 2.3.2.2. Mang sinh Boelsterli va

chat 43,4-50,5 Zbinden, 1979
Phosphatase acid Phén doan Wright va
EC 3.1.3.2 tidu thé 5.68-6.25 cfng su, 1972

(lysosom)

Ribonuclease acid Phén doan 416571 De Duve va
EC 3.1.27.5 tidu thé S cong sy, 1955
Superoxyd  dismutase* | Phan doan 9 52 McCord va
EC1.15.1.1 sau ty lap thé ’ Fridovich, 1969

* Can ly tdm lanh & 12.000 — 150.000 g.

Téc dung cha cae chat gdy doc gan anh hudng dén hoat dd cua cac enzym nay
dude trinh bay & bang 5. Bang 5 cho th&y, da s& céc chit ddc gan 1am giam hoat d6
cla cytocrom P, va cac enzym chuyén héa thuée, nhung lai lJam ting phosphatase
acid, ribonuclease acid, 5-nucleotidase va y-GT.

Bang 5. Anh hudng clia cic chit ddc gan trén enzym trong gan

Enzym

Giam

Tang

Succinat dehydrogenase

2. Glucose-6-phophatase

Carbon tetraclorid

Paracetamol, P. berghe:
A, phalloides Carbon

tetralorid rghei

A. phalloides
Lanthanum, Ale. pyr.

Khéng chit nao

12.PPNC-A
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Anh hudng cua cac chit déc gan trén enzym trong gan (tiép theo)

3. Phosphatase acid

4, Ribonuclease acid

5. 5-Nucleotidase

6. y-GT

7. Superoxyd dismutase

8. Cytocrom P,
9. Enzym khac chuyén
héa thuée

Paracetamol
P.berghei
Thioacetamid

Ifhéng chét nao
Khéng chit nao
Khéng chit nao
Khong chit nao
Carbon tetraclorid
P. berghei

Tat ca

Tat ca

Tat ca
Tat ca
Tat cd
Tat ca
Khong chét nao

Khéng chat nao
Khong chét nao

2.4, Cac co chat chinh trong gan phan anh chiic ning gan

Nhiéu co chat trong gan thay ddi khi gan bi tén thuong. Bang 6 trinh bay mét
0 ¢d chat chinh 14 d4u 4n (marker) phan 4nh thanh phén nao hoic trang thai nao
cua gan bi anh hudng, gia tri binh thudng va tai lidu ghi phuong phap xac dinh céc

théng sd niy.

Bdng 6. Cac cd chit chinh trong gan phan anh chitc ning gan

Diu dn (marker)

Gi4 tri binh

Thong so phan anh thudng Tai liéu
(mg/g gan) _

1. Protein Cau tao mang 132-158 Lowry va cdng sy,
1951

2. Phospholipid Céu tao mang ? Wagner va cing si,
1962

3. Cholestero} Céu tao mang 7,8-12,0 Zlatkis va cdng sy,
1953

4. DNA Tinh trang t& bao gan 2,00-2,76 | Dische, 1930

5. RNA Tinh trang t&€ bao gan 3,66-4,99 | Meijjbaum, 1939

8. Glycogen Tén thudng t&€ bio gan | 40,22-62,70 | Montgomery, 1957

7. Lipid tdng s6 | Chiing nhiém lipid 32,3-50,0 | Folch va cong su,
1957

8. Peroxyd lipid | Chitng nhiém lipid 145,8 Ohkawa va cing sy,

1979

9, Lipoproteim-X

Chting nhiém lipid

Binh thudng
khéang ¢

Talafant va Tovarek,
1978

12 PPNC-B
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Téc dyng clia mot s8 chét gy déc gan trén co chat & gan dugc trinh bay ¢ bang

7. Bang 7 cho thdy, khéng c6 chét gy déc gan nao lam giam lipid téng s8, peroxyd

lipid, cholesterol va phospholipid, nhung t4t c& déu lam gidm glycogen.

Bdng 7. Anh hudng etia cac chit d6c gan trén cd chit trong gan

Théng sé Giam Ting
1. Lipid t6ng s8 | Khéng chat nao T4t ca trit thioacetamid
2. Peroxyd lipid | Khéng chat nao TAt ca tri paracetamol va thioacetamid
3. Cholesterol Khéng chat nao T4t ca trit alc. pyr. va thicacetamid
4. Phospholipid | Khéng chit nao Paracetamol
5. Glycogen T4t ca Khéng'chat nao
6. Protein Alcalotd pyrrolizidin | Carbon tetraclorid
Paracetanol
Thioacetamid
7. DNA Alcaloid pyrrolizidin | Galactosamin
Thioacetamid
8 RNA Alcaloid pyrrolizidin | Thioacetamid

2.5. Danh gia vé mé bénh hoc

Dén ngay xét nghiém, sau khi 18y mau, md nhanh con vAt ra, béc tich lay gan
dé xét nghiém dai thé ciing nhu lam céc xét nghiém enzym va ¢d chat trong gan.
Nhung thong thudng, ngay sau khi bée tach gan, cdn 14y nhiing miéng nhé ctia méi
thuy gan, ¢6 dinh trong dung dich dém formalin 10%. Sau khi xui ly bing cac
phuong phép thudng quy, diic tiéu ban béing parafin, r8i cit nhiing lat cit gan ddy
4 pm, va nhudm trong hematoxylin eosin. Quan sat trén kinh hién vi. Cin phai xét
nghi¢m nhiéu 14t cdt cia mdi thuy. T6t nhét, nén ¢6 2 ngusi quan sat déc lap,
khéng cho ho biét mdu gan nao la thuge 16 chiing, 16 gay ton thuong gan va 1s ciing
gdy tén thuong gan, nhung c¢é dung thuée. Nhitng nghién cttu vé mé bénh hoc
thudng b8 sung rat t6t cho nhiing nghién ctiu héa sinh da mé ta & trén, va rat c6
ich, khi nghién ¢itu tiac dung ciia thuée trén sy tai sinh gan.

2.6. Hoat tinh ctia enzym chuyén héa thudc

Hoat tinh caa cic enzym chuyén héa thude giam di do t&t o cac chit gy déc
v6i gan (xem bdng 5). C6 thé d4nh gia hoat d¢ cla cde enzym chuyén héa thudc
bing nhiéu cach.
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2.6.1, Xdc dinh truc tiép cdc enzym

(6 thé danh gia bing cach dinh lugng hoat d6 cla cytocrom Py, cytocrom b,
ho#ic cac enzym chuyén héa thude khac. Binh thuong, hoat dé chia cytocrom P, 12
24,9 — 39,9 U/100 mg protein, cta cytocrom b, & 25,2 - 27,5 U/100 mg protein. Khi
dang chit giy ddc gan, hoat 46 clia cdc cytocrom va cic enzym chuyén héa thude
khac gidm rdt manh. Gay doc gan két hdp ding thude. N&u thude c6 tac dung bao
vé gan, chéng lai tic dung gay déc gan ciia chat 46, thi hoat dé cta cytocrom manh
hon 16 khéng dung thudc, va ¢6 chifu huéng gdn véi gia tri hoat d§ cytocrom binh
thudng.

2.6.2. Ddanh gid gidn tiép qua dinh luong thube bi chuyén héa

Nguyén tic cia phuong phap dya vao st kigén 13 gan bi t8n thuong s& lam cho
chuyén héa thudc bi gidm di, nén lugng thudc tén tai trong co thé kéo dai. Ta chon
mét thube ma ta cé thé dinh lugng dude trong huyét thanh, vi du nhu antipyrin.
Thi nghiém duge tién hanh trén chudt nhit tréng, ding 3 16, mdi 16 10 - 15 con,
chudt truailg thanh, khde manh, khéng phan biét duc cai, ning 20 - 25g.

- L6 I: Cho chudt udng antipyrin, Iiéu 200 mg/kg. Sau 2 gid, 18y méu chudt dé
dinh lugng antipyrin. Nong dd antipyrin trong huyét thanh chuét xac
dinh duge 1a a pg/ml.

- L6 2: Tt ngay hém trude, giy tén thudng gan bing cich tiém i.p cho chudt
CCl, véi liéu 4 ml/kg hoa trong ddu thyc vat. Sau 24 gid cho chudt udng
antipyrin, rdi dinh lugng antipyrin trong huyét thanh nhu 16 1. Nong d6
antipyrin trong huyét thanh chugt ¢ 16 2 xac dinh duge 13 b pg/ml. Vi
CCl, giy dbc gan, lam giam hoat tinh cla cac enzym chuyén héa thude,
do dé antipyrin bi chuyén héa gidm di, nén b > a.

- L6 8: L6 dang thude T. Gia thigt ta muén ding thudc T trong 3 ngay, thi ta
phai cho chudt uéng thude T trude khi tiém CCl, 12 2 ngay. Dén ngay thi
ba, sau khi tiém CCL, cho chuét udng T mét 14n nita la 3. Sang ngay thi
4, cho chudt udng antipyrin, réi tién hanh dinh lugng antipyrin nhu 16 2.
Néng dd antipyrin trong huyét thanh chuét xac dinh duge & 16 3 1a
¢ pg/ml. Néu thude T c6 tac dung bdo vé gan, thi hoat d§ clia enzym
chuyén héa thudc khong bi gidm nhidu nhu 16 2, va ta sé dude ¢ < b. Néu
thude T ¢6 tac dung bao vé gan cing manh, thi ¢ cing nhé va cing gén véi a.

2.6.3. Ddanh gid gidn tiép qua dinh lugng BSP

Bromsulfalein (bromsulphalein, bromosulfophtalein, sulfobromophtalein, BSP)
12 mét thude, trude day vln duge dung dé danh gia chdc niing gan, nhung hién nay



PHUGONG PHAP NGHIEN CUU TAC DUNG DUGC LY CUA THUSC TU DUGC THAO 181

it dang la do dgc tinh cao. Nhung ¢6 thé dang cho dfng vat thi nghiém. Nguyén tac
clia phuong phap cing giéng nhu thi nghiém véi antipyrin. Dang 18 danh gia hoat
tinh ctia enzym chuyén héa thue (chuyén hoa antipyrin}, thi ¢ diy, danh gia dua
vao su chuyén héa cta BSP. Céch tién hanh ciing nhu muc 2.6.2.

- L6 I: Tiém cham vao i.v. BSP cho chugt nhit tréng véi liu 100 meg/ke. Sau 15
phut, 14y mau dé dinh luong BSP. Théng thudng ham lugng BSP trong
huyét twong & chudt binh thudng 1a dudi 5,0 mg/100 ml.

- L6 2: T ngay hém trude, gay tén thuong gan bing cach tiém i.p.cho chubt
CCl,; vai liéu 4 ml’kg hoa trong ddu thuc vét. Dén ngay hém sau, tiém
i.v. BSP, réi 18y mau dinh lugng BSP trong huyét tuong nhu 16 1. Vi
CCl, gdy déc gan, 1am gidm hoat tinh cta céc enzym chuyén hoa BSP,
nén nong dé BSP trong huyét tuong chudt § 16 2 sé 1én hon 5 ,0 mg/100 ml.
Théng thudng, néu néng d§ BSP > 5,8 mg/100 ml huyét tuong, thi gan
¢6 bi tén thuong, va néng d6 BSP cang 16n, thi mc d6 tén thudng gan
cang nang.

- L6 3: L6 dang thudc T. Ta c6 thé ding thude cho chudt trude ngay dung BSP
mdy ngay 1 tiy. Dén ngay tiém CCl,, sau khi tiém CCl,, cho chuét udng
thudc T mdt 14n nita. Sang ngay hom sau, tiém va dinh lugng BSP nhu
16 2. Néu thude T c¢6 tic dung bao v€ gan, thi hoat tinh cia enzym
chuyén héa BSP khéng bi gidm nhiéu nhu 16 2, va néng d6 BSP trong
huyét tudng s& thap hon nhidu so véi 16 2.

Tac gid An Db thi nghidm trén thé 1,5 - 2,8 kg. Cho thd uéng CC, lidu 0,8
ml/kg (c6 hoa véi ddu thyc vat véi ty 18 1:1 theo thé tich). Ngay hém sau, tiém tinh
mach BSP véi liéu 30 mg/kg. Sau khi tiém BSP duge 2 phiit, 14y mau d tai bén kia,
va sau 30 phit, lai 1dy mau dé dinh lugng BSP. 3 16 a6t ching, khong dung CCl,,
nong 49 BSP trong mau sau 30 phut chi bing 1,33 + 0,23% so véi ldc 2 phit. 8 16
gdy t0n thuong gan bang CCl,, nong d% BSP con 55,4 £ 6,2%. Lo thube, thudng ding
trude khi gdy t6n thudng gan 2 - 3 ngay va ca ngay gy tén thudng gan. Néu thude
6 tdc dung bao vé gan, thi su thai trir BSP tdng, nén néng d6 BSP & thdp hon so
vdi 16 khéng dung thude ¢6 § nghia théng ké, va c6 thé c¢6 khuynh hudng dan téi
nong dd & 16 d6i ching khéng dung CCl,.

2.6.4. Ddnh gid gidn tiép dua vio tdc dung cia thude bi chuyén hoa

Nguyén téc cla phuong phéap dua vaoe sy kién 13, gan bj tén thuong sé lam cho
chuyén héa thuse giam nén téc dung cia thudc sé kéo dai. Trong trudng hgp nay, ta
ciing ti€n hanh 3 16 chudt nhét trdng, mdi 16 10 - 15 con, chudt trudng thanh, khde
manh, khéng phan biét duc cai, ning 20 - 25 ¢.
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- L6 I: Tiém i.p. pentobarbital natri, 1iéu 45 mg/kg, thdi gian ngd trung binh 12
9,9 + 7,3 phit. Xac dinh thoi gian ngi cia chudt nhu sau: Sau khi tidm
pentobarbital natri, chudt s& ngh. Dit chuét ndm nghiéng, 4 chin vé
mét bén. Thoi gian nga duge tinh tit khi chudt bit ddu ngh cho dén khi
chudt tinh, 14t minh trd lai, 4 chan xudng phia duéi.

- L6 2: Ngay hom trude, tiém dudi da (c6 thé tiém 1.p, nhung vi ngay hém sau,
tiém pentobarbital i.p., nén 14n nay cé thé tiém s.c.) CCl, lidu 4 mlkg
hoa véi ddu thyc vat (hose diing mét chat giy déc gan khac). Hai muoi
bon gig sau, tiém pentobarbital nhu 16 1. Do CCl, gdy d6c gan, nén hoat
tinh cta cic enzym chuyén héa thude gidm. Pentobarbital natri chuyén
héa cham, tén tai trong co thé 14u hon, lam cho thdi gian nga trung binh
cla chudt tang 1én dén 23 phuit.

- L6 3: Dung thudc nghién ciu T. Gid sit muén dung thudc lién tuc trong 5
ngay, thi phai ding thudc t ngay trude khi tiém CCl, 12 4 ngay (va
ngay tiém CCL, nita la 5 ngay). Sau dé, dang CCl, va pentobarbital nhu
16 2. Néu thudc ¢é tac dung bao vé gan, chéng lai tac dung doc gan cla
CCl,, thi thoi gian ngl cha chudt s& ngén hon 23 phit. Thude ¢6 tac
dung bao vé gan cang tét, thi théi gian ngl cha chudt cang ngin, cing
gén véi 7 phut.

Trong mét thi nghiém khéc, ciing nghién ctu trén chuft nhit tring, mot tudn
trude khi thi nghiém chinh thic, xac dinh théi gian ngt binh thuéng clia méi chudt
8 loai bd céc chudt c6 thdi gian ngh qué bat thudng véi hexobarbital natri, lidu 80
mg/kg i.p. Mft tudn sau, chudt duge chia thanh nhifu 16 c6 thdi gian ngu tuong tu
nhau gifta cac 16. L6 d61 chiing, thdi gian ngi 1a 26,3 + 3,0 phuit. Lo dung CCI, Liéu
1,2 mlkg, rdi 3 gid sau tiém hexobarbital natri, théi gian ngti 1a 96,6 £ 8,3 phut. Lé
dung thugce bdo vé gan, chéng lai doe do CCl, duge dung trude khi tiém CCL,, théi
gian bao nhiéu 1a tuy theo thudc va dudng ding. Tham chi ¢6 thé diing m&y ngay
trude d6, mdi ngay mdt 14n. Sau d6, tién hanh dang CCl, va hexobarbital natri nhu
16 2. N&u thudc c6 tac dung, thi thi gian ngh sé nhé hon 96,6 + 8,3 phut ¢6 ¥ nghia
thong ké, va ¢6 khuynh hudng gin véi 26,3 + 3,0 phat.

Ghi chii:

- Né&u thay pentobarbital natri bdng hexobarbital natri, thi phai dung liéu cao
hon, cy thé 1a dung liéu 75 mg/kg. Tuy nhién, lidu ghi ¢ day la liéu c6 tinh
cht hudng dn. Khi tién hanh, phéi thim dé 48 dang liéu t6i uu, vi néu thude
c6 ham 4m cao, hoiic thude d€ 14u réi, thi lidu diing cé khi phai cao hon. Ngoai
ra, ciing c6 thé thay pentobarbital bing thudc ngd barbiturat khac.
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- Cén chu ¥, néu thudc nghién ciu cé thém tac dung an than giy ngu, thi do
thude ¢6 tac dung bdo vé gan, nhung thdi gian ngt vén kéo dai. Khi dé6, phai
¢6 bién phap dé loai trit téc dung nay, néu khong sé ¢6 ké&t luan sai.

IIL. NGHIEN CUU TAC DUNG CUA THUGC TREN XO GAN THUC
NGHIEM

3.1. Giy xd gan thuc nghiém
Cé nhiéu phudng phap giy xd gan thuyc nghiém. Sau day 12 vai phuodng phap.

3.1.1. Géy xd gan bdng CCl, trong 12 tuén 1é (Maros, Lakatos, 1971)

Trén dong vat thi nghiém, néu dang CCl, lidu thap va it 1dn sé géy tén thuong
gan. Nhung néu dung CCl, liéu cao va kéo dai hon thi tén thuong gan tién trién,
din dén xd gan. Xd 1a k&t qua cla qua trinh tédng téng hgp va tich tu collagen & gan.

Thi nghiém dugc tién hanh kéo dai 12 tuin trén chuét edng tring khde manbh,
khéng phén biét duc cai, can nang 85 - 100g. Dé gdy xd, tiém dudi da dung dich
CCl, trong déu 6 liu, 2 14n mot tudn trong 12 tudn. Néng do CCl, va liéu dang tiy
theo thai gian:

- 4 tudin ddu: Ty 1& CC),: ddu 6 liu 1a 4:1, 1idu méi 1dn 0,20 ml/100g (tic la
1,6 mV/kg).

- 4 tudn sau: Ty 1& CCL,;: ddu 6 liu 1a 4:2, liéu méi 14n 0,30 ml/100g (tdc 14
2,0 ml/kg).

- 4 tudln cudi: Ty 18 CCl,: déu 6 liu 1a 4:2, liéu méi l14n 0,40 ml/100g (tic 1a
2,4 ml/kg).

Sau khi tiém CCl, 14n cuéi ciing, chudt bi xd gan ré.

8.1.2. Gay xo bdng CCl, vé ché' dé dn udng gidu lipid-ethanol trong 8
tuén (Li C. va cfng su, 2003)

Dung chuft cong tring da trudng thanh ning 130 - 180 g khde manh, khéng
phan biét duc cai. Gay xo gan bing cich tidm s.c. CCl, lidu lan ddu 1a 5,0 mlkg.
Sau d6, mdi tudn tiém 2 l4n véi liéu 1,2 mlkg, lién trong 8 tusn. Song song vdi tidm
CCl, cho chudt &n béng thitc &n tdng hgp, ¢6 thém 20% md va 0,05% cholesterol; con
nudc udng, cit 1 ngdy cho ung nude thudng, lai 1 ngay cho udng nudc ¢6 pha thém
30% ethanol. Riéng nhilng ngay tiém CCl,, cho chudt udng nude thugng. Chuot
dudc cho &n udng thod man, lién trong 8 tuin, hét 8 tudn, chudt sé bi xo gan.
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3.2. Ti€n hanh thi nghiém

Thi nghiém dude tién hanh trén 3 16. M&i 16 10 - 15 con.

- L6 I: Ls d6i chiing, khong diang gi.

- L6 2: Gay x0 nhu trén.

- L6 3: Gay xd va ding thudc. Néu muén nghién citu tac dung e ch& su hinh
thanh xd, thi cho chudt uéng thudc hang ngay ngay t& khi bit ddu tiém
CCl, cho dé&n khi két thic thi nghiém. Thudng 14 sau lidu CCl, cudi ciing
duge 2 — 3 ngay, thi 14y mau, réi mé chudt, 14y gan dé xét nghiém.
Trudng hgp mudn nghién ciiu tadc dung tidu xd, thi sau héu CCl, cudi
cung (léc ndy x¢ da hinh thanh) dugc 3 ngay, méi bdt ddu cho chudt
dung thude hang ngay, lién trong 6 tudn, thi k&t thic thi nghiém.

3.3. Cac thong s6 danh gia
Khi nghién citu tc dung cta thudc trén xd gan, ¢6 thé xac dinh céc thong s6
nhu khi nghién ctu tac dung ctia thudc trén t6n thuong gan thyc nghiém gbm:
- Céc théng s6 danh gia chidc niing gan trong huyét thanh.
- Cac enzym chinh trong gan.
- Céc co chit trong gan, dic bidt 1a peroxyd lipid.
- Xét nghiém mé bénh hoc gan.
Tuy nhién, khi nghién ctu tac dung trén xo gan, vidn dé quan trong nhat 1a
phai nghién ettu théng s vic ché xo va tidu xo & gan.
3.8.1. Nghién citu tdc dung e ché xo

Dé nghién cttu tac dung tic ché x0, ngudi ta dinh lugng collagen trong gan. Néu
collagen gan ¢ nhém dung thude va giy xd ¢ ham hugng thip hon nhém chi gy xa,
thi chiing té thude ¢6 tac dung Gc ché hinh thanh xd.

Ham lugng collagen trong gan duge dinh lugng theo phuong phip Newman-Logan
(1949). Nguyén tdc clia phudng phap 13 thay phan collagen & gan d€ gidi phéng ra
hydroxyprolin (HP). Cho hydroxyprolin phan ting véi paradimethylaminobenzaldehyd
sé sinh ra mdt chit mau. Do quang § bude séng 557 nm. So sénh véi dd thi chudn HP,
tit dé suy ra lugng collagen gan (1 mmol HP tudng duong véi 1 mg collagen). '

3.3.2. Nghién ciu tiéc dung tiéu xo

Dé nghién cltu tac dung tiéu xo, phai dya trén ca théng s6 ham luong collagen
trong gan va dic bigt 1a ham hegng hydroxyprolin trong nude tiéu. Néu & nhém gy
xd + thude, him higng HP trong nudc tidu cao hon § nhém gay x¢ khong ding
thude, thi thudc c6 tac dung tiéu xo.
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CHUONG 16
PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUGC LY THUOC
CO TAC DUNG SINH MAT VA THONG MAT

PGS.TSKH. P6 Trung Dam

m

MG PAU

Thuat ngit sinh mat (choleretic, choleresis) ¢ nudc ta con goi 1a lgi mét; con
thuat ngd théng mat (cholagogic) hogc 14 chéng @ mat (anticholestasis,
anticholestatic). Tuy nhién, thuat ngd Iot mat, nhiéu khi dé chi chung khi mat tiét
vao t4 trang tang 18n, khong phan biét d6 1a sinh mat ho#c 14 théng mat.

Dé nghién ciu tac dung 1¢i mat néi chung, ngudi ta dung loai déng vat cé tai
mat nhu chudt lang, ché hosic thd. Giy mé con vat, md bung, réi luén mdt éng thong
vao 6ng mat chi. Xac dinh hu lugng mat chay ra khi chua ding thuée va sau khi
ding thude. Néu sau khi dung thude, luu Iugng mat chay ra nhidu hon so vdi
chitng, thi két luan 1a thudc cé tac dung 1gi mat néi chung, khong phéan biét duge sy
tdng nay 1a do gan sdn xuilt ting, hay do mat tf tui mat chay ra ting.

D& nghién citu tac dung sinh mat hodc l¢i mat véi § nghia chi tinh mat duge tao
ra, ngudi ta phai ding con vat khéng c6 tii mat nhu chudt cong tring. Dt véi cac
con vit c6 tii mat, phai thit Sng din mat lai, dé mat tao ra tit cée t& bio gan, di
vao cac dudng din mat trong gan, tap trung vao ong gan phai va éng gan trai, rbi
d8 vao dng mat cha, O ddy, mat duge dan luwu qua éng théng va duge ta hing 14y.
Nhu vay, mat tao ra duge dén dau, sé chay ra ngoai va ta sé xac dinh luu lugng mat
tiét ra qua ting thoi gian. Nau mit tiét ra sau khi dang thuse tang 1&n, thi thudc c6
tac dung ting sinh mat.

D61 v6i chudt nhét tréng, 13 con vat cling ¢6 tdi mét, nhung lugng mat tiét ra it
v Ong mat chd nhé, vt khé ludn Sng thong vao dé din hru mat, thi cach tét nhat
12 thit ng mat chd, d8 mat duge san xudt tap trung vao tti mat. Néu lugng mat
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xéac dinh duge 6 16 dung thuée 1dn hon so véi § 16 d6i ching, thi thude cling ¢d tac
dung tang sinh mat,

Dé nghién citu chi riéng tac dung thong mat, tic 1a tac dung kich thich @@ cho
mit trong tdi mat chay ra théi, cling tién hanh ludn éng théng vao 8ng mat chi
(ductus choledocus), dé din luu mat § trong tdi mat chdy ra, nhung mat dugde sén
sinh tit t€ bao gan, phai duge thao ra ngoai, qua dng dan tit Sng gan chinh (ductus
hepaticus). Phia dudi 16 théng din ti 6nggan chinh, nén thét lai.

Tac dung théng mat ¢é thé do nhiéu cd ché:

- Do ti1 mat tang co bép.
- Do gidn 6ng dan mat.
- D8t vdi ngudi ho#e con vat khéng din luy, ¢é thé con do gidn co thit Oddi,

do tidu séi mat & ng din mat, do ddy dudce sdi ra ngoai...

Khi nghién ctGu thay luu lugng mat ting, c6 thé con phai xac dinh xem chét
lugng mat nhu thé nao, vi c6 nhiéu thude tuy lam téng luu lugng mat, nhung la tiét
mat loAng (hydrocholeresis). Mudn biét rd, phai xac dinh cac thanh phén trong dich
mét. Vi du:

- Xae dinh ty trong cua mat,
- Xéc dinh ty 18 ciin khd trong mAit.
- Xac dinh céc thanh phéan chinh trong méat, nhu:
¢ Dinh lugng cac acid mat, mudi mat.
¢ Dinh lugng bilurubin, cac séc t& mat khic.
¢ Dinh lugng cholesterol, phospholipid.
¢ Dinh lugng carbonat, CI”, Ca, Na, K.
Cha y:
Mat sdn xudt tir t& bao gan lodng hon nhiéu so vdi mét cé & trong tii mat, vi
mat trong tii mat da duge ¢ diic gdp 5 - 10 14n.

I. NGHIEN CUU TAC DUNG LOI MAT CUA THUOC G CHUOT LANG

1.1. Nguyén tic

Chudt lang 1a loai dong vat co tii mat, vi vay, néu nghién ciu tac dung 1gi mat
néi chung cua thudc, thi chi can luén 6ng théng vio dng mat cha (ductus
choledochus) rdi dan luu mét ra ngoai. Néu mudn xac dinh riéng tac dung sinh
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mat, thi phai thdt 6ng tui mat (ductus cysticus) d& mat t¥ twi mat khoéng thoat ra
dudge, con m4t do t& bao gan san xudt ra duge din luu qua ong polyethylen ludn vao
8ng mat chi dé chay ra ngoai. Con néu mudn nghién citu riéng tac dung thong mat,
thi dan htu mat tr 6ng mat chi ra, nhung phdi thét éng gan chinh (ductus
hepaticus) dé mat tit gan khong thé chay vao 6ng mat chii duge. D& tranh mat duge
t&€ bao gan sin xu#t ra khéng bj & & éng gan chinh, ¢6 th§ anh hudng dén thf
nghig¢m, phai c6 mét éng d€ diin mat tir §ng gan chinh ra ngoai. Dudi day, xin trinh
bay phudng phap nghién citu tac dung 1gi mat néi chung.

1.2, Phudng tién, may, dung cu

* D& xdc dinh ltu luong mét, cén:

- Chuot lang truéng thanh, khoé manh, khéng phan biét due hodc c4i, cin ning
350 - 550g.

- Bom va kim tiém,

- Ban mé nhd bing gb dé ¢& dinh chuét, kich thudc 20 x 30 x 2 cm,

- Dén 100W diit duéi ban chudt dé suéi &m chudt va nhiét k&, dé duy tri nhiét
d§ 35°C, ho#ic mét phuong tién diéu hoa nhiét d4.

- Urethan hodc etylurethan dé giy mé.

- Dao mé&, kéo, banh.

- Kim chi.

- 6ng polyethylen nhd, thanh méng d€ din lwu mat, dudng kinh trong 0,7 mm,

duong kinh ngoai 2 - 1,2 mm, dai 15 cm, mt ddu léng vao mdt kim dai
khoang 2 ecm, dudng kinh ngoai 0,8 mm dé ludn vao dng mat chi.
- Ong polyethylen nhd ¢6 canun ludn vio t4 trang dé bom thude nghisén ctiu vao,
néu mudn dung thudc tryc tiép vao ta trang.
- 6ng dong hoéc pipet chia dé dén 0,01 ml d& hing mét chay ra.
- Déng hé dé theo doi thdi gian
* Dé xde dinh cdc thong s6 trong dich mét nhu ty trong, ham lugng chat khé, ham
lugng bulirubin, ham lugng céc ion nhu CI°, COJ, Na*, K ... thi tuj theo ta muén
xac dinh thong s8 n2o, ma cidn cac phudng tién, may, dung cu thich hgp. Cé tac gia
con dinh lugng trong dich mat cac théng sd sau: cholesterol, acid cholic, acid

deoxycholic, acid lithocholic, acid chenodeoxycholic, acid cetolithocholic, acid
oxycholic.
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1.3 Cach tién hanh

Cho chudt nhin an t& t61 hém trude. Sang hém sau, gdy mé chudt béing cach
tiém trong mang bung dung dich urethan 20 - 25% vdi liédu urethan 1 g/kg. Budc
chudt lang 1én ban mé nhd, ¢6 kich thude 20 x 30 x 2 em, lung & dudi bung 1én trén.
Cao 16ng mit trude bung va mit trong dul chudt.

Phia duéi nguc, rach mot vét rach & gilia bung dai 2 - 3 em. Béc 16 ta trang, dua
ra ngoai khoang bung. Béc tach dng mat chid. Thit mot nit § phia gin t4 trang.
Liy ong polyethylen mét dau ¢é kim tiém, ludn kim tiém vao 6ng mat cha, phia
trén nudt that, réi bude chit lai 48 dan luu mat. That chat mén vi, 14y dng
polyethylen mét d4u ¢6 canun, luén canun huéng vé phia ta trang, rdi budc chat lai,
dé bom thudc vao ta trang qua dng polyethylen nay. Cubt cing, déng vét mé lai.

Sau khi m8 xong, dé cho con vat 8n dinh trong khoang 30 phut dén 1 gis. Mat
qua 0ng polyethylen duge thu vao mét éng dong nhd hode mot pipet ¢é dd chia dén
0,01 ml. Doc thé tich mat chay ra trong 30 phut, goi 1a thé tich mat co ban hoac thé
tich mat nén (background). Sau d6, bom thudc vao ta trang. Doc thé tich mat tiét ra
trong 30 phit mdt, ngay sau khi bom thudc che dén 90 phiit. Lo d6i chiing, thay
thuéce bing dung dich NaCl 0,9% véi cung thé tich. M3i 16, diing tit 6 con vat trd 1én.

Cé thé xAc dinh mét s& thong sd trong dich m#t tuy theo didu kién ctia phong
thi nghiém va yéu ciu chia ngudi nghién citu.

1.4. Panh gia két qua

Thé tich mat thu duge & méi chudt cit 30 phit mét duge tinh quy cho 100g cAn
n#ing chudt. Sau d6, tinh thé tich mat trung binh chia mdi nhém cé 30 phit mjt.
Trong mdt thi nghiém thit trén 1 16 dé1 ching va 1 16 thudc nghién ciu A,

chiing tdi da thu dugce cde s6 liéu sau:

Tac dung ctia thudc A trén thé tich mat tiét ra § chudt lang

Ls Thé tich mét tiét ra (ml/100g)
O
30 phit nén 0-30 phut 30-60 phut | 60-90 phat
Déi chitng Vo= Vo = Voo = Vg =
n=6 0,38 + 0,04 0,37 + 0,03 0,36 £ 0,04 0,32 + 0,03
Thudc n = 8 V= Vi = Vieo = Vigo =
0,36 + 0,03 0,68 £ 0,06 0,39 + 0,04 0,35 + 0,05
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* Trong d6 :

Ve, Vi 12 86 trung binh ctia thé tich mat nén trong 30 phut & 16 d6i
chitng va 16 thudc.

Vesor Veso VA Vigo 12 s trung binh thé tich mat tiét ra theo thi ty 0-30,
30-60 va 60-90 phut & 16 d6i chiing,

Viso, Vigo VA Vigy 14 88 trung binh thé tich mat tiét ra theo thit tu 0-30,
30-60 va 60-90 phut ¢ 15 thude.

* Trudc hét, so sanh thé tich mat tiét ra trong 30 phuit mét va tinh théng
ké xac sudlt, sau khi ding NaCl 0,9% so véi thé tich mat nén & 16 d6i
ching. Trong vi du trén, 6 16 d6i ching, luu lugng mat tiét ra trong 30
phiit mot kha dn dinh. Cang vé sau, luu lugng mat c6 gidm, nhung dén
phiit 90, sy gidm caa huu lugng mat vin khéng ¢6 ¥ nghia théng ke.

* Luu htgng mat nén § 2 16 thude va déi ching x4p xi nhau va sy khae
nhau khong c6 ¥ nghia théng ké.

* Ciing tif bang trén, d 16 thuéc, ngay sau khi dang thude, luu lugng mat
ting kha manh. So véi khi chua ding thude, hose so véi 16 d6i ching &
cung thoi diém, sy khac nhau cé y nghia théng ké véi P < 0,001. Nhung
sau d6, ltu lugng mat lai tré vé x&p xi luu lugng mat nén, va rdi thap
hon. Nhu vay, thudc A c6 tac dung lam tang luu lugng mat trong khoang
30 phit ngay sau khi dung thudc.

bo 1gi mat L% c6 thé duge tinh theo cong thitc sau:

L%:M x100=M=83,8% (1)
Vcsn W3

Vi 8 16 déi ching, luu lugng mat tiét ra kha 8n dinh, va luu lugng mat nén & 16
thuéc khéng khac so véi 16 d6i chiing. Vi vay, 46 1¢i mat L% cling c6 thé duge tinh
theo cong thitc sau:

1% =Y Vi yy59 - 068036
v

it »

= 88,9% (2)

Nhu vay, néu tinh L theo céng thite nay, thi 16 d6i ching dude tién hanh chi ¢6
tfnh chat tham khao va dé kiém tra phuong phap.

Pesson va cdng sy (1959), di tinh d¢ lgi mat theo cong thdc 2, va thu dugce cac
ké&t qua sau:
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- D6 1gi mat cua natri dehydrocholat 1a 70%.
- D6 1¢i mat cua acid ferrulic 14 72%.
- D6 lgi m4t etia natri 4-methoxy-naphthoylpropionat 1a 162%.
e Néu V5, > V,, thi thude nghién ciu c6 tac dung Igi mat.
» N&u V4 < Vo thi thude nghién ctiu c6 tac dung dc ché sy tidt mat.

Duya trén cac s liéu thu dude, c6 thé vé db thi theo dang hinh ¢6t hosc hinh
gap khic.

Ii. NGHIEN CUU TAC DUNG SINH MAT CUA THUOGC G CHUOT
CONG TRANG

2.1. Nguyén téc

Chubt cong tring 1a loai vat khong c6 tii mat. Théng thudng, khi cac t& bao
gan san xuit ra mat, mat sé vao cac dudng dAn mat trong gan, vao dng gan, qua
8ng mat chi, rdi 46 vao ta trang. Nhu vay, luu lugng mat thu duge d 6ng mat chu 1
do cac té bao gan tiét ra. D6 chinh 12 sy sinh mat, khéng 1&n véi tac dung thong
mat. M6 hinh nay d€ nghién ciu tic dung sinh mat hodc thudc lam giam sy tiét
mat (theo phudng phép cia Claude Rozé).

2.2, Phuong tién, may, dung cu

* D& xéc dinh luu higng mat, cén:
- Chudt cdng tréng trudng thanh, khod manh, khéng phén biét dyuc ho#c cai
(néu dung tat ca chudt dyc sé cho két qua tét hon vi déng déu hon), can
néng 200 - 350g. Kinh nghiém cho thay, néu chudt to, thi luu lugng mat
chay ra nhiéu hon,
- Céc dung cu khac, nhu muyc 1.2.
* D& xac dinh céc théng s§ trong dich mét nhu t§ trong, ham lugng chat khé, ham
lugng bilirubin, ham hugng cac ion nhu CI°, CO;, Na*, K* ... thi tuy theo ta muén

xac dinh thong s6 nao, méa cin cic phuong tién, may, dung cu thich hgp.

2.3. Cach tién hanh

Cho chudt nhin 2n tir t&i hém trude. SAng hém sau, gdy mé chudt biing cach
tiém trong mang bung dung dich urethan 20 - 25% véi liéu urethan 1 g/kg. Buje
chudt 18n ban md nhd, ¢d kich thude 20 x 30 x 2 cm, lung & dudi, bung 1&n trén. Cao
léng mit trude bung va miét trong did chudt.
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Phia dudi ngye, rach mot vét rach & gilta bung dai 2 - 3 cm. Béc 16 ta trang,
dua ra ngoai khoang bung. Béc tach ng mat chd. Thét mot nat & phia gin ta
trang. Ldy dng polyethylen moét ddu cé kim tiém, Iudn kim tidém vio Ong mat chu,
phia trén nat thét, r8i budc chat lai dé dan lwu mat. Thét chat mén vi, 18y dng
polyethylen mgt ddu c6 canun, luén canun hudng v& phia ta trang, rdi buge chit lai,
dé€ bom thudc vao ta trang qua dng polyethylen nay. Cudi cing, déng vét mé lai.

Trong trudng hgp mudn tiém thude vio tinh mach dui, rach da & mit trong dui,
ché gén ben. Béc 10 b6 mach thdn kinh. Béc tach tinh mach dii. Luén 2 sdi chi 4
dudi tinh mach nay. Mot sgi thit tinh mach lai (vé phia ban chan). Ludn mét kim
t1#m vao tinh mach, phia trén nit thdt. Thét chat kim da ludn trong tinh mach
bing s¢i chi con lai, réi déng da lai. Ngay sau khi mé xong, lam néng con vat dé duy
tri & nhiét do 30 2 0,5°C. D& cho con vat dn dinh trong khodng 30 phit d&n 1 gid.

Mat qua 8ng polyethylen duge thu vio mét éng dong nhoé hodic mot pipet c6 ¢6
chia dén 0,01 ml. Poc thé tich mat chdy ra trong 30 phuit, goi 1a thé tich mét cd ban
hoge thé tich mat nén (background). Sau dé, bom thuse vao ta trang hodc tidm
thude vao tinh mach tuy theo yéu cdu. Doc thé tich mat tiét ra trong 30 phiit mét,
ngay sau khi bom thudc cho d&n 90 phit. Lé d6i chiing, thay thusc bing dung dich
NaCl 0,9% véi ciing thé tich. M&i 16, ding tit 6 con vat trd 1én.

Ciing c6 thé xdc dinh khéi lugng méat chay ra trong 30 phit mét hosc trong 1
gid mdt, theo mg/30 phiit hodc mg/gid. Mudn thé, phai chudn bi cac cde thuy tinh
nhé da sdy kho, cdn bi va danh s6. Ctt 30 phiit (ho#c 1 gid) lai thay mét ¢dc khac da
danh s§ theo thi ty. Cudi cing, cho tdt ca cac cbc da hing 14y mat vao tu sdy o
100°C. 84y dén khéi lugng khong d6i. Cho vao binh hit &m. Sau khi cac céc da
ngudi, cdn trén can phén tich. Khéi lugng mat & méi 6 1a higu & giita khéi lugng
cdc c6 mat va khéi lugng cde khi chua c6 mat.

C6 thé xac dinh mot s& thong s6 trong dich mat tuy theo didu kién cha phong
thi nghiém va yéu cdu chia ngudi nghién citu.

2.4. Danh gia két qua

Gia thiét trong thi nghiém nay, ta tinh lugng mat theo khéi lugng mit thu duge
d mdi chudt ¢t 30 phit mét, duge tinh quy cho 100g cin ning chudt. Sau 44, tinh
thé tich m4t trung binh ciia méi nhém cit 30 phiit mét theo mg/100g chudt.

Trong mét thi nghiém thi trén 1 16 déi ching va 1 16 thude nghién cdu 1a natri
dehydrocholat véi liéu 25 mg/kg, ching t6i d& thu duge cae sé liéu sau:
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Tac dung cliia natri dehydrocholat trén lugng mat tiét ra

8 chuét céng trdng

La Khéi lugng mat ti€t ra (mg/100g)
0
30 phut nén 0-30 phuat 30-60 phiit 60-90 phat
D1 chitng My = Mgy = My = Mgy =
n==06 233,71 19,9 223,3 £ 18,7 219,56 £ 21,2 212,6 £ 20,5
Thuéc n = 8 My = Mg = Mygs = Mg =
Ligu 25 mg/kg 221,4+19,4 319,4+ 25,8 234,81 22,6 194,3 + 23,1

Trong d6 :

- Mg, My la s6 trung binh cGa khéi lugng mat nén trong 30 phit § 16 déi

chiing va 16 thudc.

- Mg, Megy VA Mg, 18 86 trung binh khéi lugng mat tiét ra theo thit ty 0-30,
30-60 va 60-90 phit ¢ 16 d61 chiing.

- Mygg, My VA My 14 6 trung binh khoi lugng mat tidt ra theo thi ti 0-30,
30-60 va 60-90 phut & 16 thude.
* Trude hét, so sanh khéi lugng mat tiét ra trong 30 phit mét va tinh
thong ké& x4c suit, sau khi dung NaCl 0,9% so véi khéi lugng mét nén 4§ 16
d4i ching. Trong vi du trén, & 16 461 chiing, huu lugng mat tidt ra trong 30
phit mét kha 6n dinh. Cang vé sau, khéi lugng mit c6 gidm, nhung dén
phiit 90, su gidm cfia khéi lugng mat vin khong cé § nghia thong ké.

* Khéi lugng mat nén d 2 18 thude va d6i chitng x4p x1 nhau va sy khac
nhau khéng ¢6 ¥ nghia théng ké.

* Ciing tit bang trén, & 16 thude, ngay sau khi diing natri dehydrocholat,
khéi lugng mat ting kha manh. So véi khi chua dung thude, hodc so véi
16 d8i chitng & cung thoi diém, sy khac nhau cé6 ¥ nghia thong ké v
P < 0,001. Nhung sau d6, khdi lugng mat lai trd v& xdp x1 khéi lugng mat
nén, va rbi thap hon. Nhu vay, natri dehydrocholat c6 tic dung lam tang
luu luong mat trong khodng 30 phit ngay sau khi dung thudc.

Db 1gi mat L% c6 thé duge tinh theo céng thic sau:

L% = My — My
mc30

319,4 -2233
2233

X 100 = =43,0% (1)

Vi & 16 481 chitng, khéi lugng mat tiét ra kha én dinh, va khéi lugng mat nén 8
16 thudc kXhang khae so véi 16 d6i chitng. Vi vay, d6 1gi mat L% ciing ¢ thé dude tinh
theo cong thic saw:
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1% = M3y — My X 100 = 319,4—221,4

=443 % (2)
m, 2214

Nhu vay, néu tinh L theo cong thiic (2) nay, thi 16 d6i ching duge tién hanh chi
¢6 tinh chat tham khdo va dé kidm tra phuong phép.

¢ N&u myg > m,, thi thude nghién cdu ¢ tac dung lgi mat,.
* N&u mys, < my, thi thude nghién citu e tac dung dc ché sy tiét mat,

Ta ciing ¢6 thé dya trén cac s8 ligu thu duge, vé dé thi theo dang hinh cdt hoac
hinh gép khuc,

1. NGHIEN CUU TAC DUNG SINH MAT CUA THUOC G CHUOT
NHAT TRANG

3.1. Nguyén tic

Chudt nhét trdng c6 t4i mat, nhung rdt nhé. Lugng mat tiét ra ciing khong
nhiéu, vi vay, khong thé din luu qua dng mit cha duge. Nguyén téc cia phuong
phép la phéi gy mé nhe chudt rdi thit 6ng mat chil & ¢ 2 16 d6i chitng va 16 thudc.
Sau mét thdi gian, lai gy mé chuét, béc tach tii mdt, cdn tudi tdi mat. Sau dé, rach
tai mat, dimg gidy loc, thdm hét dich mat trong tdi mat. Céan tdi mat khi khéng con
mét. T d6, tinh ra khéi lugng mat cha ting chuét. So sanh khéi Iugng mat trung
binh cua chudt trong 16 thude so véi 16 di ching (phuong phap Rudi, 1977).

Ta coi nhu lic ban ddu, khéi lugng mat trong tii mat & cd 216 1a tuong duong
nhau. Nhu thé, néu ¢ 16 dung thude, khéi lugng mat trung binh Ién hon & 16 d&i
chitng, thi thudc c6 tac dung téng sinh mat. Nguge lai, n&u khéi lugng mat trung
binh ¢ 16 thudc nhé hon & 16 d6i chitng, thi thude ¢6 tac dung dc ché sy sinh mat.
Trong thi nghi¢m nay, ta chi c6 thé xac dinh dude théng s6 khéi Iugng mat.

8.2. Phuong ti¢én, may, dung cu
- Chudt nhit trdng trudng thanh, khoé manh, khéng phan bist duc hojc
céi, cAn niing 20 - 22g, t6t nhét 13 24 - 30g, nhung khéng duge dung chuét
gia,
- Bom va kim tiém.
- Ban m@ nhé béng g6 dé cg dinh chugt, kich thude 18 x 5,5 x 1,2 em.

- Dén 100W dit dudi ban chuét dé sudi &m chudt va nhiét k&, 48 duy tr
nhiét d & 38°C, hodc mét phudng tién didu hod nhiét d.

13.PPNC-A
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- Ether 48 gay mé chudt.

- Dao md, kéo, banh.

- Kim chi.

- Péng hd dé theo doi thai gian.

- Bong,

3.3. Cach tién hanh

Chia ngau nhién chudt ra lam nhiéu 16, méi 16 it nhat 10 con: mdt 16 d6i chiing,
1 16 ding thudc tham chi€u va 2 16 ding thudc nghién cu véi 2 liéu khic nhau
(thudng dung lidu lén hon nhau 2 14n). Trude hét, cho chudt dung thude, 16 461
chiing diing dung méi pha thudc. Sau 60 phit, gAy mé nhe bing ether. C& dinh
chuét trén ban mé, lung & dudi, bung lén trén. Cao 1éng mat trudc bung va mit
trong dii chuét,

Phia dudi nguyc, rach mét vét rach & bung dai 2 cm. Thét 6ng mat chd, rdi khau
vét mé lai. Chudt & tinh lai binh thudng. Sau 30 phut k& tit khi thit 6ng mat chq,
giy mé chét chugt. M& bung chudt, béc tach 18y tii mat, rdi can trén cin phéan tich
duge m, (mg). Rach tui mat. Tham hét mat trong tGi mat bing gidy loc, roi can vd
tii mat, duge m, (mg). Khoi lugng mat trong tdi mat cua chudt dé 13 m, - m, (mg).
T d6, tinh khoi lugng méat trung binh cha mét chudt ¢ méi 16.

Thudc c6 thé cho udng hote tiém. O trén, di trinh bay cach cho ding thude mot
1an. N&u mudn ding thudc 4 14n chdng han, thi 3 ngay trude khi mé chudt, méi
ngay cho chudt ding thude 1 14n, dén ngay md chuét, cho ding thude 1 14n nita 1a 4.

3.4, Danh gia két qua

Goi m, 14 khéi lugng mat trung binh cia méi chudt § 16 d4i ching.
m, 14 khéi lugng mat trung binh clia méi 16 chudt d 16 thude.

Néu m, > m, thi thudc ¢6 tdc dung lam t#ng tiét mat.

Né&u m, < m, thi thuéc ¢ tac dung tic ché tiét mat.

Trube hét, danh gia ¥ nghia thdng ké sy khac nhau giita 2 16 ding test "t" cua
Student,

Tac dung 1gi mat L% cuaa thude dude tinh theo cong thitc:

%= 2" y100

m

¢

13.PPNC-B
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Ghi chu

Theo kinh nghiém caa chiing t6i, § 16 khéng dung thude, khé&i hugng trung binh
dich mat trong tGi mat 6 16 d6i ching vao khoang 4,5 - 6,5 mg. Néu dang chudt
nhét tring to, thi khéi lugng nay ¢é thé 1én dén 10 mg. Tét nhién, sau khi tinh
toan, phai bidu thi tri s§ trung binh bing s& trung binh + sai sé chudn (M + SE).

IV. CAC MO HINH KHAC NGHIEN CU'U TAC DUNG LOI MAT

4.1. Nghién cu tic dung l¢i mat ctia thude & thé

Thé caing 14 loai dong vat c6 tiii mat. Cach thie tidn hanh nghién et téc dung
lgi mat cha thude & thé ciing gibhg nhu khi nghién cftu trén chudt lang. Néu chi
mudn nghién eitu the dung ciia thudc trén st sinh mat, thi t6t nhat 1a that ong tai
mat (ductus cysticus) lai.

Thudng ding thd khéng phén biét dyc cii, khoé manh, trudng thanh hose gin
truéng thanh, cén ning 1,7 - 2,6 kg. Thudng ciing gy mé bing urethan véi lidu
tiém i.p. 1& 1,0 - 1,5 g/kg. Céc thao tac khéc cing gidng nhu tién hanh trén chuét
lang.

4.2. Nghién citu tac dung 1¢i mét cta thude d ché

Nghién cttu trén ché s& cé két quad t6t hon vi ché gén véi ngudi hon so véi chudt
va thé. Tuy nhién gia thanh ddt, nén méi 16 thudng chi 1am vai con, va do d6 khéng
danh gid thong ké duge. Ché cling 1a loai déng vat c6 tii mat, nén néu nghién citu
tac dung sinh mat thi nén thit dng tii mat lai.

Gay mé ché, nén dung natri pentobarbital, tiém i.p. liéu 25 mg/kg, sau 10 phit,
tiém i.v. thém 15 mg/kg. Sau khi ché dd mé, md bung, d&n Iuu éng mat chi. Théit
Ong tii mat, 4 mat trong tdi mat khéng dnh hudng dén mét duge sinh ra do t&€ bao
gan. Cac thao tac khac duge ti€n hanh nhu & chuét lang.

4.3. Nghién citu tdc dung sinh mit trén con vit tinh

D& nghién citu st tiét mat trén con vat tinh, khéng ¢ trang thai mé, co thé
ding bét ky loai dong vat ndo e6 thé diin hiu mat duge, trit nhitng con vat qué nhé
nhu chuét nhit tring.

Trude hét, gy mé con vat. M3 byng. Thét Sng tdi mat. Dit &ng théng
polyethylen vao 6ng mat chi d€ din luu mat. Din &ng théng ra khdi khoang
bung, réi luén Sng théng dudi da, dua 1én gay con vat, réi dé ddu ong théng ra
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ngoai & khodng gilta 2 tai con vat. Hang ngay, thu mat. Tinh thé tich dich mat
thu duge. Phén tich ham ludng mét s6 chét trong dich mat tuy theo yéu cdu caa
ngudi nghién citu.

V. NGHIEN CUU TAC DUNG THONG MAT

5.1. Nguyén tic

Nghién citu tic dung thdng mat hodc tac dung chéng  mat c6 thé tién hanh
theo cac cich sau:

5.1.1. Gay & mat

Vige gy @ mat c6 thé duge tién hanh bdng cach dung ethynylestradiol léu
5 mglkg tiém dudi da trong 3 ngay lién tidp; bAng paracetamol udng liéu 2 g/kg
ho#c bing thioacetamid. Sau d6, chia cac con vat ra 1am 2 16, mdt 16 d6i ching va
mét 16 thudc va tién hanh din Iuu mat theo cac phuong phap thong thudng. O 16 dsi
chimg, do diing chit gy ( mat, nén thé tich mat chiy ra it. Néu § 16 dung thude,
thé tich mat thu duge nhiéu hon ¢6 ¥ nghia théng k& so véi 16 d6i chéing, thi thude
nghién cu ¢6 tae dung théng miat,

5.1.2. Ddn luu mat tie 6ng tii mét chdy ra

Nhu da trinh bay 6 trén, theo cach niy, mdt mit, phai ddn mat ti dng gan
chinh ra ngoai dé mat sinh ra tir t&€ bao gan khong 1in vio véi mat ti tdi mat chiy
ra; mat khae, ddn luu mat ti tii mat chay ra qua mot dng polyethylen dé din luu
mat tit ng mat chd. Cho thude nghién ciu vao ta trang, néu thude ¢6 tac dung kich
thich mat tir tdi mat chay ra, thi thé tich mat thu duge § 16 dung thude sé nhiéu
hon & 16 khéng dung thude.

5.1.8. Tac dung trén su co c0 tron cua tii mét & chudt lang hode thé
in vitro

Giét chudt lang hodic thd bing cach 18y mdt manh gb chéce, dap manh vio diu
cho con vit chét dot ngot. Mé bung, béc tach dng tdi mat rdi thét lai. Cit 6ng dén
mat & phia bén kia cla tdi mat. Béc tach nhanh tui mat, réi cho tii mét vao binh
nudi ¢ quan cb 1ap dd c6 sdn dung dich Tyrode (NaCl 8g; KC1 0,2g; CaCl, 0,2g;
MgCl,; 0,1g; NaH, PO, H,0 0,065g; NaHCO; 0,5g; glucose 1g; nudc cit vita da 1000
ml) suc khi oxy va giit § 37°C. Ghi sy co bép binh thudng cua tui mat qua mot may
bién nang ddng truong. Sau d6 thém thude vao binh co quan cé lap. Néu thude c6
tac dung lam ting co bép tii mét, thi bién 46 co bdp cua tii mat sé tang 1én.
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Mudn nghién ciu tac dung chéng co bép tdi mat, trude hé, phai lam cho tii
mat ting co bép bing cach dang acetylcholin 50 ng/ml, hodc histamin 0,5 pg/mi.
Nhé dan dén ting giot clia chat gy co cho dén khi sif co bép dat yéu cfu. Ghi thé
tich chat gay co (vi du a giot). Réia ch& phdm tiii mat 3 l4n dé loai bd hét chat gay
co. Thém thudc nghién ciiu vio méi trudng. Sau 1 phit, thém vao a giot chét gay co.
Tac dung chéng co bép tai mat duge danh gia bing cach so sanh bién dé co trudc va
sau khi ding thudc nghién citu.

5.1.4. Tac dung trén su co bép tii mét ctia ché in vivo

Ché khoé manh, khong phan biét duc cai dude gy mé va mé nhu khi din luu
mit trong thi nghim lgi mét. Ludn m¢t canun vao éng tii mat. Canun nay néi qua
mét bién ning ding ap, rdi qua may ghi. Néu khéng c6 may bién ning déng ap va
may ghi, ¢6 thé ndi vaio mdt nhanh ciia huyét ap ké thuy ngén, réi ghi trén gidy am
khéi. Thude nghién ctu duge tiém tinh mach hoic cho vao ta trang, vdi liéu d4 thdy
6 the dung 1¢i mat trong thi nghiém truge.
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CHUONG 17

PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUQC LY
THUOC CHONG PAI THAO DPUONG

GS. Doan Thi Nhu

MO DAU

Dii thao dudng duge coi 1a do tdn thudng cac t& bao B clia ddo tuy bdi cac chit
chuyén hoa cé gdc oxy tu do, dic bigt superoxyd va hydro peroxyd, do sy giam hoat
dg ctia superoxyd dismutase (SOD) & ddo tuy. D4i thao dudng tip 2 (d4i thao dudng
khéng phu thuge insulin) 1a mét réi loan chuyén hoa ¢6 ty 1& trudng hgp méc d
ngudi 16n, dic biét & ngudi ¢6 tudi, rit cao, va thudng gy cac bidn chitng man tinh.
Dap tng khong binh thuong cta insulin véi glucose va sy khang clia cac md dich
ngoai bién v6i insulin I& nhing nét chinh quan sat thiy trong dai thao dudng tip 2.

CAC PHUONG PHAP NGHIEN CcUU

1. THU NGHIEM TAC DUNG HA PUGNG MAU TREN CHUOT CONG
TRANG BiNH THUGNG (mé td bdi Nityanand, 1984)

Chudt céng tring gidng Charles Foster (khodng 120 - 150g) duge nudi trong
diéu kién chudn cha phong thi nghiém va ding dé nghién ciu.

a. Thi nghiém mgt licu
D€ chugt nhin déi trong 18 gig. L&y mau ban d4u tit tinh mach dudi a8 xéc
dinh tri s6 dudng mau. Cho chugt udng thudc biing ludn dng qua miéng hoiic bing

mdt kim cong dai ddu ti. Sau khi cho uéng thudc 2 va 4 giv, 18y mau dé xac dinh
ndng d6 dudng mau.
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b. Thi nghiém nhiéu liéu

Chudt dude udng thude thit nghiém trong 2 tufn. LAy mau dé xac dinh dudng
méu trudc khi cho udng thude va sau khi cho ufng 7 ngay. Vao ngay cudi cing cia 2
tudn, xac dinh dudng mau § 1, 2 va 4 gid sau khi cho uéng glucose véi lidu 1,5 g/kg.

Pdnh gid: Khi nong d¢ dudng mau & 16 chudt thit thude gidm 30% hay hon vao
Iic 3 ho#ic 4 gid so v61 16 chudt 461 chitng thi thude duge coi 1a ¢6 tac dung.

II. THU NGHIEM TAC DUNG HA PUONG MAU TREN BONG VAT
PAI THAO DUGNG

2.1. Trén chudt céng tring giy dai thao dudng bang alloxan

Chudt céng tring dyc cin ning 180 - 200 g duge gay dai thao dudng bing mdt
mui tiém tinh mach alloxan 150 mg/kg sau khi nhin déi 18 gis. C6 thé dung insulin
thudng hodc Pz insulin ¢6 tac dung kéo dai (1 dén 4 don vi tiém dudi da/ngay/chudt)
trong 3 tudn d& vugt qua giai doan ban ddu ting dudng mAu va nhidm acid. Tam
ngay sau khi tiém alloxan, 14y méu d€ xac dinh dudng mau. Cac chuét c6 dudng
méu lic d6i 280 mg% hay hon duge diung dé€ nghién ctiu ti€p, va duge chia thanh 3
nhém: mdt nhém cho udng thude thi nghiém, mét nhém cho udng mot thude tri dai
théo dudng dé déi chi€u va mét nhém chiing khéng udng thude. Thude thii nghidm
duge cho udng hang ngay trong 21 ngly sau dé, pha trong nudc muéi sinh 1y. Thude
tri dai thao dudng cho nhém ddi chiéu va nude mudi sinh ly cho nhém déi ching
cling duge cho trong cing thdi gian. LAy mau tif dudi chuét 6 1, 2 va 3 tudn sau khi
bét ddu cho chudt udng thude dé xac dinh dudng mau (Anand va chng sy, 1989;
Nityanand, 1984).

2.2. Trén chudt cong tring gay dai thao dudng bing streptozotocin

Chuét céng tring Wistar dyec can n3ng khoang 200 d&n 250g duge giy dai
thao dudng bing tiém tinh mach streptozotocin hod tan trong dung dich dém 0,1 M
citrat (pH 4,5) vdi liéu 60 mgrkg. Céc thi nghiém trén chudt ting dudng mau duge thuc
hién 8 ngay sau khi tiém streptozotocin. Trong théi gian ndy, dai thao dutng da thé
hién mot cach rd rét va cédc mic dudng méu trong pham vi 300 - 500 mg/100 ml.
Budng méau duge do bing phuong phap enzym do glucose bdng mét may phan tich
ty déng. Chudt ¢6 mitc dudng méu trén 300 mg/100 ml duge coi 1a dii thao dudng
dé dua vao thit nghiém.

Hoat tinh ha dudng méu cua thudc thi nghiém duge xac dinh trén chudt nhin
déi duge cho udng dung dich thudc thit nghiém véi liéu thich hgp. Tinh toan két qua
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la ty 12 phén tram gidm dudng mau so véi dudng mau ban diu. Cac tri s6 dudng
mau § 16 chuét thi thudc dude so sanh véi 16 d6i ching d& duge cho udng ciing thé
tich dung méi (Hsu va céng sy, 1997; Nityanand, 1984).

2.3. Trén chudt nhat tring gy dai thao dudng bing streptozotocin

Dung chudt nhét tréing dyc cAn ngng 22 - 25 g. Chudt duge nudi trong phong
di€u hoa nhiét dd & 22 + 2°C véi chu ky 12 gia sén‘g va 12 gid t61. Ddng vat duge giit
trong phong thi nghiém dong vat trong 7 ngay va duge an udng tu do. P& x4c dinh
mitc dudng mau, 14y mau ti xoang hang. Chuét duge chia thanh hai nhém. Mot
nhém duge tiém tinh mach 150 mg/kg thé trong streptozotocin méi dude hoa tan
trong dung dich dém citrat pH 4,5 vA nhém kia dugc cho dung dich dém va duge
dung lam dé1 ching. TAm ngay sau khi tidm streptozotocin, xdc dinh dudng mau
cha tdt cd chudt. Cac chuft tiém streptozotocin ¢ miic dudng mau trén 300 mg/100
ml dugc coi 12 d4i thio dudng va dudc dung trong nghién ctu. Dudng mau duge xac
dinh béng phuong phap glucose oxydase. (Miura, 1997).

2.4. Trén chudt céng tring cdt bé tuy&n tuy (Nityanand, 1984)

Chudt cong tring duge cit bd 95% tuyén tuy biing phudng phap Scow (1957).
Sau 28 ngay phuc héi, chudt duge tiém bép hydrocortison véi liéu 5 mg/chudt/ngay
trong 10% ethanol trong 4 - 6 ngay dé gay d4i thao dudng, bidu hién & mitc dudng
mau lae d6i trén 200 mg/100 ml trong 2 ngay lién tip.

2.5. Trén dong vit dai théo duéng do di truyén (Nityanand, 1984)

Cac loai ddng vat nhu chudt hamster Trung Qudc, chudt nhit KK va chudt
nhét ob/ob ¢6 dudng m#u cao do d4e tinh di truyén duge ding d€ nghién cttu thude
ha dudng mau.

IIL. THU NGHIEM DUNG NAP GLUCOSE

Sau khi dé chugt céng tring nhin &n mét dém (18 gid), cho chudt udng dung
dich glucose (2 g/kg thé trong). Lay mau dé xac dinh dudng méu trude khi cho udng
glucose va & 1/2, 1, 2 va 3 gid sau khi cho udng & cac nhém chudt. Nhém chutt thi
thude duge cho udng thude thit nghidm 30 phiit trude ho#c cung hic véi glucose. Mot
thude dai théo dudng chudn duge dung dé so sanh (Nityanand, 1984 ; Miura, 1997).
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IV. THU NGHIEM TAC DUNG TREN SU TIET INSULIN IN VITRO
(NMILA, 2000)

- Cé6 lap tuyén tuy

Céc tidu ban tuyén tuy thu duge tit chudt cong tring Wistar dyc cdn ning 350g
va dugc cho &n tuy thich. Chuédt dude giy mé véi natri pentobarbiton 60 mg/kg bang
tidm phuc mac. Co 1ap tuyén tuy va truyén dich.

Co 1ap hoan toan tuyén tuy khdi cdc md va c¢d quan bén canh va truyén dich
qua hé déng mach cha tuyén véi mdt dung dich dém bicarbonat Krebs - Ringer
chida albumin huyét thanh bo tinh ch& (2 g/1 1it). Tiéu ban nay bao tdn tinh toan
ven vé giai phéu cla ¢d quan ciing nhut cae mach mAu cta tuyén tuy.

Nhu vay c¢6 thé nghién ciiu ddng thdi cac tac dung cla thudc thi nghiém trén
su ti€t insulin va trén sic khang cia mach tuy.

Chon ndng d6 glucose (8,3 mM) dé kich thich nhe sy tiét insulin. Mdt hén hgp
0, (95%) va CO, (5%) dugc bom thanh bot khi qua méi trudng ¢ 4p sudit khéng khi.
Dung dich ¢6 pH khoang 7,4. Tiéu ban dudc giit & 37,5°C. Mbi co quan duge truyén
dich & 4p sudt hing dinh. Lya chon ap sudt dé gy téc do chay khoéng 2,5 mlphit
lic bét ddu thi nghiém. Khi ¢6 su co mach ho#ic giin mach, tdc dé chay gidm hoge
tang, tuong fing. Lay miu ddu tién sau thoi gian cAn bing 30 phit. Lay thém hai
mau sau 10 va 15 phut. M3u sau (1a méu 14y & 45 phit) biéu thi tri s6 ddi chiing.
Téc d6 chdy dude do trong mét phit va cde mau duge lam déng bang ngay lap tic aé
dinh lugng bing xét nghiém phéng xa mién dich insulin.

Thude thi nghiém cho vao dich truyén duge truyén trong 20 phut va duge so
sanh vot d6i chilng am tinh (dich truyén khéng chita thudc) va déi chitng dudng
tinh (dich truyén chia mét thude chéng dai thao dudng tidu bidu).

- Cé ldap ddo tuy

C6 1ap ddo tuy chudt cong trdng sau sy G tuyén tuy véi collagenase. Ngay sau
khi c6 ap, cac dao tuy dude G trude trong 90 phut ¢ 37,5°C trong dung dich dém
bicarbonat Krebs - Ringer (pH 7,4) chita 1 g/lit albumin huyét thanh bo va 8,3 mM
glucose. Cac mé 3 ddo tuy sau d6 duge & véi su c6 mit caa 8,3 hodic 16,7 mM
glucose trong 30 phiit trong 1 ml méi trudng chita néng d9 thich hgp thudc thi
nghiém hode nudc mudi ding trudng (461 chitng). Vao cuél théi gian 1, 18y mdt ude
56 ctia méi trudng dé 1am xét nghidm phéng xa mién dich insulin.

. Xét nghiém

Do cac néng dé insulin bing phuong phap Herbert va cing su (1965) dung mét
khang thé cung c&p bdi Miles Laboratories (Paris). I - insulin dudc cung c&p béi
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International CIS (Gif sur Yvette, Phap). Chat chudn diung la insulin eta chudt
eong tring (Novo, Copenhagen, Dan Mach), c6 hoat dd sinh hoc 12 22,3 u don
vi/nanogam. D nhay ciua phuong phép 13 0,1 ng/ml. Hiéu suit insulin trong mét
phit duge xac dinh bing cich nhén néng d6 hormon trong dung dich chay ra
(ng/ml) vdi t6c 46 chay clia dich truyén (ml/phiat).

V. THU NGHIEM CAC TAC DUNG NGOAI TUYEN TUY (Welikinda
va cong su, 1986)

Trong cac thi nghiém, diing cac chudt cong trdng Sprague — Dawley duc cén
néng 200 * 25¢g, duge cho ch€ d6 4n phdng thi nghiém chudn. Chudt dé nhin an mét
dém trudc khi thi nghiém trong trudng hgp dung dé nghién ctu sy téng hgp
glycogen va triglycerid. Trong nghién citu sy tao glucose, chudt duge dé nhin 4n
trong 48 gid.

5.1. Thit nghiém tdc dung trén hé hap t& bao

Giét chudt bAng cach cit ddu va 14y cd hoanh d8 nghién cttu. Danh gii hoat
ddng hé hélp ciia md bing cach do biing may 4p k& Warburg. M6 (150 mg) dugc treo
trong dung dich dém phosphat Krebs Henseleit Ringer (2 ml; pH 7,4) chiia 20 mM
glucose. Sau khi 1 trude (40 phiit 6 37°C va 100 14n dap/phiit trong may Warburg),
thufc thu nghiém, vdi su bs sung thém 20 mM glucose, duge 46 tit nhanh bén vao
binh chinh va & (40 phit ¢ 37°C va 100 14n dap/phiit). Trong cac thi nghiém déi
chiing tuong ty, dung dich 20 mM glucose (0,3 ml) duge dé vao thay vi thudc thi
nghiém. Tinh ty 18 oxy h&p thu theo phuong phap ctia Umbreit va céng syt (1957).

5.2. Thit nghiém tac dung trén sy hip thu glucose

Trong nghién cttu nay, giét chudt béng céch cit ddu va l&y co hoanh (150 mg).
U trude co nay trong miy Warburg (10 phat & 37°C va 100 ldn dap/phut) trong
dung dich dém phosphat Krebs - Henseleit (2 ml; pH 7,4) dude b sung vdi 20 mM
glucose. D& thude thit nghiém, duge bd sung véi 20 mM glucose, tit nhanh bén vao
binh Warburg chinh. Trong cac thi nghiém d8i ching tuong tu, dé dung dich 20
mM glucose vao thay vi thudc thii nghiém. Sau khi 0 (60 phit & 37°C va 100 lin
dap/phut), 14y cdc mé ra 48 cin trong lugng va xé4c dinh ham lugng glucose trong
mdi trudng 0 bdng phuang phap glucose oxydase clia Hugget va Nixon (1957).

5.3. Thit nghiém tac dung trén sy tdng hop glycogen va triglycerid

Trong céc nghién clitu nay, cac ddng vat dugde chia nghu nhién thanh hai nhém.
Nhém thit nhét duge cho thude thit 30 phut truée khi duge cho udng glucose
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(1 ml/100 g thé trong; dung dich 50% trong lugng/thé tich). Nhém thu hai (d6i
chiing) duge cho udng nudc cat (1 ml/100 g thé trong) thay vi thudc thi nghiém,
trudc khi duge cho uéng glucose véi cach thic nhu trén. Gift cac dong vat 90 phiit
sau khi cho uéng glucose (nghia 1a 120 phiit sau khi cho uéng thuéce thit nghiém)
bing cich cit ddu va thu 1Ay gan, ¢¢ va md md.

Su quyét dinh giét chudt 120 phiit sau khi cho uéng thuée vi thude thit nghiém
& day 1a dich ép mudp déng va ngudi ta da biét tic dung ha dudng méiu 61 da xay
ra khodng 120 phiit sau khi cho uéng dich ép mudp ddng. D&i véi cac thude khac,
cAn lya chon thdi gian thich hgp. Xac dinh ham lugng glycogen trong gan va cd theo
phuong phap vi lugng ctia Kemp va Van Heijningen (1954) sau khi loai bé glucose
ty do trong mé bing chiét xust trong methanol (80%, thé tich/thé tich). Xac dinh
ham higng triglycerid theo phuong phap do mau duya trén phan ving Hantzsch
(Varley va cong sy, 1980).

5.4. Thit nghiém tac dung trén sy tao glucose

Hai nhém chudt duge dé nhin déi trong 48 gid. M6t nhém duge cho thude thi
nghiém va nhém thit hai (461 ching) duge cho liéu tuong dudng nude cit, Chudt bi
giét 120 phit hosie mét thdi gian thich hop sau va thu ldy than dé xéc dinh sy tao
glucose theo phudng phép cua Tutwiler va Brentzel (1980). Than duge rla trong
nuée mudi sinh 1y lanh, thai thanh 14t méng va cit thanh manh nhé 30 — 40 mg.
Sau khi rita trong mdi trudng bicarbonat Krebs Ringer lanh duge bom khi tét (O, +
CO; ; 95:5), cAc mo than thu thude va d6i chitng duge G trudc riéng biét ting loai
(trong 2 nhém, thit thudc va d6i ching) trong cling méi trudng (4 ml) trong 25 phut
4 87°C véi sy l4c lién tuc. Sau d6 cde mod duge G (trong 2 nhém nhut trude) trong moi
trudng bicarbonat Krebs Ringer duge thong khi t6t (4 ml, duge b8 sung véi 0,01 M
pyruvat) trong 60 phit & 37°C véi su ldc lidn tuc. Sau khi G, hit 18y méi trudng dé
dinh lugng glucose theo phuong phap glucose oxydase stta ddi ctia Krebs va céng su
(1963). Cac md duge say (110°C) mot dém va cén.

5.5. Thit nghiém tac dung trén sy tao glucose cta cac lat than

Cac than duge thu tit cic chudt cong trdng dA nhin déi 48 gio nhu da mb ta
trong thi nghiém trude. Chuén bi cac manh cha cac lat than nhu & trén va chia
ngiu nhién thanh 2 nhém. Mot nhém md than (thi thudc) duge 1 trude riéng biét
(trong 25 phit ¢ 37°C véi sy 14c lién tue) trong mdi trudng bicarbonat Krebs Ringer
dude thong khi t6t chia thude thi nghiém (4 ml). Nhém kia (481 chiing) ctia cac lat
than duge u truéc mot cach tuong tu trong médi trudng bicarbonat Krebs Ringer
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(4 ml}. Sau d6, ca nhiing 1at than thit nghiém va d6i chimg déu duge 1 riéng biét
trong méi trudng bicarbonat Krebs Ringer dugc bd sung vdi pyruvat (0,01 M, 4 m])
trong 60 phit & 37°C véi su ldc lién tuc. L&y méi trudng dé dinh lugng glucose, va
sy cac mé va can nhu trén.

VL. THU NGHIEM TAC DUNG TREN HOAT b0 CUA SUPEROXYD
DISMUTASE § PAO TUY DPONG VAT DAI THAO PUONG
(Bhattacharya, 1995)

C6 1ap cac t& bao ddo tuy bidng ky thuat cha Papaccio va céng syu (1991) va xéc
dinh heat d§ ctia superoxyd dismutase (SOD) bing kha néng uc ché su ty oxy hoa
ty nhién cua adrenalin thanh adenochrom. Thyc hién dinh higng protein bang
phuong phip cha Lowry va cong sy (1951), va hoat d9 cua superoxyd dismutase
duge bidu thi bing s8 luong don vi ctia hoat d6 cho 1 mg protein, mét don vi hoat d
SOD gay oxy hoa adrenalin khodng 50%.

Chudt ctng tring Wistar dye (160 - 180g) dugc ding. Cho chudt udng thudc thi
nghiém hoa trong nudc cit qua mét Sng miéng - da day véi mot s§ mitc lidu, giil thé
tich hing dinh & 5 ml/kg. Céc chudt d5i ching dude cho udng hugng dung méi tudng
duong. Bit ddu cho udng thudc 1 gid sau khi tiém tinh mach cho chuét alloxan
140 mg/kg (1 gid trude khi tiém alloxan, tiém dudi da cho chugt insulin thuong 0,1
don vi). Ti€p tut cho chuft udhg thude ngay mot 14n trong 7, 14, 21 ho#ic 28 ngay, &
cac nhém chugt khac nhau. Lé chudt d6i chitng cling dude tiém alloxan va duge cho
udng cing thé tich nudc ct thay vi thude thit nghiém véi cach thide nhu trén.

Giét chugt bing cach cdt ddu, 18y mau dong mach dé xac djnh dudng mau va
14y tuyén tuy dé co 1ap cde t& bao ddo tuy. Ghi thé trong chust trude khi giét chudt.

VII. THU NGHIEM TAC DUNG UC CHE ALDOSE REDUCTASE
(Schin va cdng sy, 1993)

Enzym aldose reductase gy tich lu§ sorbitol trong t& bao, di duge ching minh
cé vai tré quan trong trong bénh sinh cac bién ching man tinh cta dai théo dudng
nhu bénh véng mac, bénh than kinh va bgnh than. D& ¢6 nhiéu nghién cdu dé xac
dinh khong nhitng cac thudc téng hgp ma c& nhitng thude ngudn gde thién nhién c6
tac dung e ché aldose redutase va do dé cé kha néng dy phong ho4c lam cham
phat trién cAc bénh 1a bign chitng ctia dai thao dudng.

Thuy tinh thé bo 14 nguén cung cdp enzym aldose reductase duge 1dy tit mit bd
thu nhan tit mjt 10 md gia stic ngay sau khi giét bo. Cac thuy tinh thé nguyén ven
sau khi béc tach duge lam déng bing & ~60°C cho dén khi duneg.



206 (8. DOAN THI NHU

- Ché'tao enzym

Thuc hién ché tao enzym theo phuong phap md ta bdi Hayman (1965) v6i mft it
stia d8i. Thuy tinh thé duge ddng thé hoa trong 5 thé tich dung dich d8m phosphat
5 mM bing gia (pH 7,4) trong may xay nhuyén Waring va duge ly tam & 18.000g
trong 15 phiit dé loai bd cdc chat khong hoa tan. Dich ndi bén trén duge cho thém
amoni sulfat béo hoa vé1i sy bao hoa 40%.

Dich treo dic duge dé yén trong 15 phut, thinh thoidng khudy dé dam bao sy

két tda hoan toan va dude ly tdm. Phan doan nédi bén trén thu duge nhu vay duge
ding 1am ngudn enzym aldose reductase ma khong cén tinh ch& thém.

- Thua nghiém enzym

Po hoat 45 ctia aldose reductase theo phudng phap mé ta béi Brubaker (1986)
véi mot it stia ddi. Phan dng duge bt ddu véi viée cho thém aldose reductase vao,
va theo doi ty sudt oxy hoa NADPH (nicotinamid adenin dinucleotid phosphat,
dang da kh) bing cach ghi sy gidm hép thu & 340 nm trong may quang tric phd.
Hén dich ctia phan iing d6i ching chiia 0,4 M amoni sulfat, 0,16 mM NADPH trong
dung dich dém phosphat 0,1 M (pH 6,2), 0,2 ml dung dich enzym va 0,1 m] co chat
trong tdng thé tich 1,0 ml, Mét thi nghiém tring gbm tat ca cc thude thi trit co
chat duge ding dé hidu chinh sy oxy hoa khong dc trung cia NADPH khong két
hop véi su khit co chat.

Hiéu chinh hoat d6 cia enzym bing pha lodng trong nude sao cho 0,2 ml dung
dich enzym cho ty sudt phén (ng trung binh déi véi cac phan itng d6i chiing la
0,055 + 0,005 don vi hép thwb phit. T4t ca cic phan (ing enzym duge khdi ddu bdi
viéc cho thém cd chat va duge thue hién 6 25°C véi sy c6 mit ho#c khong e6 mit cac
thudc thi nghiém.

VIII. THU NGHIEM TAC DUNG TREN HAM LUQNG SORBITOL
(Aida va céng su, 1990)

8.1. Thit nghiém tac dung trén ham lugng sorbitol & hong cAu ngudi

in vitro

Xac dinh tac dung cua thube thd nghiém trén sy tich luy cta sorbitol trong
héng cdu ngudi in vitro. Héng ciu ldy tit ngudi khoé manh dugde b trong 60 phit
trong dung dich dém bicarbonat Krebs - Ringer (pH 7,4), chita 28 mM glucose vdi
hosic khong ¢6 cc ndng d6 khac nhau c@a thudc thit nghiém. Sau khi 4, cac hong
ciu duge rita nhanh véi nudc mudi ding truong lanh, duge xi 1y véi acid percloric
6% lanh va sau 46 duge ly tam dé khit protein.
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Trung hoa phén dich néi bén trén va x4c dinh ham lugng sorbitol béng phuong
phép enzym ding sorbitol dehydrogenase.

8.2. Thit nghiém ti&c dung trén ham lugng sorbitol d chudt dai thao
dudng

Chuét cong trédng Wistar duc duge giy dai thao dudng bing tiém mang bung
mot lidu streptozotocin (80 mgikg) trong dung dich dém natri citrat (pH 4,5). Chuét
déi chitng chi duge tiém dung dich dém. Chudt duge cho thic idn chudn va nudc
udng tuy thich trong sudt théi gian thi nghiém. Hai tudn sau khi giy dai thao
dudng, chudt duge bit ddu cho udng thude thi nghiém (16 chudt thit thude), hodc chi
cho udng dung mdi (16 d&i chiing) méi ngay 2 lan trong 2 tudn. Thude dugc hod tan
trong nudc mudi déng truong, hoic néu la chat khéng hoa tan thi pha thanh dich
treo trong nude mudi d:ing trugng chita 0,5% carboxymethyl cellulose. Gay mé bing
ether va giét chugt. Xac dinh ham lugng cda sorbitol trong héng ciu, ddy than kinh
héng va thiy tinh thé ctia chudt bing phuong phap enzym.
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CHUONG 18

PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUGC LY
THUOC CO TAC DUNG NOI TIET SINH DUC

GS. Poan Thi Nhu
M

I. NGHIEN CUU THUOC CO TAC DUNG ESTROGEN

Mgt cdng dung chinh cta cac thudc estrogen 13 dung lam thuée tranh thy thai
udng. Ly do cétn ban d6i véi cac ché phédm nay 1a lugng estrogen ngoai sinh qui mtc
tc ché sy ti8t hormon kich nang tring (FSH) va do vay ngin cdn sy rung tring.
Cac cong dung khac 12 trong diéu tri vé sinh, cac r&i loan thoi ky min kinh, cac roi
loan kinh nguyét va mot s6 thé ung thu tuyén tién liét va ung thu vi. Estrogen
cing ¢ tac dung trong mét s trudng hop lodng xuong. Viée s& dung cée thude
estrogen phai hét sic than trong vi thude nay lam tang nguy ¢ mic ung thu ndi
mac ti cung va ung thu va néu ding liéu cao va trong thdi gian kéo dai.

CAJ PHUONG PHAP NGHIEN CUU

L.1. Cac phudng phap chung

Chudt cong ho#ic chuét nhat tring tit mét ngudn dang tin cy thudng duge dung
dé nghién ciu hoat tinh estrogen. Dung cac déng vat non, chua trudng thanh hodc
bi cét bé budng tring. Dong vat duge nudi trong cic didu kién méi trudng dude
kiém so&t. Cac ché phdm thé phii mdi, duéi dang dung dich hoc dich treo trong
mdt chét dan thich hgp, vi dy, ddu thuc vat. C6 thé tiém thuée thi trong mang
bung, dudi da ho#c trong cg, ho#c cho udng cung véi thitc &n, hodc qua dng thong.
Dudng cho thude phu thude vio loai thit nghiém thuc hign. Viée diéu tri cho déng
vat déi chitng trong moi thit nghiém luén phai theo sat phuong phap ap dung cho
dong vat thi thudc.

14 PPNC-A
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Vi cde lugng nhd estrogen ¢6 thé ddn dén cac dap Ung ro rét, didu thist yéu 1a
tranh syt 6 nhiém qua thiét bi diing, cic chudng va thiic n cung tng. Trong thiét k&
nghién ciu phai ¢6 mdt nhém ddng vat chi duge cho diu thuyc vat. V& dudng cong
logarit liu - dap (ng cla estradiol vdi mdi thi nghiém.

Cé su thay ddi dang ké trong dap vng vdi hormon nay tuy thude vao didu kién
cna ddng vat, mua trong ndm, va nhidu yéu t§ khac. Do d6, phai ludén so sanh cac
thude thtt nghidm véi estradiol, 14 mét phan cha thiét k&€ thi nghiém.

Cdt b6 budng tring

Thue hién phiu thuit nay t6t nhat trén cic déng vat chua trudng thanh trude
khi ch&t md tich trif 1am cho sy x4c dinh vi trf cha buéng trig tré nén khé khan.
Gédy mé nhe ddng vat vdi ether, va duy tri su giy mé bing mdt mi€ng bong tdm
ether dit trong mét cOc vai c6 md nhé gan miii con vat, 4t & vi tri cho phép né thé
hén hgp ether va khéng khi. Thyc hién mét dudng rach nhé & phia hung trén mét
bén cua cit sdng ngay trén chau hong & chudt cong trdng; & chudt nhit tring, thue
hién mét duong rach duy nhit ngang qua dudng gita cha lung. Trude hét, nén xac
dinh vi trf cta cdc budng triing bing cach xem xét mdt ddng vat chét, sau dé, khi
can b nghién citu dd quen véi sy xac dinh vi tri cda cac budng tring, sé& tién hanh
phau thuat trén dong vat sdng. Cé thé nhin thay céc budng tritng 13 cac thé nhd
mau hdng trén mdt 1dp md hoi tring ndm ngay dudi thanh phia lung cta co thé. Dé
cdt bé cac budng tring, thyc hidn mot 18 choc nhd véi mdt cai kep nhon, nhd &
thanh ctia co thé ngay trén budng tring; kéo budng tring va 16p md qua 13 choc, ma
khéng 1am v3 budng tritng.

Sau dé kep dng dan tring ngay dudi bubng tritng véi moét cai kep trong trudng
hop chudt nhit trng, hoac thit lai trong trudng hgp chudt céng tring. Bay gid cé
thé cho lai 6ng din tring vao trong khoang co thé, va déng dudng rach da véi mot
kep khiu. O chuét cong tréng, cé thé phai déng thanh cd thé véi mét dudng khau
biing chi béng. Lau dién tich mé vdi ¢bn, va dong vat dude gitt &m cho tdi khi hét tac
dung thudc mé. Sau mét it thdi gian luyén tap, c¢6 thé thyc hién phiu thuat rat
nhanh chéng véi sy hoi phuc thanh eéng ciia con vat. Trong 5 ngay, thue hién cac
kinh phét 4m dao dé kiém tra cic budng triing ¢6 dugc cit b hoan todn hay khéng.
Loai bé cac dfng vat c6 cle kinh phét dong duc trong 3 ngdy cudi (trong 5 ngay)
khéi thi nghiém. Sau mét liéu estrogen médi (2 ug trong ddu), thyc hién cac kinh
phét dé xac minh kha niing dap dng ctia déng vat. Cac dong vat khéng cho cac kinh
phét dong duc, nghia 1a khéng dap ting, s& bi loai bd.

14.PPHNC-B
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1.2. Cac thw nghiém v& higu lyc in vivo

1.2.1. Thit nghiém vé hit thu nude

Thit nghiém nay duge mod ta ddu tién béi Astwood (1938), va dua trén nhan xét
14 ti cung dap ng véi estrogen bing sy tang hit thu va gi nude. Miie hit thu téi
da G 6 gid sau khi cho estrogen.

Phuong phdp duge tién hanh nhi sau:

- C6 thé ding eac dong vat cit bd budng tritng. Vi thif nghiém nay dung dap
Ung la sy tdng trong lugng tit cung, ti cung phai con nguyén ven trong khi cit bd
budng tritng. & don gidn hon khi dung chudt nhit trng non 18 ngay tudi hode
chudt edng tring 22 ngay tudi nhan duge 2 ngay trude khi bit ddu thi nghiém.

- Chia ddng vat thanh nhém mét cach ngidu nhién. Nhém déi ching duge tiém
dudi da 0,1 ml ddu thyc vat. Nhém d6i chiing estrogen duge tiém mét loat lidu (0,01
- 0,1 pg) dé xac 1ap dudng conglidu-dapng. Trong thi nghiém déu tién, tiém thude
thit cho cac nhém chudt v6i mét lidu cao va mot lidu thap, Trong céc thi nghiém tifp
sau, tiém mot loat lidu dé c6 dudng cong lidu — dap ing. Tidm tat ca cac lidu trong
0,1 ml ddu thuc vat.

- Nam gi¢ sau khi tiém thude, giét déng vat biing cach cit 8 va cdt 18y ti cung
mdt cich nhanh chéng. Bt ddu phiu thust bing mot dudng rach qua da bung va
qua thanh co thé. Kep t& cung 1én véi cai kep va cdt dat khdi am dao. Téch cac
sltng ti cung khéi cdc md néi két va sau dé cdt d chd thét lai gdn budng trimg (di
nhién khéng tréng thdy budng tring & dong vat cdt bd budng triing). Giit 4m ti
cung bing cach dat trén gifly loc 4m (khéng uét) va phi gifly loc 4m 1én trén. Sau
d6 cAn nhanh vdi sai s§ 0,1 mg. Sdy t& cung trong t4 sdy & 100°C trong 24 gid va
can lai. C6 thé tinh ty 1& phén trim tang hut thu nude so véi déi chiing, va cé thé so
sénh vdi céc tri s8 clia cac nhém khac. V& d6 thi clia logarit lidu déi véi dap ing, c6
thé xéc dinh liéu cdn thiét dé cho su ting 50% hiit thu nudc, lidu ED,, d8 so sanh
hiéu lyc cua thude thi véi estradiol (hinh vé).

Lap lai thi nghiém véi cac khodng cach thdi gian khéc ngoai 6 gid, cu thé 1a 2,
4, 8 va 19 gio sau khi tiém thuéc thét dé xac dinh dinh cla hoat tinh. Dé&i véi
estradiol, dinh cta hoat tinh 12 & 6 gid, nhung né6 c6 thé sém hon hoic muén hon véi
mét thude thi nghiém.
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Thir nghiém estrogen 6 gid (chudt nhit tring):
Pudng ditt quang vdi cac vong tron trang: nudc trong tlr cung (%).
Pudng lién tuc vdi cac vong tron den: tang trong luong tir cung (%).

1.2.2. Thu nghiém trong luong tit cung bén ngay

Thit nghi#ém nay dya trén nhén xét 12 estrogen gay tang téng hdp protein va
nhu vy lam tédng trong lugng ti cung. Dinh tac dung duge nhan xét thdy trong
vong 40 gid. Phuong phap nhu sau:

C6 thé diing chudt nhit hodc chubdt c¢fng tréng chua trudng thanh hosc cét bd
budng tring. Tiém bip thuée thit trong ddu thic vat, trong 3 ngay lién. Vao ngay
thit tu, giét dong vt bing cdt cd, cit 14y tl cung nhanh chéng, va nhe nhang bép
chit chia bén trong ra (két qua khong dang tin cay néu khong loai bd chat chia
trong tl cung). Cén ngay t& cung & trang thai udt. Co thé lam td cung mit nude
bing s&y trong mdt ti sy & 100°C trong 24 gid va can lai dé c6 su tang trong lugng
khd. V& dé thi logarit 1idu déi vdi trong lugng wét cho mét dudng cong hinh xich ma,
v ¢6 thé xac dinh ED,, biing so sdnh thudc thi véi estradiol.

1.2.3 Mé ém dao

Cé thé nhan xét chudt nhit tring cai binh thudng trudng thanh qua cac giai
doan md 4m dao. Cho dong vat cai chua trudng thanh thude thit (chudt nhit tréng
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18 ngay tudi, chudt cdng tring 21 ngay tudi) va quan sat thol gian md 4m dao hoan
toan 1a diu hiéu cta hoat tinh estrogen. Chi nén dung thu nghiém nay dé danh gia
dinh tinh thay vi dinh lugng hoat tinh ca thudc.

1.2.4. Sy sitng hod ém dao

Thit nghiém nay dya trén sy kién la chugt céng va chuodt nhét tring thé hién
sy rung trimg chu ky véi céc thay d8i két hop 8 t& bao am dac (Greenblatt, 1966),
C6 thé quan st thay tac dung céa cac thay déi dinh lugng trong su tiét cac hormon
trén 4m dao bang ciach thue hién mét loat kinh phét Am dao va quan sat cic kinh
nay vé t&€ bao sing hoa, bach ciu va t& bao bidu mé. O dong vat binh thuong, ¢6 thé
quan st cac thay d6i nay bing cach lam kinh phét &m dao mdi ngay 2 lin trong
thoi gian 4 ngdy va so sanh cic kinh phét dé xac dinh khi nao xdy ra déng duc. Khi
dé quen v6i cAc thay d6i binh thudng & t& bao 4m dao, ¢6 thé xay dung mét thist ké
thi nghiém d& thi hiéu Iye cha cac thude thit khéc nhau.

Phuong phip lam kinh phét 6m dao nhy sau:

Cam dng vat bung 1&n trén, diing dng hit nhd mét giot nude vao am dao. Can
than trong dé ddm bao 13 am dao khéng bi tén thuong, vi tén thuong cé thé din dén
cac kinh phét dudng tinh sai duge ghi. Giot nude duge hit va nho lai nhiéu 14n, sau
d6 dudc hiit ra va chuyén sang ban kinh ctia kinh hién vi va 4 khé. Danh ddu méi
ban kinh dé& nhan dang cac kinh phét khac nhau. C§ dinh céc kinh phét bing cach
d4t ban kinh trong cdn tuyét doi trong 5 gidy, dé kho, va nhudm vdi dung dich nudc
xanh methylen 5% trong 10 phit. Ria thudc nhuém thita véi nude mdy, lam khé
ban kinh va quan sat dusi kinh hién vi d¢ phéng dai thap.

Mot kinh phét déng duc duong tinh 1a mot kinh phét trong d6 chi thay c6 cac t&
bao 16n, khéng déu, sitng héa, cho thay su ting trudng t5i da ctia nidm mac am dao.
M4t kinh phét sau déng duc c6 nhidu té& bao sting, nhung ciing ¢ mét sd bach ciu
va t€ bao biéu mé, cho thay giai doan sau rung tring va sy tréc vay niém mac &m
dao. Mot kinh phét khong dong duc ¢6 mot it t&€ bao bidu ms, dich nhay, va mot it
bach cau, cho thdy m{t ti cung yén tinh va biéu md 4m dao ¢ trang thai nghi. Mot
kinh phét trude dong duc €6 nhidu t& bao bidu mo véi bao tuong c6 hat, cho thiy sy
tédng trudng nhanh cia biéu mé dm dao va giai doan trudc rung tring (Yochim va
McCarthy, 1964).

Thit nghiém nay 12 mét phuong phap nghién citu tét vé tac dung estrogen.
Khong can giét dong vat va c6 thé dung lai. Tuy vay, mét s6 thude o6 thé bidu 16 cac
tac dung kéo dai, nén can quan sat ky va luu ¥ cac thay doi § déng vat trong khi thi
nghiém (nhu déng duc kéo dai, phi, rung 16ng, hoat déng giao phdi, cac thay déi vé
&m dao).
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II. NGHIEN COU THUGC CO TAC DUNG KIEU PROGESTERON
(PROGESTOGEN)

Céc cong dung diéu tri chinh cta cac thudc cé tac dung kiéu progesteron phu
thudc vao cac tac dung sinh 1y trén td cung. Cac thude nay. duge ding diéu tri dong
thai do rau thai khéng bit ddu tiét progesteron & tudn thit 12 cua thoi ky mang
thai, diéu tri chdy mau ti cung co ning do thifu progesteron, va duge ding nhiéu
hon trong cdc thudc ngita thai. Liéu 16n thudc ndy dc ché sy rung tring qua tac
dung tic ch& sy gidi phéng hormon tao hoang thé (LH).

Cde phuong phdp nghién citu

Céc thong s diing dé xé4c dinh hoat tinh kiéu progesteron cta thugc dya trén
(a) cAc thay d8i hinh thai hoc va hod sinh gy béi tac dung tryc tifp trén mang
trong ti cung cta tho hodc loai vat gam nham; (b) cac tic dung trén sy rung tring
& thd hoac chudt cdng tring giy gian tip qua tac dung trén tuyén yén; (c) tac dung
d6i vdi su tao thanh hoang thé trong budng tring; va (d) cac tac dung trén sy lam
t8 va sy duy tri thai nghén d chugt hamster, thé, ho#ic loai vat gAm nh&m.

2.1. Cac thit nghiém trén mang trong ti cung

2.1.1, Phuong phdp Clauberg - Mc Phail

Phuong phap ban dinh lugng nay dya trén sy ddnh gia mdc do phat trién cta
chc tuyén & mang trong ti cung & thé duge gy cim ng bdi estrogen va duge diéu
tri v6i mdt progestin, Thé cai chua trudng thanh (800 - 1000 g) dugc dé trong céc
chudng ca nhin va tiém duéi da 0,5 ml dung dich 17B-estradiol hoa tan trong diu
viing (0,56 pg/ml) hang ngay trong 6 ngay. Hang ngdy trong 5 ngay tiép sau, tiém
duéi da 0,5 ml dung dich thudc thit hoa tan trong ddu ving. Hai muci bén gid sau
lidu cudi cing, giét thd va cit 18y cac siing t& cung, cén tdi sai s3 0,1 mg, va chuén
bi d€ xét nghiém mé hoc. Hai doan tit phin gilta ctia mdi sitng duge cd dinh trong
ethanol 80% trong 24 gid va dugc bac sip ong hoic ¢§ dinh trong dung dich
formalin 5% trong 24 gid, va cic doan déng bang dugc ¢dt. Nhudém céac doan véi
hematoxylin Ehrlich va eosin v ch&m diém tif 0 dén 4+, tiy thude vao mie df tao
thanh mé tuyén (Mc Phail, 1934).

Céc dong vat déi chitng duong tinh duge tiém progesteron § mét lidu cao va mét
lidu thap bao git ciing phai cé. Lua chon cac liéu sao cho dat cac ddp dng trung
binh & mitc 3+ va 1+, tudng Gng. Tong lidu dung thich hop la 0,5 va 0,2 mg
progesteron. M3i nhém thd gdm 5 - 6 con. Phudng phép nay cho mét tri s6 udc doén
vé hiéu lue tusng d6i so véi progesteron, chi la mot tri s6 gén diing.
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2.1.2, Phuong phdp Mc Ginty

Mc Ginty va cdng su (1939) sita d6i phuong phéap Claulberg — Mc Phail 48 xéc
dinh hoat tinh kifu progesteron ctia cac chét ap dung tai chd vao bé mit mang
trong ti cung. Gay cdm {tng cho thé véi estrogen, va 24 gidy sau lidu cudi cing, giy
mé tho vdi ether v rach mot dudng & da & ving bung phai dudi sau khi xén I6ng.
Rach m{t dudng dai 2,5 cm nita chiing gifta dudng gitta va phia bén phai duge boe 15
cia thanh cd thé, khoang 2,5 em tir d4u chau hong cha mang bung. Xac dinh vi tri
cla sing tit cung phai dudi dudng rach. Pdy nhe nhang phén giita cia sling tu cung
ra, va dat mot day budc bing sgi bong chung quanh phéan trude cta siing bing cach
dua vao mt kim nhon thang cé xau chi giiia cic mach mau chi yéu trong mac treo
rudt va thanh cd tit cung. Phudng phap nay dam béo cac mach mau vin mé. Mot
vong chi thit hai duge chudn bi, nhung khéng bude lai, khoing 3,8 em sau diy budc
thi nhét. Thude thit, hoa tan trong 0,1 m] du viing, duge tiém vao long &ng chia ti
cung biing cach dua kim s§ 26 vao qua thanh ti cung sau déy bujc thit hai. Bude
ddy nay lai khi d4 tiém xong va da it kim ra. Dt lai tt cung trong khoang phuc
mac, vi déng cic dudng rach § thanh co thé va § da bing cac dudng khau bing chi
boéng. Ba ngay sau, giét tho, va chudn bi cac doan cta sitng tit cung giita hai déy
budc dé lam xét nghiém mé hoc. C6 thé tiém dau viing vao sing ti cung thi hai dé
lam 481 ching.

Ky thuat nay cdn sy tham gia cta 2 ngudi. Didu quan trong 1a dung dich thuée
thit nghiém khéng ré ra ngoai hojc khong di qua duéi day budc tht hai. Co thé
phong ngita difu nay néu mdt ngudi bép nhe nhang tl cung véi ngén tay tré va
ngén tay cii dit ngay dudi ddy budc I6ng thit hai, giit chat kim trong khi tiém. Cach
lam nay ciing ngin ngita su di chuyén kim trong 1ong &ng t cung, didu nay quan
trong vi sy tdn thudng co hoc d6i v6i niém mac bdi mii kim din dén cac két qua
dudng tinh sai. Cén phai do chinh x4c thé tich dung djch tiém. Nén diing mét bom
- tiém tréc vi. Mot d4p Ung dudng tinh sai § sitng tit cung tiém ddu ¢6 thé do chén
thuong trong khi tiém va khéng c6 ¥ nghia d&i véi dap dng cia siing ti cung tiém
thudc thit nghiém.

Thit nghi¢m nay rat nhay cam. Progesteron gay mét dap ing & cac lidu thip
¢,2 pg.

2.1.3. Hoat d§ cua carbonic anhydrase mang trong t cung

Sau sy nhan xét caa Lutwak-Mann (1955) 12 mdc ctia carbonic anhydrase
trong mang trong ti cung phu thude vao hoat déng chite niing cta hoang thé, méi
quan h¢ dinh lugng giita hoat d§ cia enzym va liéu progesteron dung cho mét thd
duge gy cam Ung vdi estrogen di dude md ta, vA mdt phuong phap thi nghiém
sinh hoc progesteron da dude goi ¥ (Pincus va cong su; Ogawa va Pincus, 1961).
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Trong phuong phéap nay, tho duge gy cam (ng vdi estrogen va tiém hang ngay
trong 5 ngay progesteron ho#ic mt progestogen bi giét biing cit ¢6 va lam chdy méu
biing cit mét dong mach canh. C8 lap t cung, md t{t cung bing mét dudng cit doc,
riia bing nudc mudi déng truong lanh va sau dé thAm bing gidy tham dén khé. Cao
mang trong t cung lén trén mdt miéng gidy sap da duge cdan bi bing mét cai bay
cun, Xde dinh trong lugng mé mang trong tit cung, va chuyén mét lugng mod vio
trong may lam déng thé bing thuy tinh duge lam mat. Sau khi lam déng thé mé véi
10 Ian thé tich nuéc cat, dich ddng thé duge ly tam & 2000 x g trong 15 phiit § 4°C
trong mét may ly tim lanh. Ghi téng thé tich, va dung dich ndi 1én trén dé x4c dinh
hoat dé enzym. Cé thé bao quan dich ndi 1én trén & 4°C trong thdi gian t6i da 7 ngay
mi khéng mat hoat tinh ca enzym. .

D& x4c dinh hoat d9 cia enzym, cé thé ding phuong phap do mau caa Miyake
va Pincus (1958), hodc phudng phéap ap ké cta Ogawa va Pincus (1960). Phuong
phap ap ké nhay hon phuong phap do mau. Véi phudng phap ap k&, tdng lidu
progesteron 0,125 mg cho dap @ng 16n hon ¢ § nghia so véi tri sé d8i chiing.

Trong lugng mang trong td cung cho thdy mdi quan hé liéu - dap dng tuyén
tinh ¢6 y nghia tit 0,25 dén 4,0 mg progesteron. Tuy vy cac thay d5i ca thé cia dap
{ing trong mét nhém diéu tri ngin cdn viéc diing théng sé nay lam thi nghiém dinh
ludng progesteron va cac progestogen.

2.1.4. Sy hinh thanh u mang rung

Mang trong tit cung cla loai vat gam nhém duge gay cam {ing véi estrogen va
didu tri vdi progesteron dap \ing véi chin thuong cuc bd bing su ting phan chia t&
bao va sy hinh thanh thanh phin thuéc me clia rau thai 14 u mang rung. Cach tién
hanh duge Astwood (1939) m6 ta ddu tién va duge mét sd tac gid khac sia doi.

Chuét cong tréng cai trudng thanh (150 - 200 g) duge lya chon sau khi d& hoan
thanh hai chu ky déng duc binh thudng. Diung ky thuat kinh phét 4m dao dé xac
dinh diéu nay. Chudt céng tring dang ddng duc (khéng ¢6 bach cdu 8 kinh phét Am
dao) duge 1Am cho bat ddu mot giai doan ¢6 thai gid bang cach kich thich dién cd tu
cung. Mot dién cuyc clin canh duge dua vao trong Am dao, va mdt dién cyc kim duge
chm dudi da tdi cot sdng viung thit lung. Cho dong dién dién fing di qua trong 5
gidy, va 1ap lai cach 1am nay 1 gid sau. Bon ngay sau, cit bd budng triing caa chuét,
gdy chan thudng mot sing ti cung bing cich dua mét kim cd 27 vao trong ddu voi
cia mit sirng tu cun.g, dua kim doc theo siing t& cung téi ¢8 tif cung, va sau dé rit
kim ra & mét goc sao cho mang trong tit cung bj xudc doc theo bén 481 dién véi 4o co
t cung. Tiém progesteron duédi da hang ngay trong 3 ngay. Giét chudt 24 gid sau
miki ti&m cudi cling, va phén lap méi sting tit cung. Do dudng kinh ctia méi siing ti
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cung (Velardo va Hisaw, 1951), ho#c xac dinh trong lugng ctia mi sting (Greenwald,
1961). Ty 1& % tang trong lugng cla siing bi chan thudng so v6i siing khéng bi chan
thuong duge tinh va v& d6 thi d6i véi lidu cla progesteron. Su x4c dinh trong lugng
thudn tién va chinh x4c han 1a do dudng kinh clia mbi siing ti cung.

K¥ thuat nay phy thuée vao sy sdn sinh nd1i sinh estrogen va progesteron trudc
khi cdt hé budng tring. Cé thé chuin hoa k¥ thuat mot cach chinh x4c hon bing
cach dung chudt cit bé budng trimg va gdy déng duc bing cac mii tiém 178-
estradiol (1 pg méi ngay trong 4 ngay, tiém dudi da). Sau d6 tiém progesteron hang
ngay trong 9 ngly. 6 ngay thi nam cua dgt diéu tri véi progesteron, gay chan
thuong mét siing tii cung. €6 thé tidm trong long 6ng histanin dihydroclorid (1 mg
trong 0,005 ml nuéc mudi ding trucng) thay vi gay chdn thuong siing ti cung
(Zarrow va cfng su, 1958).

Thit nghiém nay c6 cong dung han ché d5i véi progesteron vi dé nhay cam véu
v0i progesteron. Tuy viy, né cé thé ¢ gia tri trong nghién cttu cac thude ¢é thé tac
dong déi vdi sy phét trién cia rau thai, ¢6 thé do ¢6 anh hudng trén téc dung cita
progesteran.

2.2. Cac thi nghiém vé tac dung trén S0 ryng tritng

Progesteron dugc biét 1a c6 mét tac dung hai pha trén 58U rung trimg, trung
gian bdi cac tac dung kich thich hodc Ge ché trén sy sdn sinh va giai phong cac
hormon hudng sinh duc cha tuyén yén. Do dé, sy dinh thai gian tiém progesteron
lién quan véi thoi gian dy tinh rung tréing rat quan trong. Nhu vAy progesteron
duge tiém 8 dudi 4 gid trude thai gian rung tring & thé lam da dang su rung tring.
Nguge lai, sy rung tritng b tic ché béi progesteron tiém & 4 gid ho#ic hon trude thoi
gian dy tinh rung tring (Saweyer, 1952).

2.2.1. Tdc dung lom dé dang rung tring

McCormack va Meyer (1963) md td ky thuat ding chudt cong tring cii chua
trudng thanh 22 ngay tudi duge nuéi & mot chu ky chidu sang hing dinh gém 14 gio
séng va 10 gid t61 (nghia la chidu sing tit 6 gid sang dén 8 gid t61). Tiém dudi da cho
chudt 15 dan vi quéc t& gonadotropin huyét thanh ngya cal cé thai trong 0,5 ml
nudc mudi ding truong gilta 7 va 8 gid sang. Hai ngay sau, tiém dudi da
progesteron gitta 9 va 10 gig sdng. Vao ngay sau, giét chudt giita 8 gid sang va 1 gig
chidu, va phéu tich cic 6ng din triing va xac dinh s& lugng tring. Hoac cé thé chon
lya cach dém s6 lugng cac diém rung tritng trén budng tring bing mot kinh hién vi
hai thi kinh. Tuy vay, khé ning sai cla k§ thujt sau 16n hon do 46 khéng duge
khuyén dung.
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Céc liéu thdp progesteron 0,01 mg cho mét chudt cdng trdng gay tac dung khac
biét c6 ¥ nghia so véi cac tri s8 d6i chitng.

2.2.2, Tac dung e ché su rung tring (Shipley, 1965)

Thé rung tring trong vong vai gid sau sy ghép ddi, sau sy kich thich co hoc 4m
dao ho#c sau mot miii tiém tinh mach déng acetat (0,3 mg/kg, ding déng acetat 1%
trong dung dich muéi 0,9%). Progesteron tiém 24 gio trude khi thyc hién viéc gay s&
d¢ phong sy rung tring. Cac thé cai trudng thanh vé sinh duc, cln niing 3 - 4 kg,
duge didu tri véi mdt progestogen, va 24 gid sau, thuc hién kich thich giy rung
trang. Giét thd vA xem xét budng tritng 18 - 24 gid sau. Ghi tdng s6 cac diém rung
tring trén ca hai budng tring dé1 v6i méi tho.

Di liéu duy nhat c6 1ién quan thu duge trong thit nghiém nay la s6 lugng tho
khéng rung tritng trong mét nhém diéu tri, cé thé diung trong xac dinh hiéu luc
tranh thai ca cac progestogen. D& ¢6 cac dit liéu dinh lugng dang tin cay, cin dimg
8 — 10 tho cho méi miic liéu.

2.2.3. Thiz nghiém tdc dung trén sy hinh thanh hoang thé

Caligaris va cdng sy (1968) da md ta tac dung hai giai doan cia progesteron
trén sy gidl phong hormon tac hoang thé (LH). LH cén thiét cho sy rung tring va
d8 bién d6i nang tring thanh hoang thé. Tac dung tc ché cua progesteron trén sy
hinh thanh hoang thé 1a hau qua cha sy tc ché gidi phéng LH. Progesteron dung
riéng hotic phéi hop véi mot estrogen khéng tc ché su rung tring va sy hoang thé
ho4 do tac dung truc ti6p trén budng tring vi cac sy kién nay tiép dién binh thudng
v6i su hién dién cha mdt estrogen, progesteron, hormon kich nang tring (FSH) va
LH ding déng thdi cho cic chudt cong tring cit bd tuyén yén,

Shipley (1962, 1965) da gg¢i § sy cdn thidt tiéu chudn hoé thi nghiém nay bing
cach chon mot gidng chudt cong trdng thich hgp va xac dinh tudi ho#ic trong lugng
thich hop cta chudt cho mot dap ing thich hgp va kién dinh véi progesteron.
Shipley dung chubdt cdng tréng cai 35 - 37 ngay tudi (95 — 110g). Tiém duéi da cho
chudt progesteron hogic mot thufc thit hing ngay trong 7 ngay. Giét chujt 24 gio
sau miii tiém cudi cang. CAn cic budng tritng, va ghi s8 lugng hoang thé. Tinh s§
lugng hoang thé trung binh cho nhém diéu tri va vé d6 thi ty 1é phéan tram ic ch€ so
vdi tri s6 ddi chitng 461 véi liéu.

2.2.4. Su lam 6 ciia tring va su duy tri thai ghén

C4 estrogen va progestogen déu thé hién tac dung hai giai doan trén sy lam t8
cha tring d3 thu tinh va trén sy duy tri thai nghén 6 dgng vat phong thi nghiém.
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Céc li8u nhd estrogen (10 — 20 pg estron/kg) giy sy tdng nhanh tritng ra khéi éng
dan tring cha chudt. Cac lidu nhd progesteron ding riéng lam cham sy lam t4 cta
triing & chudt, va cac liéu trung binh va cao cin thiét d€ duy tri thai nghén. Ngoai
ra, sy duy tri thai nghén d chudt cdng tréng bdi nhiéu progestogen cin sy hién dién
ctia mjt estrogen.

Mot s6 phuong phap thi nghiém di dude mé ta. T4t ca cae phuong phap nay c6
lién quan véi viée xac dinh sy ghép déi thanh cong thudng bing gquan sat tinh trang
trong kinh phét am dao. Thyc hién cdt bd budng triing véi viée gdy mé nhe bing
ether khong mudn hon § giita thdi ky mang thai. Thai nghén dugc dé tiép tuc dudi
anh hudng cta progestogen cho uéng hosc tiém. Ngay trudc ky han sinh, giét dong
vat va xem xét tit cung d€ xac dinh s& lugng cic chudt con sdng va & lugng céc vi
tri Jam t3. C6 thé biéu thi két qud mdt céch dinh lugng, nghia 1A bing ty 16 phdn
tram cta ddng vat duge difu tri c6 con dé ra séng, khong ké dén s& luigng cac bao
thai hién c6 dén han, hodc tét hon 14 c6 thé xac dinh hiéu qua cla thude bing s8
lugng cac con dé ra séng cho méi thai nghén thanh céng va s6 lugng cac vi trf lam
t6. C6 thé tinh higu qua cfia mét thude thit nghiém cho méi nhém dong vat diéu tri
theo cbng thitc sau:

S¢ lugng chudt con séng

. x 100
86 lugng chudét me x11

Chi s6 hiéu qua =

Con s§ 11 & méu s& dya trén s6 lugng trung binh cac vi tri 1am t§ nhan xét thay
¢ mét nhém 70 chudt céng trdng khong didu tri dén han sinh. Nén ¢é nhém chudt
mé hinh ddi chitng vaA nhém chudt phéiu thuat gia dbi chiing.

Tho

Cit bd budng tring thd vao ngay thit 12 sau khi ghép déi va cho cac liéu thude
thit nghiém hang ngay cho dén ngay 30, khi d6 giét thé va xem xét t cung, Lidu téi
thiéu mbi ngay ¢6 hidu qua cha progesteron 1a 1 miligam, Ky thuat nay cn sy cho
thudc hang ngay trong 20 ngay. C6 thé riit ngén thdi gian thi nghiém dic bist néu
thude thit nghiém khéng c6 téc dung, bing cach xem xét tinh trang céc bao thai
trong khi md bung vao ngay 20.

Chugt céng tring

Chudt cdng trang cé thai bj cit bd budng trimg vao ngly 8 va bi giét vao ngay
18 (Saunders va Elton, 1959). Lidu c6 hidu qua d6i véi progesteron & gida 5 va 10
mg/ngay. Tuy nhién, tic dung clia progesteron dugc ting 1én bdi viée ding déng
thdi estrogen. Nhu vy, dé lam tang d¢ nhay cha thit nghiém, nén ding mét
estrogen trong thoi gian diéu tri vét progestogen.
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Chudt nhdt tring

Chuét nhit triang c¢6 thai bi cit bd budng tring vio ngay 10 sau khi ghép d6i.
Progesteron, tidm dudi da véi lidu 1 mg/ngay, sé duy tri cae thai sdng 0 80% chudt
duge didu tri. Dudng cho thude, cfing nhu tin sd va thdi gian diéu tri 1a quan trong,
va co thé thay 461 d61 vdi cac thude progestogen khac nhau.,

I1I. NGHIEN CUU THUOC CO TAC DUNG ANDROGEN

Coéng dung diéu tri cita cdc thude ¢6 tac dung androgen dude gidi han & (&) liéu
phap thay thé trong cac diéu kién sy san sinh cac androgen néi sinh duwdi mtc sinh
ly binh thuong va (b) diéu tri mdt sé carcinom v véi cac muc lidu ¢ tac dung duge
ly. Trong liéu phap thay thé, cin co ca hoat tinh androgen va hoat tinh dong hoa.
Hoat tinh androgen gay céc tac dung kich thich trén sy sinh trudng, phéat trién va
duy tri cac cd quan sinh duc phu & giéng dyc, va hoat tinh ddng hoa c6 dic tinh la
KhA ning lam tang sinh trudng, hoic lam ting trong luong cd thé bing cach gay
mét cdn biang nito dudng.

CAC PHUONG PHAP NGHIEN CcUU

8.1. Cac th nghiém vé hoat tinh androgen

Céc thit nghiém vé hoat tinh androgen phu thufc viio sy nhay cam vdi androgen
cuaa cac ¢d quan sinh duc phu thude vao loal gim nhim duc (tuyén tién 1él va cac til
tinh) va cdc ciu tric gidi tinh phu eda chim va doéng vat ¢ vii (mao ga trong thién

ho#ic ga con, cac tuyén ba thay déi va tuyén 18 161 mAt ctia chudt ¢6ng trang).
3.1.1. Méo ga con

Diing ga trdng vao ngay sau khi nd. Thudc thi nghiém cé thé duge cho udng,
tiém dudi da, tiém trong mao, hofic 4p dung tai chd. Liéu phap tiép tuc hang ngay
trong 5 hodic 7 ngay. Hai muoi tu gid sau liu cudi cing, giét ga con bing ether, cit
14y mao ga bing kéo dit sat so. V& dd thi trong lugng clia mao ga bidu thi bing mg,
hogie ty 1& clia trong lugng mao ga vdi trong lugng co thé d6i vai logarit lidu. Thi
nghiém nay cé dé nhay 16n nhit khi androgen duge 4p dung tai chd, hoa tan trong
ethanol tuyét ddi hodc ethyl ether. Bing mét bom tiém vi lugng, tiém 0,05 ml dung
dich vao mao gi. Testosteron ¢6 hiéu qua trong pham vi liéu 0,1 - 1,0 pg/ngay. Dung
10 ga con cho mdi muc lifu trong thit nghiém nay. Viée tang thé tich dung dich ap
dung djc bidt voi cAc thude tan trong ddu, din dén gidm d6 nhay va mét chi s6 chinh
xdc thap hon (Lerner va Bianchi, 1963).
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3.1.2. Mao ga trong thién

Ga trong non dugc thién 6 6 — 9 tuidn tudi. Sy téng kich thudc mao ga tréng
thi€n ching td sy thién khong hoan toan, va nhitng g4 nhu vay bi loai bo. Sau
thang sau, ching c¢6 thé dude dung dé thi nghiém sinh hoc thudc vé& hoat tinh
androgen diing tai chd, cho udng, hoic tiém. Cho thude hang ngay trong 5 ngay, va
24 gi6 sau lan cho thugc cudi ciing, do chidu dai va chidu cao clia mao vi s0 sanh véi
cac tri sd thu dizge ngay trude khi bit ddu didu tri. Sy tang tri s6 cha tdng cac 86 do
chiéu dai va chiéu cao bing milimet ty 1& thuan vdi logarit Héu.

Viéo sit dung thi nghiém mao ga con tt hon thi nghiém mao ga tedng thidn vi
khéng can phai thién, khéng cin phai nudi ga trong thdi gian dai, va d$ chinh xac
trong vigc can 16n hon do chinh xac trong viéc do bing com-pa hoic mdét cai thide ké.

3.1.3. Cdc cd quan sinh duc phy ciia loai ggm nhdm

Céc tui tinh va tuyén tién liét bung ctia chudt nhit trdng va chudt eong trdng
thién ting trong lugng béi cac chat o6 tac dung androgen. Thiz nghiém chudt nhit
trdng nhay hon thd nghiém chudt cOng trédng. Tuy vay, viéc phiu tich va cin mé
dich ¢ chut nhit khé hon so véi & chudt céng tring.

Trong y van, ¢6 nhiéu thay ddi vé tudi & thdi gian thién, khodng thdi gian gifta
Idc thign va diéu tri, va thdi gian kéo dai didu tri. Phuong phép thuan tién va tiét
kiém nhdlt 1a dung céc chudt céng tréng dye chua trudng thanh, 21 - 23 ngay tuéi.
Vi viée giy mé biing ether, et b6 tinh hoan qua mét nhat rach ¢ dudng gitta trong
tii biu sau khi lau véi ethanol 70%. Thit mdi dong mach tinh hoan bing chi bong
trong khi mét ngudi phu té ndng tinh hoan 1én, kep chéit ddu ngoai bién cda tinh
hoan béng kep. Sau khi 14y di ¢a hai tinh hoén, khéu vét rach vdi chi béng, va lau
ving phlu thuét véi con. Khong can cac kg thuat vé khusn.

Tiém duéi da thude thit nghiém, cic lidu chudn testosteron, va dung méi dsi
chitng trong ngay thign. Tidm lip lai (0,2 ml) hang ngay trong 7 ngay. Hai muoi
bén gig sau liéu cudi cang, gist chuft béing ether, va phiu tich 14y tuyén tién ligt
bung va tdi tinh. Ep nhe dich chita bén trong ra va xac dinh trong lugng udt véi sai
36 0,1 mg. Ciing co 1ap cd ndng hau mén. Tuy vay, cd nay c¢6 d6 nhay cam kém hon
v01 androgen so v6i cac mé khae, va sy tang trong lugng cua cd ning hau mén cb
1ién quan nhiéu hon véi hoat tinh ddng hoa so véi hoat tinh androgen.

Vdi eac thit nghiém ban diu, cé thé dung nhém 6 chudt céng trang cho méi mic
lidu. Tuy vay, dé céc thit nghiém vé hiéu Iue chinh xéc hon, cdn ding 8 - 10 chugt
cho méi mic lidu. Testosteron gy sy ting tuyén tinh vé trong lugng cie tui tinh va
tuyén tién 1iét bung trong pham vi ti 10 dén 100 pg cho mdi chuét mdi ngay. Sy
tang trong lugng céc tii tinh 13 mot chi s8 vé hoat tinh androgen kém nhay hon so
v6i sy ting trong hugng tuyén tién ligt bung.
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Ghi cac s6 do trong luong co thé ngay dau didu tri va ngay giét chugt. Cac thay
d6i vé trong lugng cd thé khong cho thiy hoat tinh androgen (ho#c dong hoa) nhung
c6 thé ggi ¥ v8 téc dung doc cha thude hoic nhiém khudn. Loai b cac dit ligu tit cac
cA thé dong vat khong ting can so véi nhém déi chitng.

3.2. Cac thit nghiém vé hoat tinh déng hoa

3.2.1. Co ndng héu mén chudt cong tring

Co nay 13 mét phin ela céc ¢d quan sinh duc phu cia chudt dyc va khong thay
6 & chudt cong tring cai. Né khéc véi cac mé dich khéc dang trong céc thiz nghiém
vé androgen & chd né khong phai 12 mot biéu mé. Mic di testosteron gy téng kich
thuéc ctia c6 nay, cic cd cin cla chudt lang, va hé ¢o chi chia ngudi, c6 sy nghi ngd
vé gia tri cia thit nghiém co nang hau moén dé tién doan hoat tinh déng hoé 8
ngudi. Thuc t& 12 c6 it sy tudng quan gilta cac chét cé hoat tinh trong thi nghiém
nay véi cde chit ¢ tac dung trén ngudi. Phudng phéap cua Hershberger va cng su
(1953) 12 thii nghiém chuin vé hoat tinh déng hoa. Ap dung cach thiic tién hanh md
t4 & muc 3.1.3. Ngoai vide xéc dinh trong lugng clia tuyén tién liét bung va cac tii
tinh, phéu tich 18y co ning hau moén va cin. Cét da cta biu (duong vat) doc theo
duding gifia tit day cha dudng vat d&n hau mon. Loai bd md tich trit bing kep, va cic
tuy&n Cowper tring nhd duge dinh vi dudi cac cd hoanh - hang. Cd néng héu mén
nim st ngay tuyén Cowper, 1éng vio cd hoanh - hang va thit lai thanh vong i
phia lung trén tryc trang. Tach co bing phiu tich véi kep. CAt tryc trang va gap lai
vé phia trude. Sau khi tach c6 ndng hau mén khéi tryce trang, cét ¢o nay 6 ché 1ong
vao cd hanh — hang. '

Ty 16 cla sy ting trong lugng cd nang hau mén va sy tang trong hugng tuyén
tién liét bung duge xac dinh. Mt chdt 6 mét ty 1¢ 16n hon 0,3 ¢d thé 12 mét chat
déng hoa c6 hoat tinh androgen giam.

8.2.2. Sw chuyén hod nito

Phuong phap chuyén hod nits mé ta bdi Arnold va cong sy (1959), giong nhiéu
hon véi cac phudng phap thit nghidm 1am sang d6i v6i cac thudc ddng hoa so véi
phudng phap cin cd ning hau mén. Cho chudt c¢éng tring mdt ché d4 4n han ché
sao cho dat dugce trong lugng cd thé khong ddi. Téng lugng nite trong nude tiéu duge
xée dinh trude khi cho mt thude thii nghiém, va sy gidm lugng nitg bai tiét sau khi
cho thudc cho thay hoat tinh ddng ho4 ho#c giit nito. Phudng phap nay c¢d tinh chat
tidn doan dfi véi hoat tinh déng hoa & ngudi, nhung khong cho thdy hoat tinh
androgen c6 lién quan clia thude.
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CHUONG 19

PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUQC LY
THUOC CO TAC DUNG HUUNG SINH DUC VA
THUOC CO TAC DUNG DIEU TIET SINH SAN

GS. Poan Thi Nhu

I. NGHIEN CUU DUQC LY THUOC €O TAC DUNG HUGNG SINH
DUC

C6 ba hormon huéng sinh duc nguén géc thidn nhién duge dang lam thude
chita bénh, gém gonadotropin A (hay hormon kich nang tring, FSH), va
gonadotropin B (hay hormon tao hoang thé, LH), 2 chat nay ¢6 ngudn goc tit thuy
trudc tuyén yén; va chat thi ba 13 gonadotropin mang dém ¢6é ngudn gde tir rau
thai. Cac hormon huéng sinh dyc nay duge dung & diéu tri cac ching cham day
thi, r8i loan kinh nguyét, v6 sinh, nhi tinh sinh dyc nam, tat tinh hoan &n va
chitng khéng cé tinh tring.

CAC PHUONG PHAP (Segaloff, 1962)

L.1. Thf nghiém trén trong lugng ti cung chudt nhit va chudt céng
tring

Thit nghiém duge ding nhidu nhat 13 trong higng td cung cua chudt nhit cai
chita trudng thanh. Chudt nhit trAng méi théi bui tit mét ngudn duy nhét 6 thé
duge ding. Néu chudt duge 18y tir ngoai phong thi nghidm thi sé khong duge dung
ngay trong ngay duge ldy vé. Téng lidu thuéc dé tidm cho mbi chudt duge chita
trong 2,5 ml dung dich. Chudt duge tiém 5 mai tiém dudi da, mbi mii tiém 0,5 ml,
mdt mii trong ngdy dau, 2 mii trong ngdy thi hai (mét mai budi sang va mét mii
cudi budi chifu) va 2 mii ngay thit ba. Giét chugt véi mot lidu chét thude giy mé
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vao chidu ngay thd tu. Phiu tich loai b md va méd khéng lién quan. Cét dit Am dao
ngay dudi cd ti cung va kep né véi mot kep nhd, cit bd cac day chiing va md khac
khéi t1t cung véi mot kéo nhd, bét dau 8 ¢d va phau tich t6i cac budng tring. Sau dé
cdt dudng ndi ti cung - vol va rach ti cung. Bép va tham dich trong tit cung trén
gidy loc hodic trén khin lau bang gidy. Réi cdn ti cung.

C6 thé dung dong vat khac 1a chubdt cdng cai chua trudng thanh. Chudt phai
¢6 tubi gibng nhau va ti¥ mot ngudn duy nhat. Chudt céng tréng duge tiém
nhitng miii tiém dudi da hang ngay trong 4 ngay, giét chudt va phau tich tu
cung vao ngay thd nam.

1.2. Th& nghiém trén trong lugng t& cung va budng tring

Trong thi nghiém nay, chudt nhit hodic chudt cdng trdng méi théi ba duge
diing dé c6 k&t qud t8t nhat. Chudt duge chia thanh cac nhém diéu tri mét cdch
ngiu nhién hoa vd méi nhém cé 6 chudt hodic hon.

Thuéc duge hoa tan trong dung dich mudi déng truong va duge chia thanh 5
phén dé c6 thé 18y m&i phén d& tiém trong mdt 14n, Thuong tiém cho chudt mot 1an
trong ngly thit nhat, 2 1dn trong ngay thit hai va 2 14n trong ngay thi ba, va giét
chuét vio budi chiéu ngay thit tu. Kim tra cic chudt dé xem dm dgo c6 thong
khéng. Giét chudt biing ether va phau tich tl cung vi céc bubng triing a8 loai bd mé
khéng lién quan. Rach tit cung va sau khi da ép va th&m hét dich trong tif cung thi
dem can tif cung. Phiu tich cit bd voi, bao v md khoi cac budng tring va can
buéng tréng. Hiéu huc cla thude thit nghiém dude tinh bing cach so sanh véi cac
thude chudn.

1.3. Thit nghiém tac dung ciia gonadotropin A (hoadc FSH)

Phuong phap thudng duge dang d€ thit nghiém tac dung ctia gonadotropin A
(hoac hormon kich thich nang tritng, FSH) la xac dinh sy tang trong lugng cac
budng triing; hoiic x4c dinh sy ting trong ludng ti cung 8 chudt cong trdng cai chuta
trudng thanh vé sinh duc. Higu lyc cda thude thit nghigém duge so sanh vdi hiéu lyc
ctia mot thude chuén dé tham chiéu. Thudng dung 2 liéu thude thi nghiém va 2

lidu thudc chudn d6i chidu sau mdt thi nghidm so bd véi mét miic lidu.

1.4. Thit nghiém tac dung cta gonadotropin B (hodc LH, hay ICSH)

Mot phudng phap thudng dung 14 xac dinh sy t&ng trong lugng thuy trudc
tuyén tién Hét. Thuy trude tuyén tién liét cha chudt cong tréng duc cit bd tuyén
yén dudng nhu 1a co quan dich t6t nh&t dé danh gi4 tac dung nay. Mét véin dé quan



PHUONG PHAP NGHIEN CIJU TAC DUNG DUJC LY CUA THUGC Tif DUQC THAO 225

trong d6i véi thi nghiém nay 14 § nhiéu gidng chudt edng, cac hormon khéc cha
tuyén yén, djc biét prolactin va hormon sinh trudng c6 sy hiép déng tac dung véi
androgen (hormon nam tinh) hodc LH trén tuyén ti€n liét bung. D6 dai thaoi gian
gita thdi diém cét bé tuyén yén va lic bdt ddu dibu tri ¢6 anh hudng quan trong
trén ca dé6 nhay cAm va trén tac dung cua prolactin. Thdi gian sau khi ¢t bd tuyén
yén cang dai, thi d§ nhay cAm cang kém va tac dung cliia cac hormon khéac cla
tuyén yén cang 1én. Ngudi ta thay dung déng vat 24 gid sau khi cét bo tuyén vén la
tot nhat,

Nhu vay trong phuong phép thit nghiém nay, nguoi ta dang cdc chudt cdng duc
non (khodng 75 g thé trong) va tiém cho chiing mi tiém thit nhat 24 gig sau khi
cdt bd tuyén yén. Sau d6 tiém cho chujt 2 14n vao ngay thi hai va 2 14n vao ngay
thd ba thude thit nghi¢m, téng eong 12 5 mii tiém, méi mii tiém 0,5 ml dung dich
trong thdi gian 3 ngay. Giét chuét bing ether vao chiéu ngay thi tu. Tuyén tién liét
bung, cic tii tinh va tinh hoan duge phiu tich phén lap va cin. Cling nhu trong cac
thit nghiém khac, ding mét thude chudn so sanh d8i chidu véi thude thit nghiém va
dung thiét k& thi nghiém 4 hosic 6 didm (2 hogc 3 liéu cha thude thit nghiém va ciia
thudc chuan).

II. NGHIEN CUU DUQC LY THUOC CO TAC DUNG BIEU TIET SINH
SAN

CAC PHUOGNG PHAP NGHIEN CUU TAC DUNG CHONG SINH SAN

2.1. Thit nghiém tac dung chéng sinh sin trén giéng cai

2.L1. Thi nghiém tdc dung chéng rung tritng (Kam baj, 1984)
- Chuét cong tring

Dang chudt cong tréng cai trudng thanh c6 chu ky déng duc déu, chia thanh céc
nhém, méi nhém 6 con. Nhém thit thude duge cho udng thudc thl nghiém, va nhém
ddi chiing chi duge ubng dung méi, méi ngdy mét ldn trong 10 ngay. Lam xét nghiém
kinh phét 4&m dao hang ngay. Néu chudt thé hién giai doan khéng dong duc kéo dai,
thi diéu nay ching té thudc c6 tac dung chéng rung triing. Néu chudt thé hién chu ky
déng duc déu, thi ¢ nghia 1a thuse khong 6 tac dung chéng rung triing.

- Tho

Dang thé cai trudng thanh (5 dén 6 thang tudi). Cho thé ubng thudc thi
nghiém qua éng théng da day hang ngay trong 7 ngay cho nhém thé thi thudc va
chi cho thé d nhém d6i chitng udng dung méi; mdi nhém gdém 6 thd. Ghép dai véi thd

15 PPNG-4A
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duc vao ngay thi 8. Thue hién tha thuat mé bung vao ngay thit 9 va ghi s8 diém
rung tring 8 mdi budng tring cua tho thi thudc, va so sdnh vi trj s6 nay d nhém
tho ddi chiing.

2.1.2. Thiz nghiém téc dung chéng lam t6 cta triing

- Chuét céng trdng: Ding chuét cii lén con trinh {(chua hé giao phdéi vdi chudt
duze), ¢6 chu ky dong duc déu (8 d&n 10 tudn tudi) va chudt cdng tring dyc (10 dén
12 tudn tudi) c6 kha nang sinh sin duge chiing minh. Ghép déi 2 chudt cong tréng
cai v6i mét chudt duc vao budi chiéu. Bé chudt duc ra vao sang hom sau va thuc
hién kinh phét a&m dao trén chudt cai. Kinh phét duge soi udt hodc sau khi nhudm
mau dudi kinh hién vi v& su hién dién ctha tinh tring. Ngay thay cé tinh tring ¢
kinh phét dugc coi 12 ngay 1 cha thoi ky thai nghén. Liap lai cach thdc tién hanh
nay cho téi khi cac chudt cai da duge giao phoi

Chia céc chudt cai da duoe giao phéi mdt cadch nglu nhién thanh cie nhém thi
thudc va déi ching, m& nhém 6 - 10 con. Cho ubng thude thit nghiém trong mét
chét dén thich hgp (dung dich nude, dich treo trong gém acacia, dich treo trong
Tween 80) trén cd sd thé trong hang ngiy qua mét kim cho udng tif ngay 1 dén
ngay 7 cuia thoi ky thai nghén; cac chudt d6i ching chi uéng chét dan.

Giét chudt vao ngay thi 10. X4c dinh s& hugng chudt ¢é thai, s§ lugng vi tri 1am
t8, s& lugng thai séng va thai chét va s§ hidng hoang thé & nhém thi thude, va so
sanh véi cac tri sé nay 6 nhém déi chiing (Kamboj, 1984).

- Chugt nhdt trdng: Ghép ddi chudt nhit tréng cai 16n c6 chu ky dong duc déu
véi chudt duc c6 kha niing sinh san duge chitng minh. Cho chudt c4i dd duge giao phdi
udng thudc thit nghiém trong chit din thich hgp tit ngdy 1 dén ngay 5 cua thai nghén,
va cho chudt c4i d6i chiing udng chit d&n. M4 bung chudt cai 6 ngay 10 cua thai nghén,
va ghi ty 1& chudt ¢6 thai cling nhu kich thuée va s lugng vi tri lam t3. Thuc hién phiu
thuat déng bung va dé thai nghén tiép tuc tién trién. VAo ngay thit 20 ctia thai nghén,
phdu tich md bung chudt cai va md t cung dé 18y thai ra. Ghi s§ lugng thai sdng va
thai chét. C§ dinh cac budng triing va tli cung chudt ¢l khong ¢6 thai trong dung dich
formalin 10% dé lam xét nghiém mé hoc (Daware va cong sy, 2000).

2.1.3. Thit nghiém tic dung chéng sinh sdn bdng tiém thudc vao t
cung
Ap dung phuong phap cha Upadhyay va cong sy {(1990) v6i mdt it sia doi dé
nghién ctiu tie dung cuc bd cha thude chéng sinh san. Dung chudt nhét trdng cai c6
kha nang sinh san duge chitng minh va cén ning 30 - 40 g. Md byung chudt va tiém
thude thit nghiém nhu sauw:

15.PPNC-B
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Nhém I: tiém 50 pl chdt din vao ca 2 siing tit cung. Nhém 2: tiém 50 ul chat
dan vao sltng trai va 50 ul dung dich ho3c djch treo thuée thii nghiém vao sting
phai. Nhém 3: tiém 50 pl dung dich ho#c dich treo thudc thi nghiém vao ca 2 siing
tit cung. Phau thuit déng bung va ghép déi nhitng chudt céi nay vdi cic chugt nhit
trAng dyc c6 khd nang sinh san di duge bidt sau thoi gian héi phuc 10 ngay sau
phau thudt. Sy giao phéi duge xdc nhan béi mit m dao hozc kinh phét 4m dao ¢6
tinh trang duong tinh. Phiu tich mé bung cac chudt cai da giao phéi vao ngay thi
14 cta thoi ky thai nghén. Ghi s lugng chuét cai c6 thai, d6 16n va sd lugng céc
thai. Cac budng tring va tif cung dugc quan sat va dude cf dinh trong dung dich
formalin 10% dé 1am xét nghiém md hoc.

2.1.4. Thit nghiém tdc dung géy sdy thai
- Tac dung giy sdy thai sém (Kamboj, 1984)

Dung chudt edng tring cai da duge giao phdl véi chudt duc va chia mit cach
ngau nhién thanh cac nhém thit thudc va déi chitng, méi nhém 6 con. Cho chubt §
nhém thi thufe va nhém d6i chitng udng thudc thi nghiém va chat dén, tuong tng,
tit ngay 5 dén ngay 7 clia thdi ky thai nghén. Quan sat vé sy chdy mau tlt cung,
sang va chiéu, tit ngay 6 dén ngay 10 va ghi cac didu nhan xét thay. Giét chudt vao
ngay thit 16 va ghi céc sy nhén xét nhu & thil nghidm tac dung chéng 1am té.

- Tde dung gdy sdy thai kiéu prostaglandin (Kamboj, 1984)

Déi v6i cée thule c6 tde dung tudng ti prostaglandin, ding céc chuét lang cai
dé duge ghép d6i véi chudt dyc. Chia chudt lang thanh cac nhém thi thuse va dsi
chitng, mi nhém 6 con. Cho chugt § nhém thit thude uéng thudc thit nghiém vao
cac ngay 21 - 28 cua thai nghén. Giét dong vat vao ngay 30 va ghi cac nhin xét nhu
¢ thtt nghiém chéng su lam t8.

- Tde dung gédy séy thai sém va sdy thai mudn (Kato va cdng su, 1983)

Chudt cong tréng duge chia thanh 6 nhém, méi nhém 6 con, va cic nhém 1,2
va 3 duge dung dé danh gi4 tac dung gay sy thai sém.

Cac nhém 1, 2 va 3 duge md bung vao ngly 7 cla thdi ky thai nghén dudi sy
gdy mé nhe béing ether; bjc 16 ¢ 2 sitng ti cung, quan sat va dém cac thai. Khau
vét m§. Nhém 1 duge ding 1am déi chiing trong khi céc nhém 2 va 3 nhan 2 liéu
khéc nhau ctia thude thit nghiém bing dudng udng tit ngay 8 dén ngay 12 cha thai
ky thai nghén. & ngay 20 clia thai nghén, md tit cung d€ 14y thai ra; 6 mdi nhém,
dém 86 higng céc chudt con va quan sat dai thé vé bat o su di thudng nao.
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Cac nhém 4, 5 va 6 duge dung dé€ danh gia tac dung gay siy thai mudn, Cac
ddng vat nay duge md bung vao ngay 11 cha thai ky thai nghén. Sau khi quan sat
v ghi 8 lugng thai, khau v8t mé. Bt ddu cho chudt § nhém thit thude udng thude
thi nghiém m6i ngay mot 14n ti ngay 12 dén ngay 20 cia thai ky thai nghén, va dé
chudt ti€p tuc mang thai dén ky han. Vao ngay 20 clia thai nghén, md ti cung dé
14y thai ra; d€m s& lugng cac chudt con va quan sat dai thé vé bat e sy di thudng
nio § mdi nhém. Danh gia su sinh trudng cia cac thai dé ra bing cich xac dinh
trong lugng va chidu dai ti ddu cia mém dén dudi, va so sanh véi cae tri s& nay 8
nhém déi chiing. X4c dinh giéi tinh cac thai.

2.2. Thit nghiém tac dung chéng sinh san trén giéng duc

2.2,1, Thaét nghiém tdc dung chéng sinh tinh trung (Kamboj, 1984)

Dung chudt cong tring dye 16n (10 — 12 tudn tudi). Cho chudt & nhém thii thude
udng thude thit nghiém trong moét chat din thich hgp va cho chudt & nhém di
chiing udng chi riéng chat dan mdi ngay mét lan trong 60 ngay, mdi nhém gém 6
chudt. Méi chudt dyc duge ghép riéng biét véi chudt cai & thai ky tidn dong duc/dong
duc vdi ty 18 1:2 vao cic ngdy 12 dén 15 va 56 dén 60 cua thdi gian udng thude. Git
chudt vao ngay 61. Ghi 38 lugng chudt cé giao phéi/khéng giao phéi, sé lugng chudt
sinh dé va s8 lugng con ctia lida dé. Ghi trong lugng va hinh thai (quan sat bing
mét) cla tinh hodn va céc ¢d quan sinh duc phy, va quan st dudi kinh hién vi hinh
thai cua tinh tring. Ghi cdc nhan xét v& mé bénh hoc cita tinh hoan. Céc su giao
phdi v6 sinh véo cic ngay 12 dén 15 sé cho thay su vd sinh chitc nang va cac giao
phdi v6 sinh vao cic ngdy 56 - 60 gén lién véi sy ngling sinh tinh trang cho théy
hoat tinh chéng sinh tinh tring. So sanh gilta nhém th{ thude va nhém déi chiing.

2.2.2. Thi nghiém vé sy di thudng cia hinh dang tinh tring

Ap dung phuong phap thit nghiém sy di thudng vé hinh dang tinh triang cia
Wyrobeck va Bruce (1978). Diing chudt nhit tring duc non cin ning 25 — 30 g, va
cho udng 3 liéu thude thit nghidm cho 3 nhém chudt thit thuse khac nhau. Cho
chudt dyc 6 nhom déi ching udng lugng tudng duong chidt din. Cho chudt udng
thudc moi ngay mét 1an trong 5 ngay, va vao ngay 35 giét chudt. Pha dich treo tinh
trang trong nude mudi ding trudng, nhuén mau véi dung dich nude Eosin-Y 1%,
phét 1én kinh va dé khé ngoai khéng khi. Ghi nhéan xét v& céc di thudng vé hinh

thai, va so sanh gitta nhém chudt thit thude va nhém d6i ching.
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2.2.3. Thi nghiém vé su v6 sinh chite ndng (Kambaoj, 1984)

Dung chudt ¢éng tring duc 16n, thién chudt va tiém trong co testosteron
propionat véi liu 250 pg/chudt, méi ngay mot ldn trong 7 ngay. Cho chudt 6 nthém
thi thude udéng thude thi nghiém va chi che chuét & nhém dsi chiing ufng chit dan
bit diu tit ngay thién, mdi ngay 1 lan trong 7 ngay; méi nhém gdm 6 chudt. Ghép
chudt duc vdi chudt cai § thoi ky tién dong duc vao ngay thi 3 va ngay thi 7. Gidt
chudt vao ngay thit 8 va ghi nhan xét v& hinh thai cta tinh tring. Gbi s6 luong
chudt c6 giao phdi / chudt khéng giao phéi, s§ lugng chudt sinh dé va si lugng con
cua hia dé. So sanh céc tri s6 3 nhém thit thude véi nhém dai chiing.

2.2.4. Th& nghiém tdc dung gdy tdc 6ng ddn tinh (Kamboj, 1984)

Thyc hién thi nghiém trén chut cdng trdng dyc 16n. Thude thit nghiém duge
tiém trong mét chét din déng dac nhanh cho chuét § nhém thit thude va chi riéng
chat dén duge tiém cho nhém déi chiing vao trong long éng chia 6ng din tinh (dién
tich 0,5 em?); mbi nhém gém 6 chudt. M 3 chudt vao ngay thit 31 va 3 chudt vao
ngay th 61. Phén lap viing tiém cta 6ng din tinh va nghién ctftu theo timg ddy cac
Iat cit mé hoe d8 ghi sy téc Sng din tinh, néu co, bdi su hinh thanh nit mé hat.

2.2.5. Thé nghié¢m tdc dung diét tinh tring (Kamboj, 1984)

- Thi nghi¢m 1. Dung tinh dich thu dugc do phéng tinh ctia ngudi duge 1am
cho léng ¢6 chét lugng t6t 30 phit sau sy thi dAm. Pt mot giot tinh dich trén mot
ban kinh. Cho thém 2 giot thude thit nghiém trong chat dém phosphat Sorensen
(pH 7,0). Trén k§ véi mét dita thuy tinh (5 gidy) va dit mot 1a kinh diy. Quan sat
duéi kinh hién vi. Sy bat dong xdy ra ngay lap tdc cta tinh trang cho thdy thudc
thit nghidm ¢6 hoat tinh diét tinh trang. Lip lai thi nghidm trén 3 méiu khéc nhau
va xéc dinh ndng dé thap nh4t c6 tac dung.

- Thi nghi¢m 2. Pha ché dung dich thugc thif nghiém véi néng d¢ g&p 10 1in
ndng 46 thap nhat 6 tac dung & thi nghiém 1. Cho thém 1 ml dung dich thuée thix
nghiém vao 0,2 ml tinh dich ngudi duge lam cho 16ng. Khudy trén mét may trén
xody tron trong 10 gidy. Quan sat dudi kinh hién vi v& sy lam bat déng tinh tring,
Néu c6 sy bit dong toan bg, cho thém 1 ml dung dich glucose 1,7% cdng véi natri
clorid 0,38%. Khudy trén mét may trén xody tron va dit & 37°C trong 30 phut,
Quan sat dudi kinh hién vi. Néu khéng thay cé sy phuc héi tinh chuyén déng cla
tinh triing, thi diéu nay ching 3 thude thit nghiém co hoat tinh diét tinh tring.
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CHUONG 20

PHUGNG PHAP NGHIEN CUU TAC DUNG
KHANG KHUAN IN VITRO

PGS. TSKH. D6 Trung Pam

M0 DAU

Muc dich chia viée thi nghiém tac dung khéng khufin in vitre 13 xac dinh thude
nghién citu cé tac dung trén vi khuin nao va mic d tac dung in vitro nhu thé nio,
C6 nhiéu phudng phap nghién cttu tac dung khang khudn in vitro, cing nhu cé rat
nhiéu yéu t6 dnh hudng gép phin vao sy nhay cdm clia vi khuén véi thude nghién
citu. Néu céc yéu t& nay thay ddi sé anh hudng rat nhiéu dén két qua nghién ctu.
Nhiing y&u t6 anh hudng quan trong nhat cé thé ké 13 diéu kién vd trung, tinh tan
cua chét thd, moi truong nudi cdy, pH clia mdi trudng, nhiét @9, thoi gian nghién
citu, cach cAy ching va k§ thuat nghién citu.

I. NHUNG YEU TO ANH HUGNG

1.1. Diéu kién vé trung

Nghién citu tac dung khéng khudn phai tién hanh trong diéu kién vd trung,
tranh dua vi khuadn khéc vao lam nhifu két qua nghién citu. Tt cd céc dung cu
dang trong thi nghiém, médi trudng nudi cfy, khéng khi 1am viéc déu phai tiét
tring. Mt khéde, trong cAdc méi trudng lam vide khang dude ¢6 chit khang khudn
nao ¢6 thé gay ra duong tinh gid, ngd nhén 1a tac dung do thudc nghién cdu, ma
thuc ra do chat khang sinh ta da dé 14n vao.
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1.2. Tinh tan cta chat tha

Day la v&n d@ rdt quan trong. Chat thit phai tan thi két qué thd méi chinh xac,
Khi thi nghiém, hoa chét thit vao trong nudec. Néu chat thi tan hoan toan trong
nudc 1a t6t nhit. Néu chét thi khéng tan trong nude, thi phai hoa tan trong mét
dung mé1 dic biét nhu dimethylformamid (DMF), dimethylsulfoxid (DMSO) hosc
polyethylenglycol (PEG). Sau d6, dung nudc pha lodng ra. Lic nay, nong dd chat
thit thap, nén c6 thé tan duge. Néu chit thit khéng tan, két qua nghién cdu sé sai.

1.3. Chudn bi miu thi

M4u thit c¢6 thé 1a duge lidu khé, cao da chit tit duge lidu, hgp chat tinh khidt
do tdng hgp, ho#c chiét tit duge lidu va khang sinh chudn d€ tham chidu.

1.3.1. Méu la duge liéu

Cé thé chiét bing cach sdc vdi nudc, chift bdng cén, hotc mot dung méi nio
khéc, nhung sau d6, phai chuyén sang dang cao ldng trong nudc theo t 18 1:1 (1 g
duge lidu duge 1 ml cao 16ng). Vi du, chiét 100 g duge lidu béing cdn. Sau khi chiét,
gdp céc dich chiét cén lai, cd dudi hét cbn di. Thém nudc via di 100 ml. Loc, ta s8
dugc cao 1dng 1:1. Khi dung, néu hoat tinh qua manh, thi phai hoa lodng ti€p véi
nudc cdt dé duge dich thit 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64; cén néu hoat tinh yéu, thi tit
cao 1dng 1:1, c6 thé ed cich thiy tiép d€ duge dich thit d3c hon: 2:1; 3:1; 4:1.

1.3.2. MGu la cao thé chiét ti dudc lidu

(Cén phai biét 1 g cao ndy tusng dudng véi bao nhidu gam duge liu).

Can chinh xac 200 mg cao, héa vao 2 ml nudec, Néu dung dich tan hoan toan,
dung dung dich nay lam géc (100 mg/ml). N&u dung dich cé vén tap chat, thi ly
tdm, 18y dich trong lam dung dich géc (ciing 100 mg/ml). Néu cao khéng tan trong
nuée, thi thay nude bdng dung méi khac nhu DMSO, DMF hosc PEG theo diing
céch 1am nhu véi nude. Ta van duge dich thi 100 mg/ml.

Khi thii, tity theo hoat tinh manh hay y&u, ta hoa lodng tiép véi nude dé duge
dich thtt ¢6 néng d9 thdp hon: 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 mg/ml. K&t qué vé ndng 46 &
ddy, nén tinh theo mg cao trong 1 ml dung dich.

1.8.3. Mdu ld hgp chdt tinh khiét

(Chét tdng hgp hozc chift tit duge lidu. Néu 1a chat chist duge tit dude lidu, cin
biét ham lugng hop chat trong duge liéu 1a bao nhidu %).
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Cén chinh x4c 20 mg, hoa vao 2 ml nude cit. Néu hgp chit tan hoan toan, dung
dung dich nay lam géc (10 mg/ml). N&u hgp chat khéng tan hozc khé tan trong
nude, thay nude cdt bing DMSQ, DMF hosic PEG dé hoa tan. Ta cling dude dung
dich géc 10 mg/ml.

Khi th, tit dung dich g&c 10 mg/ml, pha thanh dung dich th\ lodng gip 10 14n,
tic 12 dung dich 1 mg/ml. N&u hoat tinh manh qua, ta c6 thé hoa loAng 2 l4n lién
ti€p véi nude dé duge dich thit co nong dd thap hon nhu 500; 250; 125; 62,5... pg/ml,

1.3.4. Mau la thuée khdang sinh d& tham chiéu

Céan chinh x4c 100 mg thude khang sinh cdn thit, hoa tan vao 10 ml nudc cit,
ho#c néu thudc khéng tan trong nudc thi hoa véi DMSO, DMF ho#c PEG, ta sé duge
néng d6 dung dich me 10 mg/ml. Dung dich me nay, néu dé § t& lanh, thi hoat tinh
khang khuin vén khong gidm sau khi béo quan dugde nhiéu tudn.

Khi thi nghiém, dé danh gia cé tinh chat dinh lugng, 14y 1 ml dung dich khang
sinh me vao dng nghiém 1. Thém 9 ml nudc cat vo tring sé duge dung dich ¢6 néng
d6 1 mg/ml. T 8ng nghiép 1, 14y 1 ml chuyén sang dng nghiém 2, thém vao dé6 1 ml
nudc cit vb trung, sé duge nong dé 0,5 mg/ml, réi cit lam nhu vay, ta sé duge mét
loat 6ng 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8... ¢6 néng dd theo thit tu 13 1000 500; 250; 125; 63; 32:
16; 8 ug/ml. Ta thi mét néng d6 nao d6 cha chat thi, thay tac dung cia nong &6 dé
tutong dudng véi néng d6 nao cia chat khang sinh tham chigu. Nhu vay, ta dd danh
g1 ¢6 tinh chét dinh lugng téc dung cta chit thu, so sanh véi khéng sinh tham
chi€u. Néu chi thit 1 néng dd cha chét thit va 1 néng d6 cha chat khang sinh tham
chiéu, thi két qua danh gi4 chi ¢6 tinh chat tuong d6i.

1.4. M6i trudng

C6 nhiéu loai méi trudng nudi ciy vi khudn. Viée lua chon méi trudng phu
thugc vao loai vi khuén va ban chét cfia chat thi, Co nhiing truong hdp doéi héi
nhiing méi trudng rit phitc tap. Trong Duge dién Viét Nam 3, ¢ ghi trén 30 loai
méi trudng khac nhau, ¢ day chi néu loai méi trudng thudng dung cho da s& cac vi
khuén thi,

1.4.1. M6i truong thach nén

Khi nghién citu ding moéi trudng dic (mdi trudng thach), dé tist kidm moi
trudng chita vi khudn, ngudi ta trai trén t&m kinh mét 16p thach nén. Sau d6, mdi
trai mét 16p thach e6 vi khudn thu.

Théanh phén ciia 16p thach nén nay gém:
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Pepton 10 g
NaCl 4g
Thach 15-20g
Nudc cét vita du 1000 ml

pH sau khi tiét khuén 1a 7,4 £ 0,2

1.4.2. Méi trudng léng dinh dudng cho vi Rhudn

Khi nudi ciy trén mdi trudng 1éng, da s cac vi khudn thich hop vdi méi trudng

sau day:
Cao thit bd 10 g
Pepton 10g
NaCl 5g

Nuéc cat virta dd 1000 ml

Hoa tan bing nhiét. Diéu chinh dé€n pH 8,0 - 8,4 bAng NaOH 5M ho#ic NaOH
1N va dun sbi trong 10 phit. Loc. Diéu chinh dén pH 7,2 - 7,4 biing NaOH 5M hoic
HC1 5M (hosc HC1 1N). Tiét trung 6 115°C trong 30 phiit.

Né&u khéng c6 cao thit bd, dung thit bo 500 g, ninh 1&n, Ay nude cbt, duge
khoang gin 1000 ml, Thém pepton 10g, NaCl 5g. Khudy cho tan déu, thém nudc cat
vita da 1000 ml, rdi tién hanh nhu trudng hdp cao thit bo.

1.4.2. Méi truong thach dinh dudng cho vi khudn

Dung mdi trudng 16ng dinh dudng, thém thach 1,2 - 2%. Dun dén tan déu,
Trudng hgp ding thit bo, thi thach phai ding nhiéu hon, thudng 1,5 - 2,5%. Cé
nhitng vi khuén khong phat trién duge trén méi trudng thach dinh dudng thudng,
nhu mét 88 loai Preumococcus, Streptococcus..., phai dilng méi trudng thach dinh
dudng dic biét nhu thach méu, thach huyét thanh, thach canh thang glucose...

1.5. Chuén bi ching vi khudn

T 6ng ching gde, ¢y trén mat thach dinh dudng. Sau 24 gid, tach cac khuin
lac phat trién trén mit thach, nghién trong nudc mudi sinh 1§ cho dong nhat, rdi
cho vao mét &ng nghiém dé do dd duc. Thém nude mudi sinh 1y dé duge hén dich vi
khufin c6 ty 18 s6 t& bao vi khuéin thich hgp, con goi 12 88 ¢fu (colony forming unit:
don vi tao khudn lac) trong 1 ml, vi du 10 triéu cfu/ml. Xac dinh s8 lugng t& bao vi
khudn trong 1 ml bing cach do d6 duc so véi mdt Sng mau. Hén dich vi khuén da
duge chudn héa s& lugng vi khudn trong 1 ml (s& cfu/ml) goi 1a canh khudn géc.
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Céac vi khudn thit tiy theo yéu cdu ciia chit thi va didu kién thit. Theo mdt tai
liéu cha An D%, nguoi ta thudng diing cac vi khudn sau dé th:

Staphylococcus aureus
Streptococcus faecalis
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella preumoniae
Escherichia coli
Néu c6 di8u kién, nén thit 10 loai vi khudn, trong dé ¢6 5 loai vi khudn Gram
duong va 5 loai vi khudn Gram Am.
1. Cdc vi khudn Gram duong thuong hay dung la:

Bacillus cereus
Bacillus pumilus
Bacillus pyocyaneus
Bacillus subtilis
Clostridium perfringens
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus saprophyticus
Streptococcus mutans
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Streptococcus salivarius
Streptococcus sanguis

Streptococcus viridans

2, Cée vi khudn Gram am thudng hay ding la:
Acinetobacter calcoaceticus
Citrobacter diversus

Citrobacter freundii
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Enterobacter aerogenes
Enterobacter aglomerans
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Hafnia alvel

Klebsiella pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Neisseria gonorrhoeae
Neisseria meningitidis
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella paratyphi
Salmonella typhi
Salmonella typhimurium
Serratia marcescens
Shigella boydii

Shigella dysenteriae
Shigella flexneri

Shigella sonnei
1.6. Nhiét 49 G va thdi gian 0

Phéi dam bao nhiét d§ G diing theo yéu cdu ctia titng vi khuén. Trong da s& cac
trudng hgp ddi véi vi khudn, thudng 4 & nhiét d6 37 + 1°C. Thai gian 1 ciing tiy loai
vi khudn, nhung théng thudng 1a 24 gié.

1.7. Cac phuong phap th@ in vitro
Nhu trén di trinh bay, e6 rdt nhiéu phuong phap thit khang khuan in vitro,
sau dédy 14 mt s& phuong phap chinh:
- Ky thuat dinh tinh dé tham do tac dung trén vi khusn
- K§ thuat diung méi trudng dac
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- Ky thuat ding méi trudng 1dng
- K¢ thuat sinh tu ky

II. KY THUAT DINH TiNH PE THAM DO TAC DUNG TREN VI
KHUAN

Gia thiét ta phai thit tac dung khang khudn clia mét duge liéu A trén 10 loai vi
khudn ma ta c6 la:

5 vi khudn Gram duong 5 vi khudn Gram ém
- Stephylococcus aureus - Pseudomonas aeruginosa
- Streptococeus faecalis - Klebsiella pneumoniae
- Bacillus subtilis - Escherichia coli
- Enterococcus faecium - Proteus mirabilis
- Clostridium perfringens - Salmonella typhimurium

Néu tién hanh thd c6 tinh ch&t dinh lugng téc dung cla A trén ci 10 loai vi
khudn trén, s& mét nhidu thdi gian, ma c6 khi ciing khong thu duge két qui mong
mudn. D& gidm thidu khéi lugng céng viée, ma vin thu duge k&t qua, trude hét, thi
dinh tinh tac dung ctia A trén ca 10 loai vi khuén.

- N&u thit dinh tinh ma théy A khéng c6 téc dung trén mot loai vi khudn nao,

6 thé két luan ngay ma khéng cin phai thil ¢é tinh chat dinh lugng.

- Néu thit dinh tinh, thiy A cé tdc dung trén loai vi khudn nao, thi khi thi c6
tinh ch&t dinh lugng, chi ¢in thi trén loai vi khuin dé.

- Néu thit dinh tinh, thdy A cd tic dung trén nhiéu trong s§ 10 loai vi khudn
thit, ciing ¢6 thé phan tich, danh gi4 xem A c6 chidu hudng tic dung trén vi
khuén Gram dudng hosc Gram &m nhiéu hon, citng nhu chiéu hudng sé st
dung A d8 lam thudc c6 tac dung trén loai vi khudn gay bénh gi, dé di sau vao
nghién cttu ¢6 tinh chét dinh lugng mét $6 loai vi khudn nhéit dinh.

Nhu vay, néu thit dinh tinh tham do trude, thi ta chi cin tap trung vao mot s&

loai vi khudn, khi thit ¢6 tinh chat dinh lugng.

2.1. Phuong tién dung cy

- Cac hop Petri
- Que ciy bach kim
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-Ta d&m 37°C

- Th sdy dé tiét trung

- Céc dung mbi trudng

- Ong hit, 8ng dong, 6ng nghidm
- Dén ¢dn @& khit trung que cay

- Bat viét trén kinh

2.2. Budc chuin bi

- Chuén bi méu thit: xem phén 1.3.1. (vi 12 dudge lidu A) dén khi duge cao
10ng 1:1.

- Chudn bi cac dng canh khudn gdéc cla 10 loai vi khuéin dinh thi (xem
phén 1.5).

- Chuén bi méi trudng thach nén (xem phan 1.4).
- Chuén bj méi trudng thach dinh dudng (xem phén 1.4).

- Chuéin bj méi trudng thach dinh dudng c6 thude: LAy 100 ml méi trudng
thach dinh dudng, thém 1 ml dich cao léng thudc 1:1. Dun néng chay,
khudy cho that déu, diing éng hiit, hit méi trudng da cé thude, lang déu
trén mit 16p thach nén cha cac dia Petri, tao thanh mét 16p thach cé
thude, dan déu trén 16p thach nén, ddy 1 - 1,5 mm. Néu khong ¢6 thach
nén, c6 thé ding toan b thach c6 thudc, cho vao dia Petri dé c6 do day
khoang 2,5 mm.

Ciing c6 trudng hgp ding néng dd thudc thap hon, nhu chi cho 100 pl dich
thude 1:1 vao 100 ml méi truong thach dinh dudng, nhit 1a truong hop,
néu dung 1 ml dich thude, duge thach eé6 mau qui dam. Cang ¢ trudng
hop mudn tham do vdi 3 néng d6 thudc khéac nhau, thi ding 14n Iugt 1 ml;
400 p1va 100 pl thudc hoa vao 100 ml méi trudng thach dinh dudng.

2.3, Tién hanh

Diing céic hop Petri ¢6 dudng kinh 90 mm, hosic 100 mm, 160 mm (ciing c6 thé

thay bing khay kinh). Phia dudi 124 mét I6p méi trudng thach nén day khoang 1,5
mm. Véi loai hp Petri dudng kinh 90 mm, thé tich thach nén cdn 8 - 10 ml. Pun
chay thach nén. Ding &ng hit, hit thach nén, rdi ldng déu trén dia Petri da duge
dat trén mot mat phing ndm ngang. D& & nhiét d6 phong 15 - 20 phut, cho thach
nén trong dia Petri dic lai. Dang 8ng hut, hit méi truong thach dinh dudng cé
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thudc dang néng chady lang déu 1&n trén mit 16p thach nén, tao thanh mét 16p diy
1 - 1,5 mm, V4i hép Petri duong kinh 90 mm, thé tich thach ¢é thudc cdn khoang
6 — 9 ml. Néu khong c6 16p thach nén, thi phai ding cho méi hép Petri khodng 15
ml thach c6 thudc. D& § nhiét ¢ phong cho lép thach cé thudc trong dia Petri dac
lai. Ding que ciy bdng bach kim, cdy vi khuén trén mit thach ctia hop Petri. Mai
dia.Petri cd thé ciy dude 3 - 5 loai vi khudn. Do d6, véi méi néng dé ctia thudc trong
mdi trudng thach dinh dudng, cn 2 - 3 dia Petri, Danh d&u ré vi trf ctia mdi loai vi
khudn ¢ mat ngoai ciia day dia Petri.

Day nép cac hop Petri lai. Cho cac hop Petri vao td &m va 0 § 37°C. Sau 24 gid,
18y cac hp Petri ra, doc két qua. Né&u vi khuén moc chua rd, thi cho cée hop Petri
vaio ti &m va ti€p tuc u ¢ 37°C trong 24 gid nita. LAy cac hop Petri ra. Doc két qua.

2.4. Doc két qua

- Vi khufin nao khéng moc duge, thi thudc c6 tic dung trén vi khuin dé.

- Vi khudn nao moc duge, thi thude khéng c6 tic dung trén vi khudn dé.
Né&u vi khudn moc cang manh thi thude cang khéng c6 téc dung.

Dén day, ta cé thé két luan v8 mat dinh tinh 13 thude A khéng ¢6 tac dung trén
vi khudn ndo, va ¢6 tac dung trén vi khuin nao. Chon cac vi khudn ma thude cé tac
dung dé€ nghién ciu tiép.

2.5. Chon khang sinh lam thuéc tham chiéu

Sau budc tham do, ta d8 xdc dinh duge thude A c6 tic dung de ché su phéat trién
cha vi khudn nao, thi khi chon khang sinh lam thudc tham chiu trong thi nghiém
tiép theo, phai cho phu hop.

Chiing ta bi€t ring, méi loai vi khuén thudng nhay cam, chju tac dung cla mot
ho#ic mét s§ thude khang sinh nhat dinh. Vi thé, khong nén dang mét khang sinh
bat ky dé tham chi&u cho mot vi khudn, ma d&i véi mot vi khuin nhét dinh, nén
chon khang sinh nao ¢6 tac dung tic ché manh vi khudn d6 dé tham chiéu. Vi du:

- N&u thi trén Staphylococcus aureus, cb thé dung khang sinh tham chidu la
mdt trong chc cephalosporin (nhu cephalexin, cephalothin, cephadrin, cefaclor,
cefuroxim, cefotaxim, ceftriaxon), hofic mot trong céc cyclin (tetracyelin,
oxytetracyclin, clotetracyclin, doxycyclin), hodic ampicilin, oxacilin, penicilin.

- Néu thi trén Bacillus cereus, c6 thé ding khéng sinh tham chiéu 14 mét trong
cac cyclin (tetracyclin, oxytetracyclin, clotetracyclin, doxyeyclin).
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- Néu thd trén Bacillus subtilis, c6 thé dung khéng sinh tham chiu 13

ampicilin, oxacilin, tetracyclin.

- Néu thit trén Kiebsielle pneumoniae, ¢6 thé dung khang sinh tham chiu 1a

neomycin, streptomyein.

Truong hdp néu thi trén Staphylococcus aureus ma dung khang sinh tham
chiéu la streptomyein thi khéng hgp 1§. Vi dy, khi tham do dinh tinh, thdy thudc A
6 tac dung trén Staphylococcus aureus, nhung lai diung khang sinh tham chiu la
streptomyein ching han. Két qué thdy, vi dy, dich thuée A néng 46 1:2 (1 g dudge
liéu cua A ché€ ra duge 2 ml dich thudc) ¢6 dudng kinh vong v6 khudn 1a 12 mm.
Nhu vay, A ¢6 tde dung yéu. Nhung néu dung streptomycin dé tham chidu va thay
streptomycin néng d¢ 25 pg/ml ¢6 dudng kinh vong vé khudn chi 1a 10 mm, rdi két
ludn 12 thudc A manh hon streptomycin, sé d& giy hiéu l4m; bdi vi, streptomyein
khéng ¢6 tac dung manh trén Staphylococcus aureus. T4t nhién, & day, ta van co
thé néi 1a: thude A véi dich chiét ty 1& 1:2 ¢6 tac dung manh hon streptomycin néng
dd 25 pg/ml trén vi khuén Staphylococcus aureus. Nhung diing streptomycin lam
khéng sinh chuén tham chidu trén Staphylococcus aureus 14 khong hap 1y.

III. PHUONG PHAP NGHIEN CUU TAC DUNG KHANG KHUAN
BANG KY THUAT DUNG KHOANH GIAY TREN MOI TRUONG
PAC

Nguyén tdc clia phuong phép 13 x4c dinh khi ning clia thude dude tdm véo
khoanh gifly, khuéch tan vio 16p thach giy tic ch€ sy phat trién ctia vi khudn &
xung quanh khoanh gidy tdm thudc. Viing dc ché cang 16n thi tac dung cia thudc
cang manbh,

Vi du: Nghién ctu tac dung khang khudn clia cao thudc B chiét tif mét duge
li¢u ma ham lugng cao 1a 10% (100 g dugc lidu duge 10 g cao). Sau khi thit dinh
tinh tham d6 trén 10 loai vi khudn, th&y thudc khéng cé tac dung trén 7 loai, va c6
tac dung trén 3 loai 13 Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis va Klebsiella
pneumoniae. Nhu vy, ta chon khang sinh dé tham chigu khi nghién ctu tac dung
trén Staphylococcus aureus hodc Bacillus subtilis 14 ampicilin, ¢con khi nghién cttu
tac dung trén Klebsiella pneumoniae thi phai dung khang sinh tham chidu 1a
streptomycin,

Budc ti€p theo 1a ta phéi x4c dinh xem mtc d8 tac dung (nghién cdu cé tinh
chat dinh lugng) clia cao B trén 3 loai vi khudn nay. O day c6 nhidu cach danh gia:
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- Danh gia dinh luong s0 bé: Cach nay, & Viet Nam ta van dung. Cu thé
14, pha cao B thanh dung dich ¢6 mdt ndng do nhat dinh, tdm khoanh
gifly loc vao dung dich thudc, rdi dit 1én mat thach. U  nhiét d6 thich
hgp, vi du 37°C trong 24 gid. Sau dé ldy ra, doc két qua. Néu vong vd
khuén cang 18n thi thudc ¢6 tac dung cing manh.

- Danh gia dinh lugng so b c6 so sanh véi khang sinh chuin dé tham
chiéu. Cach tién hanh cing nhu trén, nhung ngodi thd véi dung dich
thudc B, lai thi v6i mét dung dich thudc khang sinh &8 tham chifu. Két
qua, ta c6 thé so sanh tée dung cla thudec nghién citu v6i khang sinh
dung dé tham chiéu.

- Danh gia dinh lugng.

3.1. Phuong phap danh gia dinh lugng vé tac dung khang khuan
Cé nhiu phudng phap danh gia dinh lugng. Sau day, xin trinh bay mét trong
céc phuong phap danh gia dinh lugng don gian nhat.
Vi du: Danh gia dinh lugng téc dung khing khudn ctia cao B so véi ampicilin
trén Staphylococcus aureus dung k§ thuat khoanh gidy trén méi trudng dic.
3.1.1. Phuong tién dung cu
- Céc hop Petri
- Que cdy bach kim
- Dén con d€ khit trung que cdy
- Ta dm 37°C
- Tt sfy dé tiét trang
- Céc dyng mdi trudng
- 6ng hit, 6ng dong, 6ng nghiém
- Biit viét trén kinh
- T4m kinh dé dit khoanh gidy t4m thuéc réi lam kho

- Cac khoanh gidly loc chudn (thudng ding gidy Whatman s& 1) ¢6 dudng
kinh 6, 7, 8 hosic 9 mm

- Dung dich NacCl 0,9%

- Thuée do vong vé khudn. Cé thé ding thude do thudng, Nhung hién nay,
nhiéu ndi (vi dy Vién Duge liéu) c6 may do ving vb khuan va dé€m khuén
lac ty ddng Protozone, thi viéc do rit dé dang.

16.PPNC-A
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3.1.2. Budc chudn bi

Chuén bi miu thd (xem phédn 1.8.2). Cu thé é d4y 13 pha cao B dé dugc
1 ml dung dich trong dng nghiém cé néng 48 thich hgp, sac cho dudng
kinh vong vé khuén sau thi nghiém khéng 16n hon hosc khéng nhd hon
dudng kinh véng vé khudn clia t8t ca cac dung dich khang sinh chudn
tham chiéu, ¢ ddy 1a ampicilin. Vi du néng 46 dung dich cao B 1a 25
mg/mlL

- Chu#n bi cac dung dich khang sinh chufin: Khang sinh chuin dé tham

chi€u la ampicilin. Pha véi NaCl 0,9% thanh 4 dung dich ¢6 ndng d¢ khac
nhau la 16; 8; 4 va 2 pg/m! trong 4 6ng nghiém, mdi 6ng 1 ml.

Chuéin bi canh khuféin géc Staphylococcus aureus c¢6 100 triéu t& bao vi
khufn trong 1 ml (10° cfu/m]) (xem phédn 1.4).

- Chuén bi méi trudng thach nén (xem phdn 1.4).

Chuén bi méi trudng thach dinh dudng (xem phin 1.4.3). G day, ta thi
trén Staphylococcus aureus, nén ding méi truong thach dinh dudng
thudng.

Chudn bi méi trudng thach dinh dudng c6é vi khufin: L&y méi trudng thach
dinh dudng. Dun néng chay méi truong. D& méi trudng ngudi din dén
nhiét d6 thich hgp thi cho canh khudn gdc vao. Khudy déu thanh moi
trugng dong nhat. Néu 1a vi khuan thyc, cho canh khu#n vao khi méi
trudng thach ¢dn néng ¢ nhiét 46 40 — 50°C; cdn néu 1a nha bao vi khudn,
thi cho canh khudn vao ldc méi trudng con néng ¢ 60 - 65°C. Ty 1 giiia
thé tich canh khudn va thé tich méi trudng thach phy thude vao vide ta
mudn c6 ty 1é bao nhiéu vi khudn trong 1 ml mdi trudng thach va ty 1é vi
khuén trong canh khuén géc. Trong trudng hop clia ta, vi ta mudn c6 t§ 1&
mdt triéu t& bao vi khudn trong 1 ml méi trudng thach (10° cfu/ml), va ty
18 6 t€ bao vi khudn trong canh khudn gée 1a 100 triéu trong 1 ml; nén ta
cén cho 1 ml canh khudn vao 99 ml méi trudng thach dinh dudng. Ty 1é s6
t€ bao vi khudn trong 1 ml méi trudng thach ¢6 dnh hudng d&n hinh thai
cua vong vo khuin; do d6, nén diing mot ty 18 thich hgp dé thu duge cac
vong vé khudn ré nét nhat. Cé trudng hgp chi cdn dung ty 18 1a 100 000
cfu/m}, ﬁhUng ciing ¢6 truong hgp phai dung d&n 3,5 triéu cfu/ml méi
trudng thach,

- Chudn bj cac khoanh gidy tdm thudc: Ta da c¢6 5 6ng nghiém, mdi éng c6

1 ml. L&y thém mét 6ng nghiém thi sau dung 1 ml nudc cét, ta ¢6 6 ong:

16.PPNC-B -
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«Ong 1 dung &ung dich cao B néng dé 25 mg/ml
- 6ng 2 dung dung dich ampicilin 16 pg/ml

» 6ng 3 dung dung dich ampicilin 8 pg/ml

- Ong 4 dyng dung dich ampicilin 4 pg/m]

- Ong 5 dung dung dich ampicilin 2 pg/ml

. 6ng 6 dung nudc cat.

S4y khd céc khoanh gidy trong th siy & 105°C trong 1 gid. P& ngudi. Cho vio
méi 8ng nghiém 6 khoanh gify thdm dim trong dung dich. L&y cac khoanh gify ra.
Cac khoanh gifly 8 mdi 6ng nghiém dugc gép ra, d4t riéng ré trén mét phién kinh cé
danh ddu 1, 2, 8, 4, 5 va 6, Ung véi cac s8 & chc 8ng nghiém, rdi cho vio t4 4m & 37°C
trong 15 phit dé cho khé. '

3.1.3. Tién hanh

Dang 6 hop Petri, dudng kinh 90 mm (hosc dudng kinh 16n hon). Pun néng
chay méi truong thach nén. Diing 8ng hit, hit thach nén, rdi lang déu lén dia Petni
da duge dit trén mot mat phing ndm ngang, dé tao thanh 18p thach nén phing day
khodng 1,56 mm. Véi loai dia Petri dudng kinh 90 mm, thé tich thach nén cén
khodng 8 - 10 ml. D€ 10 - 20 phut & nhiét do phong cho thach nén dic lai (c6 thé
lam tit ngay hom trudc). Ding éng hit, kit mdi trudng thach ¢6 vi khudn khi con
néng chay, lang déu 1én trén 16p thach nén, sao cho duge mot 16p thach ¢6 vi khudn
ddy khodng 1 mm. Véi dia Petri dudng kinh 90 mm, thé tich méi trudng thach c6 vi
khudn can 6 ml.

M4t ngoai & day mdi dia Petri ghi cac 88 1, 2, 3, 4, 5 va 6 thanh vong tron cach
déu nhau va cach mép dia Petri khodng 10 mm. Trén mit thach cia mdi dia Petri,
dit cAc khoanh gidy § phi€n kinh s8 1 vao vi tri s6 1 cia ¢4 6 dia Petri; cac khoanh
gifly 6 phi€n kinh s8 2 vao vi trf s§ 2 cla cé 6 dia Petri va cit thé cho dén hét. Cin
chd ¥, phdi d4t cée khoanh gidly, sao cho mép cac khoanh gidy phai cach nhau it
nhét 15 mm, va cach mép dia Petri khoAng 10 mm.

Day ndp dia Petri lai. Cho t4t ca 6 hop Petri vao td lanh § 4°C trong 1 gid
dé thude khuéch tan. Sau d6, cho vio td &m 37°C cho vi khudn phét trién trong
24 gid.

3.1.4. Poc va tinh két qud

- Xung quanh cac khoanh gidly 6 vj tri 6 (t4m nuéc c4t), vi khudn phai moe,
v khong duge ¢6 vong v khudn, N&u c6 vong vé khudn 1a sai, phai lam
lai. Khoanh gidly t&m nuée c4t 1a d€ kiém tra phuong phap thi.

- Do dudng kinh vong vé6 khudn clia titng dung dich thit. Xhi thi tac dung
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khang khudn dung ky thuat khoanh gi&y trén méi trudng dde, cac tri s6
dudng kinh vong vé6 khudn cia cing mét ndng 46 dung dich chét thi
thutng kha gan nhau. Vi vdy, ngudi ta thudng tinh theo s trung binh,
cong trit dd léch chuin M £ SD (t&t nhién cing c¢6 thé tinh theo sé trung
binh, ¢éng tri sai s§ chudn M + SE).

Vi dy, sau khi do dudng kinh vong v6 khudn cta tiing dung dich thd, rdi tinh
dudng kinh vong vé khudn trung binh D (n = 6) theo M £ 8D, ta dudc tri s6 nhu sau:

- D coa dng 1 dung dich cao B néng dé 25 mg/ml: 152+ 1,7 mm

- D cnia 6ng 2 dung dich ampicilin 16 pg/mi: 26,4+ 2,1 mm
- D clia éng 3 dung dich ampicilin 8 pg/ml: 23,9+ 1,8 mm
- D ctia dng 4 dung dijch ampicilin 4 ug/ml: 17,6 £2,2 mm
- D ctia 6ng 5 dung dich ampicilin 2 pg/ml: 14,6 £ 1,6 mm

Ta thay ng 1 ¢6 D ndm gita 6ng 4 va ng 5. Tir ng 4 1én 6ng 5, ndng 4 tang
2 pg/ml tuong dudng véi téing D 12 3 mm. Nhu vay, tit éng 5 16n 6ng 1, D téng 14 0,6
mm, tudng dudng véi noéng 46 ting 1a (2 x 0,6) : 3 = 0,4 pg/m). Do d6, 6ng 1 ¢6 ndng
dd cao B 14 25 mg/ml cé tac dung khang khudn tudng dudng véi ndng dé ampicilin
1a 2+ 0,4 =24 pg/ml, va 1 mg ampicilin tuong dudng véi 10,4 g cao B.

3.1.5. Két lugn

D4 nghién ciu tac dung khang khuén cia cao B trén Staphylococcus aureus,
dung k¥ thuat khoanh gidy trén méi trudng thach. Két qua cho thay, cao B c6 téc
dung khang khuan vita phai, véi néng d6 dich thé 1a 25 mg/ml, dudng kinh vong v
khuén dat 15,2 + 1,7 mm; trong khi ampicilin ndng d¢ 16; 8; 4 va 2 sg/ml ¢6 dudng
kinh vong v6 khuén 14n udt 14 26,4 + 2,1; 23,9+ 1,8, 17,6 £ 2,2 va 14,6 + 1,6 mm.
Tinh ra, 1 mg ampicilin ¢6 tac dung tc ché vi khuén tuong dusng véi 10,4 g cao B
(cling 13 tuong duong véi 104 g duge liéu clia B). Nguoc lai, ciing c6 thé tinh duge 1a
1 g cao B tuong dudng véi 96 pg ampicilin,

3.1.6. Ghi chu

- Khi tinh toan, ta chi dya vao 2 néng d6 ampicilin cho dudng kinh vong vé
khufn gin sat (mét 16n hon, mot nhé hon) vong vé6 khudn cta thude
nghién ciiu.

- Néu duding kinh vong vé khudn ca thude nghién cttu 16n hon hoic nhé hon
tat cd dudng kinh vong vé khudn cia cac dung dich khang sinh chufn, thi
phai 1am lai, bdng cach thay ddi ndng 46 dung dich cha chét nghién ciu,
hoic thay ddi cac ndng ¢ cia dung dich khang sinh chuin tham chiéu. ’
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- Néu muén thit thém mét miu thude C nita (hodic thém mét ndng d6 khac
clia cao B), ta ¢6 thé dat thém mét khoanh gidy tdm dung dich caa C.
Nhu vay, mbi dia Petri ¢6 7 khoanh gidy, mét khoanh c6 thé dat vao giita
dia Petri, hoic ¢6 thé phai ding mot dia Petri ¢6 dudng kinh 16n hon.

- Trong Dugc dién Viét Nam 3 ciing ¢6 ghi phuong phap "Xéc dinh hoat lue
thudc khang sinh bang phuong phép thl vi sinh vat". Ta ciing c6 thé ap
dung phudng phap nay. Tuy nhién, phueng phap trong Dugc dién 3, chu
yéu la dé danh gia hoat e cua mgt khang sinh so sanh véi mot khang
sinh chuéin. Vi du, xéc dinh xem mgt ampicilin dang luu hanh trén thi
trudng cé dat tiéu chuén so véi ampicilin chudn khéng.

3.1.7. Trién khai tiép

T "Phuong phap danh gia dinh lugng tac dung khang khuin ¢z cao B so véi
ampicilin trén Staphylococcus aureus diung ky thuit khoanh gidy trén méi trudng
dac" da trinh bay 8 trén, ta trién khai tidp:

- Phudng phap danh gia dinh lugng tac dung khang khudn cfia cao B so vdi
ampicilin (hofic mgt khang sinh khéac thich hgp) trén Bacillus subtilis dung
ky thuit khoanh gifly trong méi truong dic. Céch thic tién hanh cong nhu
mue 3.1, nhung thay mdi trudng thach c6 vi khuén 8. gureus bing méi
trudng thach ¢6 vi khudn B. subtilis. Con khéng sinh chuén dé tham chigu
¢6 thé ding ampicilin hoc khang sinh khac thich hgp.

- Phuong phap danh gi4 dinh lugng tac dung khéng khuén clia cac B so véi
streptomycin (hoc mdt khang sinh khéc thich hop) trén Kiebsiella
preumoniae ding ky thuat khoanh gifly trong méi trudng dic. Cach thic ti€n
hanh cang nhu muyc 3.1, nhung thay méi trudng thach ¢6 vi khudn S. aureus
bing mét trudng thach c6 vi khudn K. preumoniae. Con khang sinh chufin dé
tham chi€u c6 thé dung streptomyein hozic khang sinh khac thich hop.

3.2. Phuong phap danh gia dinh lugng so bd ¢é so sanh

Ddy 1a phudng phap xac dinh dudng kinh véng v khudn ctia thude nghién ettu
s0 v§i khang sinh chuéin dé tham chidu. Cach nay & ta va nhifu nudc khac trén thé
gidi vdn hay dung. Vi dy, nghién ctu tic dung khang khufn cta cao B so véi
ampicilin trén 8. aureus ding ky thuat khoanh gidly trong méi trudng dic.

3.2.1. Phuong tién dung cu
Nhuy mue 3.1.1.
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3.2.2. Budce chudn bi

- Chudn bj mfu thi: Van dé 13 phai phan do4dn dung néng d6 cao B cho
thich hgp d& tao ra duge duong kinh vong v khuéin chdp nhan dudge. Co
thé thit v6i 1 néng 6, nhung trong vi du nay, ta ding 2 néng 46 ctia cao B
khac nhau 1a 256 mg/ml va 50 mg/ml.

- Chudn bj dung dich khéang sinh chuén: Vi du, ta ding néng d¢ ampicilin
la 8 pg/ml. Ta ding thém mdt éng dung nude cat nita. Nhu vay, ta cé 4
éng, mdi dng pha ché€ 1 ml dung dich thi.

- Ong 1, dung dich cao B, néng d6 C, = 25 mg/ml

» Ong 2, dung dich cao B, néng 46 C,= 50 mg/ml

. 6ng 3, dung dich khang sinh, néng 46 K = 8 pg/ml
. 6ng 4 dyng 1 ml nudc c4t.

- Viéc chuén bi hdn dich canh khuén géc, chuén bi méi trudng thach nén,
chuéin bi méi trudng thach dinh dudng va chuén bi méi trudng thach dinh
dudng c6 vi khudn duge tién hanh nhu muc 3.1.2,

- Chuén bj cac khoanh gify tAm thudec.

Trude hét, sdy kho cic khoanh gify trong ti sy & 105°C trong 1 gi¢. D& ngudi.
Cho vao méi dng nghiém trong 4 éng § trén, 6 khoanh gidy thdm d&m trong dung
dich. Ldy cic khoanh gifly ra. Cac khoanh gidy & médi &ng nghiém dugce gép ra, dat
riéng ré trén mot phién kinh c6 danh diu 1, 2, 3 va 4, lng vdi céc s§ § cac dng
nghiém, réi cho vao ti &m & 37°C trong 15 phiit dé cho khé.

3.2.3. Tién hanh

- Cdch thiz nhdt: Ding 6 dia Petri va tién hanh nhu muec 3.1.3. Nhung khac
G chd, déng 18 mbi dia Petri, dat 6 khoanh gify cho 6 dung dich trong 6
dng thit, thi § diy, mbi dia Petri chi d#it 4 khoanh gisy cho 4 dung dich d 4
dng thu.

- Cdch thit hai: Mbi dia Petri, dat 7 khoanh gifly t4m thude. Mét khoanh ¢6
thé dat vao giita dia Petri, hofic néu khoang céch giita cic khoanh gidy
gdn qua, thi phai ding dia Petri ¢6 dudng kinh 16n hon. M3&i dia Petri dat
2 khoanh gidy 8 6ng 1; 2 khoanh gidy § 6ng 2; 2 khoanh gidy & 6ng 3, xen
k#& nhau va mét khoanh & dng 4.
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- Cdch thit ba: Néu phuong phap nghién citu di 8n dinh, thi khéng cin thi
v&i nutde cdt & 6ng thi 4 dé kiém tra phuong phap. M3i dia Petri dat 6
khoanh gify, mét dung dich 1, 2 va 3 d4t 2 khoanh xen k& nhau.

3.2.4. Poc va tinh két qud

Thyc hién nhu mue 3.1.4. Vi du, sau khi do dudng kinh vong v4 khudn cha
ting dung dich thi, roi tinh dudng kinh vong vé khudn trung binh D (n = 6) theo
M + 8D, ta duge cac tri s& nhu sau:

- D cua dng 1 dung dich cao B néng dd 25 mg/m]: 15,2+ 1,7 mm
- D ¢ha dng 2 dung dich cac B néng d¢ 50 mg/ml: 17,1+ 2,1 mm
- D ctia dng 3 dung dich ampicilin 8 pg/ml: 23,9+ 1,8 mm

3.2.5. Két luén

Dd nghién citu tdc dung khang khuén cia cao B c6 so sanh v6i ampicilin trén
Staphylococcus aureus, dung k§ thuat khoanh gifly trén méi trudng thach. Két qua
cho théy, cao B ¢6 tac dung khang khuén vita phai, véi ndng dd dich thi 1a 25
mg/ml, dudng kinh vdng vé khudn dat 15,2 + 1,7 mm; con & néng &6 50 mg/ml,
dudng kinh vong vé6 khudn 14 17,1 + 2,1 mm. C& 2 néng d6 clia cao B déu yéu hon
ampicilin néng d3 8 pg/ml (c6 dudng kinh vong v6 khuén 23,9 + 1,8 mm).

3.3. Phuong phap danh gia dinh lugng sd bé khong cé so sanh

M5t a8 cong trinh nghién cftu § Viét Nam trude diy con tién hanh theo cach chi
x4c dinh vong v6 khudn cta thude nghién ciu, khong so sanh véi khang sinh no.
Vi du, nghién citu tdc dung khang khuéin clia cao B trén S. qureus diing k¥ thuat
khoanh gify trén méi trudng dic.

3.3.1. Phuong tién dung cu

Xem muc 3.1.1.

8.3.2. Budce chudn bj

- Chudn bj m4u thit: Trong mét s6 cdng trinh, chi x4c dinh tac dung khang
khudn c¢la mdt néng 43 chat thit. Nhung 8 day, xin néu cach nghién ctiu
dung 2 néng dd chat thi. Vi duy, thit tadc dung khang khuén clia cao B, vdi
2 néng d6 1a 25 mg/ml va 50 mg/ml.

- Chuén bj dung dich khang khudn chudn: Khéng lam.

- Nhu vay, ta ¢6 3 6ng, mbi éng pha 1 ml dung dich thi:
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« Ong 1, dung dich cao B, néng 6 C, = 25 mg/ml
» 6ng 2, dung dich cao B, néng 44 C, = 50 mg/ml
. éng 3 dyng 1 ml nudc cit.

- Viée chu#n bi hdn dich canh khuéin géc, chuén bi mdi trudng thach nén,
chuéin bi méi trugng thach dinh dudng va chuin bi mai trudng thach dinh
dudng c6 vi khuén dugc tién hanh nhu muc 3.1.2.

- Chuén bi cac khoanh gidy tam thudc:

Trude hét, sdy khd ciac khoanh gidy trong td sy d 105°C trong 1 gio. Dé
ngudl. Cho vao mdi 6ng nghiém trong 3 éng & trén, 6 khoanh gidy thdm
d4m trong dung dich. Liy céc khoanh gify ra. Cac khoanh gidy ¢ mbi dng
nghiém duge gip ra, it riéng ré trén moét phién kinh ¢é danh ddu 1, 2 va
3, ing voi clc s6 & cae 6ng nghiém, réi cho vao ti &m & 37°C trong 15 phiit
dé cho khé.

3.3.3. Tién hanh

- Cdch thit nhdt: Diung 2 dia Petri, mdi dia dt 7 khoanh gidy t4m thud.
Khoanh thit 7 ¢6 thé dat vao gita dia Petri, hodic n€u khodng céch giita
cac khoanh gify g4n qua, thi phai diing dia Petri c6 dudng kinh 16n hon.
Mb4i dia Petri dit 3 khoanh gidy & 6ng 1, 3 khoanh gidy & 6ng 2 xen ké
nhau va mt khoanh 6 éng 3.

- Cdch thit hai: Néu phudng phap nghién cftu da 8n dinh, thi khong can thu
véi nudc cat 6 ong thi 3 dé kiém tra phuong phap. M&i dia Petri d4t 6
khoanh gidy, méi dung dich 1 va 2 @it 3 khoanh xen k& nhau. Nhu vay,
chi can 2 dia Petri.

- Cdch thu ba: Néu dung 3 dia Petri, thi mdi dia dat 2 khoanh gidy ¢ dung
dich 1, 2 khoanh gidy & dung dich 2, va 1 khoanh gidy & dung dich 3.

Cach thiic ti€n hanh ciing nhu muc 3.1.3.

3.3.4. Poc va tinh két qud

Thyc hién nhu muc 3.1.4. Vi du, sau khi do dudng kinh vong v6 khuan cia
tiing dung dich thit, vdi tinh dudng kinh vong vé khudn trung binh D (n = 6) theo
M + 8D, ta dudc cac tri s6 nhu sau:

- D ctia &ng 1, dung dich cao B néng d4 256 mg/ml: 15,2+ 1,7 mm
- D ctia 8ng 2, dung dich cao B néng d6 50 mg/ml: 17,1+ 2,1 mm,
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3.8.5. Két ludn

Ba nghién citu tac dung khang khudn cha cao B trén Staphylococcus aureus,
dung k¥ thu4t khoanh gifly trén méi trudng thach. K&t qua cho thay, cao B ¢6 tac
dung khang khuén vira phai, véi ndng db dich thit 1a 25 mg/ml, dudng kinh vong vo
khuén dat 15,2 + 1,7 mm; cdn & ndng 46 50 mg/ml, dudng kinh vong vé khuan 1a
17,1 +2,1 mm.

3.4. Phuong phap danh gia tac dung khang khuin cta cac dang
chi&t khac nhau tit mot duge ligu

Ta c6 thé nghién ciiu xem dang thuéc nao, phan doan chiét nao ho#&c hgp chat
chiét ndo cia mét duge 1idu A ¢6 tic dung khang khudn manh hon, dé tit 46 cho ta
phuong huéng nén diing dang chiét nao dé ché ra thude. Vi duy, ta c6 duge lidu A, T
A, ta di chiét duge cac dang chiét sau:

- Dang chiét véi nude bing cach sic, duge cao 1dng 1:1 (xem muc 1.3.1).
- Dang chiét vdi cén dé duge cao ldng 1:1 (xem muc 1.3.1).

- Dang cao khé (1 g cao tuong duong 12 g duge liéu khd), tie 1a ham lugng
cao chiét dude tit duge liu A 1a 8,3%.

- Phén doan chiét flavonoid téng s&, ham lugng flavonoid téng s& chist duge
la 2,4%.

- Mét flavonoid tinh khi&t F, ham lugng F trong dugc lidu A 13 0,8%.

3.4.1. Phuong tién dung cu

Xem mue 3.1.1.

3.4.2. Budc chudn bj
Nhu muc 3.1.2. chi khéc ¢ phén chudn bi miu thi.

- Chuéin bi mAu thit: Gia thiét, ta da biét dang chiét nudc (cao 16ng) véi ty
1€ 1:2 ¢6 tac dung tic ché vi khuin S. aureus. Ty 1& 1:2 tinh theo dugc lidu
khd 12 0,5 g/ml. D& d& danh gis cac dang chiét véi nhau, ta nén ding néng
df ctia cdc dang chiét khac nhau, tinh theo duge liéu khé déu 1a 0,5 g/ml.
M&éi dung dich thi cAn pha ch& 1 ml dyng trong éng nghidm. Cu thé Ia;

« Ong 1, dich chist nudc, dung t§ 1é cao 1dng 1:2.
«Ong 2, dich chiét cén, diing ty 1& cao 16ng 1:2.
. 6ng 3, cao kho, dung néng 46 42 mg/ml.

« Ong 4, flavonoid tong s6, dung néng dé 12 mg/ml.
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- Ong 5, hap chat F, ding néng d6 4 mg/ml.
- 6ng 6, dung nudc it dé kidm tra phuong phéap.
- Chuén bj dung dich khéng sinh chudn: Khong 1am.

- Viéc chuén bi hén dich canh khuén géc, chudn bi mdi trudng thach nén,
chudn bi mdi trudng thach dinh dudng va chudn bi méi trudtng thach dinh
dudng ¢6 vi khudn duge tién hanh nhu muc 3.1.2.

- Chu#in bi cac khoanh gidy tAm thudc.

Tién hanh nhu muc 3.1.2. Trude hét, sdy khé cic khoanh gidy trong ti sy &
105°C trong 1 gid. Dé ngudi. Cho véo mbi dng nghiém trong 6 ng & trén, 6 khoanh
gidy th&m dAm trong dung dich. L4y céc khoanh gidy ra. Cac khoanh gidy 6 méi
éng nghiém duge gip ra, dat ridng ré trén mdt phién kinh cé6 danh dau 1, 2, 3, 4, 5
va 6, {ing véi cac s6 & cac 6ng nghiém, rdi cho vao th &m & 37°C trong 15 phiit dé cho
khd.

3.4.3. Tién hanh

Cach thic tién hanh ciing nhy muye 3.1.3,

3.4.4. DPoc va tinh két qud
Thuye hién nhu mue 3.1.4. Vi duy, sau khi do dudng kinh véng v6 khudn cla
titng dung dich thi, réi tinh dudng kinh vong v6 khudn trung binh D (n = 8) theo
M + 8D, ta duge cac tri s6 nhu sau:
- D cha éng 1, dich chiét nudc, dung ty 16 1:21a: 15,6+ 2,2 mm
- D clia éng 2, dich chiét con, dung ty 18 1:21a: 17,8+ 2,1 mm
- D cua 6ng 3, cao khé v6i néng d6 42 mg/ml la: 15,3+ 1,6 mm
- D cita 8ng 4, flavonoid tong s&, 12 mg/ml 1a: 18,4+ 1,8 mm
- D cia 6ng 6, chdt F ding néng d6 4 mg/ml la: 15,11 1,4 mm
Do ta da thi véi ciing mdt néng dd tinh theo duge liéu khé 1a 0,5 g/ml, ta thay,
dang chiét flavonoid tdng s8 ¢é tAc dung manh nhét, sau 46, d€n dang dich chiét
con, con cdce dang dich chigt nude, cao khd va chat F c6 tac dung thap xap xi nhau.
3.4.5. Ban ludgn va két luan

D3 nghién cliu tac dung khang khudn ciia mt s dang chiét tit dugc lidu A trén
Staphylococcus aureus, dung kj thuat khoanh gidy trén méi trudng thach. Két qua
cho thay:
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- Phén dean flavonoid téng s8 ¢6 tac dung manh nhat, manh hon chit F
(cung 14 mdt flavonoid); diéu dé chiing td, trong hdn hdp flavonoid téng
s8, ngoai chat F, con mét s6 flavonoid khae, cling ¢6 tac dung khang
khudn.

- Phén doan flavonoid téng s§ ¢6 tac dung manh hen cao kha, dich chiét
nudc va dich chiét con: ¢6 16 trong cao khs, dich chiét nudc va dich chiét
con ¢6 mot s6 tap chdt, anh hudng dén tic dung khéang khudn cha
flavonoid, 1a do céc tap chat niy lam gidm téc dung khang khudn coa
flavonoid. ‘

- Dich chiét con c6 téc dung manh hon dich chiét nude, c6 16 khi chiét con,
flavonoid tach ra duge nhidu han, con lai trong ba it hon so véi khi chiét mdc.

- Dich chiét nudc ¢6 tac dung khang khudn manh hon cao khs, ¢6 18 cao
khé nay cling duge chiét bdng cach sde véi nude, va trong qué trinh lam
thanh cao kho, di c6 mét s8 flavonoid ¢6 tac dung khang khuén bi hu
hao ho#c bi bién chat.

Tir két qua thu duge, ta thay, néu ché tao thube tit dudge liéu A vét muc dich lam
thudc khang khudn tac dong trén S. aureus thi nén chidt ra dudi dang flavonoid
tong 58,

IV. PHUONG PHAP NGHIEN CUU TAC DUNG KHANG KHUAN
BANG K¥ THUAT DUNG ONG TRY TREN MOI TRUGNG PAC

Ciing nhu k§y thuat ding khoanh gidy (xem mue 3), nguyén tic cia phucng
phap 14 xéc dinh kha niing céa thudc, cho vao trong dng tru, khuéch tan vao lép
thach, gy c ch& sy phat trién cta vi khudn & xung quanh 8ng try dung thude.
Ving ttc ché cang 16n thi tac dung clia thude cang manh.

V& cach thic nghién citu, ciing nhu phuong phap ding khoanh gidy, c6 thé c6
nhiéu phudng phap nghién ctu.

- Phuong phép danh gia dinh lugng v tac dung khang khudn (gidhg nhu
mue 3.1).

- Phuong phép danh gia dinh lugng sd bd ¢6 so sanh (gidng nhu muc 3.2).

- Phuong phap d4nh gia dinh lugng so bd khong ¢6 so sanh (giéng nhu
muc 3.3).

- Phuong phap danh gid tac dung khang khuén ctia céc chdt chidt khac
nhau tit mét duge ligu (gidng nhu mue 3.4).
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Sut khae nhau chi 14 & chd, & day, ta d4 thay thé khoanh gidy t&m thude (d muc
3) bang éng tru dung dung dich thude. Cach tién hanh nhu sau:

- V& "Phudng tién dung cu”, cling giéng nhu cac muc 3.1.1, 3.2.1, 3.3.1 hoiic
3.4.1, nhung thay cac khoanh gidy biing cdc 6ng tru rong 2 diu, bing thép
khéng gi, bing thuy tinh hode bing sit, ¢6 dudng kinh ngoai 1a 8 mm;
dudng kinh trong 12 6 mm va chidu cao 14 9 - 10 mm.

- V& "Bude chudn bi", ciing nhu c4e muc 3.1.2, 3.2.2, 3.3.2 va 3.4.2, nhung
khéong c6 bude "Chudn bi cac khoanh gidy tdm thude”, ma chi chuén bi cac
dung dich thit trong cac éng nghiém va éng nudc cit.

- V& "Tién hanh", cing nhu cac muc 3.1.3, 3.2.3, 3.3.3 vi& 3.4.3, nhung thay
cho viéc dit cac khoanh gidy tdm thudc trén mat thach, ta lam nhu sau:

Dit cac 6ng tru lén mat thach, d cde vi tri nhu khi dat cac khoanh gidy. Nho
thudc nghién cftu vao trong dng tru: éng tru ¢ vi tri 88 1, nhé dung dich 1; 6ng tru 6
vi tri 56 2, nhd dung dich 2... cho dén hét.

Pay nép dia Petri lai. Théng thudng, khong cdn phdi cho cac hop Petri vao td
lanh & 4°C trong 1 gid, ma cho ngay vao t &m 37°C dé cho vi khudn phat trién
trong 24 gio.

- Vé "Doc két qua”, cling gidng nhu cac myc 3.1.4, 3.2.4, 3.3.4 va 3.4.4.
- Vé "Két luan", cling giong nhu cac muc 3.1.5, 3.2.5, 3.3.5 vd 3.4.5.

V. PHUGNG PHAP NGHIEN CUU TAC DUNG KHANG KHUAN
DUNG KY THUAT HE NONG PO TRONG MOI TRUOGNG LONG

Nguyén téc cia phuong phap nay la ding hang loat dng nghiém chiia méi
trudng 16ng, c6 chat dinh dudng thich hgp cho sy phét trién clia vi khudn dinh
nghién citu. Thém nhiing ndng ddé khac nhau ctia thudc nghién citu tac dung khing
khuén vio cac 8ng. Xac dinh ndng 46 thap nhat cha thudc de ché duge sy phat trién
cita vi khudn. Néng d6 nay duge goi 13 ndng 4% t6i thidu i ché (MIC: Minimal
inhibitory concentration). Phudng phap nay con dugc goi la k¥ thuit hda lodng 2
1an lién tiép (Two-fold serial dilution) hodc phuong phap hé néng do.

Vi dy, x4c¢ dinh ndng d6 t&1 thiéu tc ch& vi khuin (MIC) ciia hop chat tinh khiét

H, chiét duge tit duge liéu A, v6i ham lugng 0,2% trén 10 loai vi khufin nhu § muc 2
gdm:

5 vi khuén Gram duong 5 vi khudn Gram ém
- Staphylococcus aureus - Pseudomonas aeruginosa

- Sreptlococcus faecalis - Klebsiella pneumoniae
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- Bacillus subtilis - Escherichia coli
- Enterococcus faecium - Proteus mirabilis
- Clostridium perfringens - Salmonella typhimurium

DE tién hanh c6 bai ban, trudc hét, ta cling nén "Dinh tinh" dé tham do xem H
¢6 téc dung trén vi khudn nao trong 6 10 vi khudn trén, nhu 8 muc 2. Sau khi xac
dinh duge, vi du, H khéng c6 tac dung trén 7 loai vi khuén, ma chi cé téc dung trén
3 loai 14 8. aureus, B. subtilis vi K. pneumoniae. Nhut thé, ta chi con cdn nghién
cftu tde dung cua H trén 3 loai vi khudn, dang k§j thuat hé nong d6 trong modi
trugng long.

Duéi day, xin néu phuong phap xac dinh MIC ca H trén 8. aureus; con cach
xéc dinh MIC cta H trén B. subtilis va trén K. pneumoniae cling dugc tién hanh
theo cach tuong tu.

5.1. Phudng tién dung cu

- 6ng nghiém c6 duong kinh 10 mm va dai 100 mm
- 611g hit chia d9, dng dong chia da

- Binh dung cic mdi truéng léng

- Tt &m 37°C dé u cho vi khudn phat trién

- T4 sdy dé tiét triung

- Dung dich NaCl 0,9%

- Dung dich NaOH 1N

- Dung dich HCI 1N

5.2. Budc chudn bi

- Chudn bi miu thit: Vi ch&t thit § ddy 1a hgp chat tinh khiét, nén ta pha
dung dich g&c 14 10 mg/ml (xem muc 1.3.3).

- Chuén bj eanh khuén géc (xem muc 1.5).

- Chudn bi méi trudng 16ng dinh dudng M (xem muc 1.4).

- Chudn bi méi trudng 16ng dinh dudng ¢6 vi khudn M,: Ngay trude khi thi
nghiém méi pha mdi trudng M,. Cho canh khuén gdc vao méi truong 16ng
dinh dudng M, sao cho 1 ml méi trudng 16ng dinh dudng M, chia 500 000
t& bao vi khudn. Vi dy, néu ta ¢6 canh khu&n géc 100 trigu t& bao vi
khudn trong 1 ml, 18y 250 pl canh khudn géc (cé6 25 tridu t& bao vi
khudn), cho vio binh di ¢ 49 ml méi trudng long M. Khuay déu,
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5.3. Tién hanh
Chuén bi hang loat 6ng nghiém. O éng 1, cho vao 1,8 ml, con tit fng 2 trd di,
mobi 8ng 1 ml mdi trudng 16ng dinh dudng M. Thém vao éng 1 1a 0,2 ml dung dich
mau th& (10 mg/ml). Lic déu, ta s& dugec méi trudng 1ong cé ndng d6 chat H 1a 1
mg/ml. LAy 1 ml tit 8ng 1 cho sang 6ng 2. Lic déu, ta sé duge mébi trudng 16ng cé
néng @6 chat H 1a 500 pg/ml. Ci tiép tuc lam nhu thé& cho d&n dng thit 6 thi théi
chdng han. Liac nay, 6ng 6 ¢6 2 ml. HGt 18y 1 ml bd di. Nhu vay, ta dude 6 6ng, mébi
éng c¢6 1 ml:
- 6ng 1, ndng d6 chét H 14 1000 ug/mi
- 6ng 2, nong 46 chat H 14 500 pug/ml
- dng 3, nong do6 chat H 1a 250 pg/ml
- 6ng 4, ndng 46 chat H 14 125 ug/ml
- &ng 5, ndng dé chat H 14 62,5 pg/ml
- ong 6, ndng do chat H 1a 31,25 pg/ml
- 0ng 7,c6 1 ml méi trudng long M, khong c6 thude.
Thém vao céc dng tit 1 d&n 7, mbi dng 1 ml moi trudng cé vi khudn M, (cé
500 000 t& bao vi khudn trong 1 ml). Lic déu. Nhu vay, lic nay, 1 ml dich méi

trudng ¢ mdi ong déu c6 250 000 t&€ bao vi khudn. Cho t&t cd cic 6ng vao th 4m
37°C va 4 trong 24 gid. C 2 - 3 gid lai lic mét 14n, trit budi téi.

5.4. Doc két qua

. Sau khi 4 dude 24 gid, 14y cic 6ng nghiém ra va doc két qua. Ong c6 nong
d6 thudc thap nhdt ma vi khudn khéng phat trién duge thi d6 1a MIC cla
chét H. Nhin chung, ¢6 thé nhin bdng m#t thudng cling c6 thé nhan dinh
duge. Tuy nhién, dé c6 thé phat hién rd hon su phat trién cua vi khudn, ta
nho vao mbi 6ng 1 giot chi thi mau TTC (Triphenyl Tetrazolium Chloride),
Lic déu, réi quan sat. Vi dy, & cac Sng sd 6 va 7, vi khuén phat trién duge,
con ti 6ng 6 5 trd 1én vi khudn khong phat trién duge, thi MIC clia chit H
trén S. qureus la 62,5 pg/ml,

5.5. Két luan

DPa nghién citu téc dung khang khudn ctia chdt H, duge chiét tir duge lidu A,
ding k¥ thuat hé ndng d¢ trong méi trudng 10ng, thaly MIC cla H trén 8. aureus 1a
62,5 ug/ml.
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5.6. Ghi cha

- 6ng 7 1a 8ng &€ kifm tra, vi khudn phai phat trién duge. N&u vi khuin
khéng phat trién duge trong 6ng 7, thi két qua nghién citu khdng c¢6 gia
tri.

- Néu dng 6 vi khudn ciing khong phat trién dude (t4t nhién & éng 7 vi
khuén phai phat trién duge), thi ching t6 thude H c6 tac dung manh, phai
Jam lai thi nghiém véi néng 49 cha H thap hon.

- D& cho két qua tin cdy hon, ngudi ta thuong tién hanh 3 loat thi nghiém
nhu trén cang mot lde. Néu ca 3 két qua déu nhu nhau, thi mic d6 tin cay
cao. Néu két qua khac nhau § 2 ndng d9 k& ti€p, thi 14y tri s§ trung binh
cia 3 MIC. Con néu két qua khac nhau nhidu thi phai lam lai thi nghigm.

- Ciing theo cach thic nhu trén, ta tiénh hanh véi cae vi khudn B. subtilis va
K. pneumoniae.

- D& danh gia tt hon, ta c6 thé se sinh véi mét khéng sinh chudn dé tham
chi€u. Cach chen khéang sinh tham chifu xem muyc 2.5. Vi du, khi thit trén
S. aureus, ta chon ampicilin chdng han. Phai tién hanh xac dinh MIC véi
khang sinh tham chiu ampicilin ndy trong citng nhiing diéu kién nhu tién
hanh véi méu thude H. Sau khi x4c dinh duge MIC ctia ampicilin, vi du 2
ug/ml, ta thy ngay tac dung cha 62,5 pg chit H tuong duong véi 2 ug
ampicilin. Tt d6 tinh ra duge 1 mg chat H tudng duong véi 32 ng ampiciling
hodic ngugc lai, 1 mg ampicilin bing 31,25 mg chat H.

VI. PHUONG PHAP NGHIEN CUU TAC DUNG KHANG KHUAN
DUNG KY THUAT VI DINH LUGNG TRONG VI MOI TRUOGNG
LONG (MICROBROTH MICROTITRE TECHNIQUE)

Ky thugt nay, vé nguyén téc, chiz yéu ciing nhu ky thuat héa loang 2 lin lién
ti€p, nhung phéi ¢6 dan may ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay: Thi
nghiém mién dich g&n enzym), nén hién dai hon, nhay hon, nhanh hon, ty déng,
tiét kiém va co tinh dinh lugng cao hon, so véi ky thuat hé néng d6 théng thuong &
nhiing diém sau:

- Ky thuat théng thudng chi ditng mét hogic vai ba day thi nghiém, trong
khi & day ding 8 diy thi nghiém.

- Ky thuat thong thudng chi dung 6 - 8 d9 pha loding khac nhau cia chat
thi, con § day, c6 thé ding dén 11 d6 pha lodng.
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- K§ thuat théng thudng doc két qua bing mat thudng (cé thé cho thém chi
thi TTC), nhung & day, duge xac dinh bing cich do mat dé quang hoc &
bude séng 492 nm cua dan may ELISA.

Ta trd lai vi du trén, xac dinh MIC ctia chat S trén A. aureus.

6.1. Phudng tién dung cu

Nhu mue 5.1, nhung phai ¢6 dan may ELISA. Trong dan may ELISA da c¢6 mét
s6 dung cu, nédn khéng cin phai c6 mot s6 thit nhu cac dng nghiém dung cho hé pha
lodng, vi & day, da c6 khay 96 giéng; c6 may i, nén khéng cin phai c6 th 4m...

6.2. Budc chudn bi

- Chuén bj mAu thi: Nhu trong muc 5.2 dé duge dung dich gdc caa H la
10 mg/ml (N&u phan doan thudc cé tac dung yé&u, thi pha dung dich gée
20 mg/ml).

- Chuén bj canh khuén géc nhu trong myc 5.2 (xem ¢d mue 1.5).

- Chudn bi méi trudng 1dng dinh dudng M, nhu trong mue 5.2 (xem thém
muc 1.4). Can khodng 40 ml.

- Chu#n bi méi trudng 1ong c6 vi khudn M, nhu trong muc 5.2, nhung thé
tich méi trudng M, chi cdn khodng 4 ml. Mdi ml méi trudng M, cé 500 000
t& bo vi khudn (5 x 10° c.f.u). Ty trudng hop, c6 khi phai diing dén 1 triéu
t& bao vi khudn trong 1 ml hoc hon.

8.3. Tién hanh

Lay khay 96 giéng (12 x 8) 6 dan may ELISA, ta thdy c¢6 8 diay va 12 hang.
Trude hét, 6 8 giéng cita hang 1, 14y micropipet 8 ring, hit 18y d mdi rang 270 ul
mdi trudng 1ong M cho vao mdi giéng. Ciing diing micropipet 8 rang, nhung chi hit
mdi réing 150 pl moi trudng M, cho vao tit cd 88 giéng con lai (8 day x 11 hing).
Sau d6, 1dy micropipet 8 réing, hit moi rang 30 pl dung dich méu thi gdc cha H (vi
du, 10 mg/ml) va cho vao mdi trong 8 giéng ctia hang 1 da c6 sfn 270 ul méi trudng
M. Trén déu, bang cach 14y micropipet hit vao, rdi lai ddy ra vai ldn. Nhu vay,
ndng d¢ cha H trong cac giéng cua hang 11a 1 mg/ml.

L&y micropipet 8 riing, hat 14y 150 ul & mbi gidng ctia hang 1 chuyén sang
hang 2. Tron ¢éu nhu trén. Nhu vay, néng 46 chit H trong 8 giéng cia hang 2
1a 500 pg/ml. Ti€p tuc 1Am nhu vay cho dén hang 11. Trén déu. Dung micropipet
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8 réng, hit § mdi gi€ng chia hang 11 12 150 pl, réi bd di. Nhu vy, ta c6 8 diy va
12 hang gi€ng, mdi giéng déu c6 150 pl.

- Hang 1, néng 6 cia H 1a 1000 pg/ml
- Hang 2, néng 4 ctia H 1a 500 pg/ml
- Hang 3, néng d¢ ctia H 1a 250 pug/ml
- Hang 4, néng d6 c¢ia H 1a 125 pg/ml
- Hang 5, nong 49 cta H 1a 63 pg/ml

- Hang 6, nong d6 cha H la 32 pg/ml
- Hang 7, néng 46 chia H 1a 16 pg/ml
- Hang 8, ndéng d¢ ctia H 1a 8 pg/ml

- Hang 9, ndng d6 cta H 1a 4 pug/ml

- Hang 10, néng @6 cua H 1a 2 pug/ml

- Hang 11, néng d6 cia H 1a 1 ug/ml

- Hang 12, la cac giéng 1dm ching, khong c6 thuse H.

Thém vao tat ci 96 gi€ng, mdi giéng 20 ul méi trudng dinh dudng ¢6 vi khudn
M, (10° cfu trong 1 ml). Cho khay ELISA vao "Méay G-14c", Model: IEMS Incubator,
Hang: Thermo-Lab-Systems, Phdn Lan. Trudc hét, cai dat nhigt d¢ u & 37°C, thai
gian @ 12 24 giy, ctt mbi gids 1dc 30 gidy. Sau khi 4 cai dat xong, &n nat "START” 48
bét déu,

6.4. Doc ké&t qua

DPoc trén may doc ELISA ty déng, Model; Multiskan Ascent, Hing Thermo-
Lab-Systems, Phdn Lan, dya vdc mat d6 quang hoc & 492 nm, s& xéc dinh dude
MIC caa H. Vi dy, xéc dinh duge MIC cla H trén 8. aureus 1a 43 pg/ml, 12 MIC
trung binh ciia 8 diy.

6.5. K&t luin

D& nghién citu tdc dyung khéng khudn ctia chat H duge chidt tit duge ligu A
ding ky thuit vi dinh lugng trong vi méi trudng 1éng ding may ELISA caa hang
Thermo-Lab-Systems, Phidn Lan, thdy MIC ctia H trén 8. qureus 1a 43 pg/ml.

6.6. Ghi chna

- Cac giéng 6 hang 12 khéng c6 ch4t H 1a céc gifng d€ kiém tra, vi khusn
phai phét trién duge. N&u vi khudn khéng phét trién duge trong cic giéng
d day 12, thi két qua nghién citu khéng c6 gié tri,

17.PPNC-A
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- Nén so sanh véi mét khang sinh chuén dé tham chiéu. Cach chon khang
sinh tham chidu xem muc 2.5. Vi du, khi thi trén S. aureus, ta chon
ampicilin chdng han. Ta tién hanh song song mét khay ELISA dé thi
v6i ampicilin. "May 0 l&c" IEMS Incubator cia hing Thermo-Lab-
Systems ¢d thé G Idc 3 khay déng thoi. N&u pha dé ndng d% ampicilin &
hang 114 500 pg/ml, ta sé c6 ndng dd ampicilin § cac hang 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10 va 11 1an gt 1a 250; 125; 63; 32; 16; &; 4; 2; 1; va 0,5 pg/ml.

Cic gifng & hang 12 khéng c6 thude H ma ciing khéng ¢6 ampicilin 1a dé kiém
tra phuong phap. Réi tién hanh nhu muc 6.3. Gia thiét, xac dinh duge MIC clia chit
H 1a 62,5 ug/ml va cia ampicilin 14 4 pg/ml. Ta tinh ra duge 1 mg chédt H c6 tac
dung tuong dudng 64 pg ampiciling; hodic ngude lai, 1 mg ampicilin tudng duong
15,6 mg chit H.

VIL. PHUONG PHAP SINH TU KY (BIOAUTOGRAPHY)

Khi dd xac dinh duge dich chiét toan phén cia mot duge lidu A cb tac dung
khang khudn trén mét loai vi khudn V nao d¢6. Néu muén xac dinh xem thanh phén
nio trong dude lidu A d6 6 tac dung, thi cé thé phén 1Ap ra mdt s§ dang chiét khac
nhau, rdi dem th v6i vi khudn V d6, nhu muc 3.4, ta sé& biét duge thanh phén nao
khéng ¢é tac dung, thanh phin nao cé tac dung va mic dd tac dung ra sao. Nhung
dé thim do nhanh hon, ta cé thé diung phudng phép sinh ty ky.

7.1. Phuong tién dung cu
- T&m kinh 10 x 25 cm ¢6 trang s&n 16p mong silicagel. Néu khong, phai cé
t&m kinh va silicagel dé tu trang.
- T say
- Ta 4m
- Dén t11 ngoai
- Ha séc ky
- Micropipet, 6ng hit

- Biit viét trén kinh.

7.2. Budc chudn bi

- Chudn bj td&m kinh c6 16p méng silicagel.
- Chuén bj hé dung méi 48 sdc ky. Vi dy, hé dung mdi toluen: aceton:
ethylacetat: acid formic (5:2:2:1).

_ 17 PPNC-B
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- Chudn bi canh khuén géc, chudn bi méi truong thach dinh dudng M, va
chuén bi méi trudng thach dinh dudng ¢6 vi khudn M, nhu muyc 3.1.2. Méi
trudng thach dinh dudng c6 vi khuédn M, & ddy, nén pha ché& dé 1 ml méi
trudng c6 500 000 dén 3,5 triéu t& bao vi khudn (cfu) tiy theo trudng hgp.

7.3. Ti€n hanh

Dung tdm kinh 10 x 25 cm e6 trang s&n 1p méng silicagel. Hoat héa td&m kinh
6 th sdy 125°C trong 30 phit hodc & 105°C trong 1 gid. Cham dich chiét cia A trén
tdm kinh, r8i séc ky trén hé dung méi di chuén bi. Sau khi sic k¥ xong, dé bay hét
dung méi ¢ nhiét d9 trong phong, Néu khong dudi hét dung mbi, cé thé giy ra hién
tugng duong tinh gia sau nay.

Trén ban séc ky, sé duge cac vét chét & cac vi trf khac nhau, tiy theo tinh chét
cta céc chat ¢6 trong dich chigt. D phat hién eac chat rd hon, soi ban mdng dudi dén
t ngoai & bude song 254 nm hogic 366 nm. Danh diu cac vét trén ban mong. Thudng
danh s6 vét ¢ mit sau 16p mong 6 mép t4m kinh chidu tuong tng vdi chc vet.

Dung &ng hit, hit méi trudng thach c6 vi khuéin M, va lang déu trén mit 16p
mong silicagel mét 16p mdng dudi 1 mm. U t&m kinh & 37°C trong 18 - 24 gid dé vi
khuén phat trién.

7.4, Poc két qua

Sau khi 0 duge 18 - 24 gi, 14y t4m kinh ra, doc két qua. Ving vét chat nao trén
ban méng, vi khudn khéng moce duge, thi chit d6 co tac dung khang khuin. D€ phat
hién vi khuidn moc duge d& han, dung chi thi mau TTC (Tripheny! Tetrazolium
Chloride). Viing ¢6 mau dd 12 ving ¢6 vi khufin phat tridn. Ving vét chdt nao da
danh dau trén t&m kinh ma khéng bt mau, thi ch&t 46 c6 tac dung khang khuén.

7.5. K&t lugn

Tir két quéa thu duge, ta rit ra k&t ludn chat ndo cé tée dung, chat nao khéng cé
tac dung,

7.6. Ghi cha

Néu ta 43 c6 hudng, vi du, vét tha 3 la mot chdt Q ndo d6 (vi du, chét
Quercitrin chdng han), ta c6 thé ching minh vét thit 3 46 c6 phai diing 13 quercitrin
hay khéng bing phuong phép sinh ty ky. Ta chfm séc kY chat Q d6 & vi trf ngang
hang véi vj tri dich chiét cia A, thi R; sau sfc k¢ cla cha. Q phai bing R, ctia vét
thi 3, va néu vét thit 3 c6 tac dung khang khudn, thi chit Q ciing phai ¢6 tac dung
khang khudn.
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CHUONG 21

PHUONG PHAP NGHIEN cUU
TAC DUNG KHANG VI NAM

PGS.TSKH. Pé Trung Pam
%

I. NGHIEN CUU TAC DUNG KHANG VI NAM IN VITRO

Nguyén thc thi nghigm, nhiing y&u t6 Anh hudng va céc phudng phép, kj thuat
nghién cdu tac dung khang vi ndm in vitro ciing tugng ty nhu nghién citu tac dung
khang khufn in vitro. Vi vy, khi nghién citu tac dung khang vi ndm in vitro, ta cé
thé ap dung nhu nghién citu tac dung khang khuén in vitre. Tuy nhién, ¢ mét s§
diém khéc, ta cAn thyc hién, néu khong, sé khéng thu duge két qua tot.

1.1, V& tinh tan clia chét thi nghiém

Gifng nhu myc 1.2 cla chudng "Nghién citu tic dung khang khudn in vitro®.
Tuy nhién, trong méi trudng nudi cdy vi ndm, pH t6t nhat cho su phat trién cla
ném la 5,5-6,0 chit khong phdi § pH trung tinh nhu vi khudn. Vi th&, khi hda tan
chat thi trong nude ho#ic nuée mudi sinh 1y, n&u chét thit khé tan, trude hét, ta acid
héa dén pH 5,5-6,0 bing acid HC1 N. Trong da s& trudng hop, ch4t thit s& tan trong
méi trudng pH acid nay. Chi khi acid héa ma chit thit vAn khéng tan, thi méi cdn
dén cic dung méi die biét nhu DMSO, DMF hoic PEG.

1.2. Chuiin bi miu thi

Tién hanh gidng nhu muc 1.3 caa chudng "Nghién cttu tac dung khang khudn
in vitro”. Ciing nh trén, néu chit thit khé tan trong nude, thi trude hét, ta phai
acid héa. N&u vin khéng tan thi méi diung dén cac dung mbi die biét.
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1.3. Moi trudng

MB6i trudng nudi cdy vi ndm khéc v8i méi trudng nuéi cdy vi khudn. Cé nhiéu
loai mdi trudng nudi cdy vi ndm. Viéc lua chon mdi trudng ndo 1a tay thude vao
loai n&m thit va ban chat cha chat thd. C6 nhiing trudng hgp doi héi mdi trudng
rdt phic tap. Sau ddy 12 mdi trudng thong dung nhat, dung cho da s6 cac loai
niam,

Méi trudng léong Sabouraud

- Glucose 40 g

- Caseln pancreatic 5g

- Pepton 5g

- Nudc vita da 1000 ml

Dun dn sbi, vita d8 hoa tan, vira dé tist tring. Dang NaOH N ho#ic HCI N dé
didu chinh pH, sao cho pH sau tiét trung la 5,6 + 0,2,

Méi truong thach Sabouraud

Thanh phén ciing nhu trén, nhung thém thach 15 g. Dun dén sdi, vita dé hoa
tan, vita dé tiét tring. Diing NaOH N hosc HCI N dé didu chinh pH, sao cho sau
tiét trang pH 14 5,6 £ 0,2,

1.4. Chuén bi ching vi ndm d& thi

Tit 6ng chiing goc, cAy vi ndm trén mat thach dinh dudng. D& & & nhigt d§ 28°C
cho n&m phat trién. D&i véi ndm 1a bio ti chéi (blastospore), thudng phai 0 48 gio;
cdn d6i véi s¢i ndm (mycelial fungi), loai bao t dinh (conidiospore) thi phai 4 4-5
ngay. L&y chc bao tit trén mat thach, nghién trong nudc muéi sinh ly cho déng
nhat, rdi cho vao dng nghiém do do duc. Thém nude mudi sinh 1y dé duge hdn dich
bao ti nAm, ma mdi ml c6 mdt lugng nhat dinh c.fu (colony forming unit = don vi
tao khudn lac) dya vao do d6 duc so vdi mdt Sng mAu (vi du 500 000 cfu). Hon dich
nam da duge chudn héa 8 lugng cfu trong 1 ml goi 14 canh n&m gdc.

Céc vi ndm cén thu, tiy theo yéu cu cha chat thit va diéu kién thit. Theo mt
tai lidu cla An D§, nguoi ta ding 5 loai vi ndm sau:

- Candida albicans

- Cryptococeus neoformans

- Aspergillus fumigatus

- Trichophyton mentagrophytes
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- Epidermophyton floccosum
Sau day 12 mét s6 loai vi ndm thudng duge dung trong thi nghiém

- Aspergillus fumigatus

- Aspergillus niger

- Blastomyces dermatitidis

- Candida albicans

- Candida lunata

- Candida stellatoides

- Coccidioides immitis

- Cryptococcus neoformans

- Epidermophyton floccosum

- Fusarium oxysporum

- Histoplasma capsulatum

- Malassezia furfur

- Microsporum audouinii

- Microsporum canis

- Microporum coockei

- Microsporum gypseum

- Paracoccidioides brasiliensis

- Pityrosporum orbiculare

- Saccharomyces cerevisiae

- Sporothrix schenckii

- Trichophyton gallinae

- Trichophyton menginii

- Trichophyton mentagrophytes

- Trichophyton rubrum

- Trichophyton schoenleinii

- Trichophyton tonsurans

- Trichophyton verrucosum

- Trichothecium roseum
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1.5. Nhiét dd @ va thdi gian

Phéi ddm bdo nhiét dé 0 theo ding y8u cdu ciia titng loai ném. Trong da sé
trudng hgp, thudng & 6 nhiét do 28 + 1°C . V& thi gian 4, néu 14 bao td chdi thi i
trong 24-48 gid, con s¢i ndm thi thdi gian 4 13 72-96 gid.

II. NGHIEN CUU TAC DUNG KHANG VI NAM IN VIVO
Sau khi nghién cttu, da xac dinh thdy mét chat ndo dé6 (dich chiét, cao, phén
doan chiét hodic hgp chat tinh khidt) c6 tac dung khang vi ndm in vitro, cdn nghién
citu in vivo trude khi ding cho ngudi. Thit in vivo, vita dé xac dinh tic dung khang
vi nim trén dong vat thi nghidm, vita xéc dinh dgc tinh khi ta thif trén con vat vdi
céc kiéu dang nhiém vi n&m khéc nhau. Cac déng vat thit thudng dang nhitng loai
dong vat sau:
- Chuét nhit tréng 18- 20 g, 4 - 6 tudn tudL.
- Chuét lang 300 - 350 g
- Thd 2,0 - 2,5 ke
- Khi rhesus 3 - 5 kg,
Dong vat duge nhét trong chudng vé tring, ding quy céach, va nudi bing thiec
&n vo trung va nudc udng vé tring dé khong dua thém cic tap ndm khic vao.

Sau diy 14 mét s6 mé hinh thy tac dung khéng vi ndm (bing duéi). Tiy theo
ching vi ndm gay ra cac bénh vi ndm gi ma ta ding dong vat thi nghiédm cho
ph hgp.

Nhitng m6 hinh thit tac dung khang vi ndm

Mo hinh bénh vi ndm Chung nam thi Ddng vat thi

Nhiém vi ndm trén da |

Bénh ndm da Candida CA Chubt lang
Bénh ndm da Trichophyton ™ Chuét lang
Bénh néim da Epidermophyton EF Chuét lang
Bénh ndm da Microsporum MC ) Chudét lang
Nhiém vi nim toan than

Bénh nhi®m Candida CA Chuét nhét
Bénh nhiém Aspergillus AF Chuét nhit
Bénh nhiém Histoplasma HC Chudt nhit




PHUONG PHAP NGHIEN CU'U TAC DUNG DUGC LY CUA THUGC TU DUGC THAO 265

(tiép theo)
M5 hinh bénh vi ndm Ching nam thi Pdng vat thix

Nhiém vi nim mang nio

Bénh nhiém Cryptococeus CN Chuét nhét
~ CN Khi Rhesus

Nhiém vi ndm am hé, m dao

Bénh nhiém Candida CA Chuét nhit

Nhiém da vi ndm :

Bénh nhiém 3 ndm CA, CN, T™M Chudt nhét

Nhjém vi ndm phdi-ph€ quan

Bénh nhiém Cryptococcus CN Chuét nhit

Bénh nhiém Aspergillus AF Chuét nhit

Bénh nhiém Aspergillus AF Khi Rhesus

Nhiém vi n&m giac mac

Bénh nhi€m n&m gidc mac 15 loai nim Thé

Ghi chui:

AF: Aspergillus fumigatus

CA: Candide albicans

CN: Cryptococcus neoformans

EF: Epidermophyton floccosum

HC: Histoplasma capsulatum

MC: Microsporum canis

TM: Trichophyton mentagrophytes
Chudt nhét: 6 ddy 1a chuft nhét tréng

Cdch xdc dinh 86 don vi hinh thanh khudn lac (cfu) trong mé

Trong mdt 3 trudng hgp, phéi x4c dinh &8 cfu trong mé (vi du md than, mé
phéi, mé nio, da...) dé xem céc mé nay ¢6 bi nhiém vi ndm khong va mitc d6 nhiém
ra sao, ta phai x4c dinh s6 cfu trong mé. Céch lam nhy sau:

Giét con vat thi nghig¢m, bée tach 14y mbd cdn xac dinh 88 cfu (v dy than, phéi,
ndo...). Cén ldy 1 gam md, ho#ic néu md ning dudi 1 gam, thi cAn cd md (nhu than
chuét nhit tring). Thém nudc, nghién nat that ki bing may nghién déng thé. Dong
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thé tich dich ddng thé. Lay 1 ml dich ddng thé, lang 1&n trén bé mat thach cha hop -
Petri di c6 s&n moi trudng thach Sabouraud. Dé & nhiét d6 trong phong cho bay
hai, rdi cho vao ti &m 28°C trong 3-5 ngay tuy theo loai ndm. L&y ra, doc két qua.
Pém s§ khudn lac moc (tic 1a s8 cfu), ti 46, tinh ra s8 cfu trong 1 gam ma.

06 thé xac dinh s6 c¢fu trén mét dién tich da nhiém vi ndm nao d6. Liy mdt
miéng gac nhd, phét trén mait da nhiém vi n&m, réi cho vio nude trong mit dng
nghiém. Khudy miéng gac dé cho vi nim tit gac ra dung dich. Tién hanh 3 l4n nhu
vay. Dé mifng gac 1én thanh 6ng nghiém dé nude vit hét ra. Do thé tich dich. Lay
1 m! dich, lang 1&n trén b& mit thach cia hép Petri roi 1Am nhu trén, ta sé cé s8
lugng cfu trén mat thach, rdi tir d6 tinh ra s§ cfu trén dién tich da nhiém ndm.

1. MO HINH GAY NHIEM VI NAM DA THUC NGHIEM 0 CHUQT
LANG

G4y nhidm vi ndm da thuc nghiém & chudt lang c6 thé ding Trichophyton
mentagrophytes, Epidermophyton floccosum hoéc Microsporum canis. Nhung 3 day,
~xin néu mé hinh géy nhiém vi n&m da bing Trichophyton mentagrophytes. Muén
gly nhiém n&m da bdng E.floccosum hoic M.canis, ta ciing tién hanh tuong ty.

3.1, Phuong tién dung cy

- Chuing ndm Trichophyton mentagrophytes
- Chudt lang 300-350 gam

- Ong nghiém to dudng kinh 15 mm, dai 180 mm
- Hop Petri

- Ong hit

- Méi truong thach Sabouraud

- Cat tring vo triing

- Mat ong v trang

- C61 chay st

-Tadm

- Ta sdy

- Que bach kim dé c&y nim

- Dén cdn dé tiét trung que bach kim

- Dao cao long 6 lung chudt lang
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- Dao md

- Ca0 8 réng nhd @€ cao cho rach da
- Cidn

- Bang

- Thuéc nghién citu

- Thudc tham chidu

- Que béi thude

- Que bdi bdt nhéo c6 ndm
3.2. Chudn bj

- Chudn bi méi trudng thach Sabouraud, xem muc 3 cua chuong "Nghién
citu tac dung chdng vi ném in vitro".

- Chudn bj ném Trichophyton mentagrophytes: Ding 8 éng nghiém to. Dun
néng mdi trudng thach Sabouraud cho néng chay ra. Ding &ng hdt, hit 5
ml méi trudng rdi cho vao mdi §ng nghiém da dé & vi tri nghiéng dé lam
éng thach nghiéng. D& ngudi trong phong cho thach dic lai. Cay chung
ném gdc trén mit thach nghiéng, rdi 0 trong td &m & 28°C trong 7 ngay.
Céc khudin lac ndm trén mat thach duge diing @€ ché ra bt nhio nam.

3.3. GAy md hinh

- Ché€ bjt nhéo ndm: Sau khi & & 28°C duge 7 ngdy, dén ngly thi nghiém,
phén lap, tach 18y ndm trén mat thach cha ci 8 8ng thach nghiéng cho
vao cbi sit. Thém 5 gam cét tring vo trang va 2,5 ml mat ong vé tring.
Nghién k§ cho thanh bt nhao déng déu, ta dude bét nhio nam.

- Lay chudt lang cén niing 300 - 350 gam, cao sach 16ng & lung. Danh dau 4
vong trén dudng kinh 14 mm. Diing cio 3 ring, cio cho rach 16p da & 4
vong tron da danh déu d trén. B&i bgt nhéo ndm 1én trén cic vong tron da
danh d#u, réi bang kin lai.

- Dén ngay thit 3, thao bang ra. Sy phat trién clia vi n&m thay ro sau
4 - 6 ngay.

- Mitc d) nhiém vi ndm duge danh gia biing mit thudng bing cach cho

diém tit 1 d&n 4. Xac dinh s5 cfu cta mdi dién tich da nhu &3 trinh bay &
trén.
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3.4. Thit thudc
- Khi da chinh 1y md hinh cé két qua (tdc 14 da c¢é bi nhidm vi nAm), thi c6
thé thit thude. Thudng diang dang thude béi trén da.

- D& thit thuée, thudng dung 3 16, mét 16 chitng, mét 16 ding thudc tham
chidu da biét 1a cé téc dung chdng vi ndm va mdt 16 duing thudc nghién citu.
S8 chuét cAn ding sao cho 88 14n 13p lai n = 8 - 10.

- Trén moi con chudt lang, ¢é 4 vong trdon dung cho 3 18, nén mdt 16 ¢ thé
th trén 2 vong tron.

. Cach tién hanh nhu phin giy mé hinh. Nhung sau khi théo bang ra vao
ngay thit 3, thi bdt ddu béi thude. Lo ching bdi t4 duge khong cé thude.
Ngay bdi 2 14n, sang va chiéu, lién trong 14 ngay.

3.5. DAnh gia ké&t qua
- Danh gia két qua vao 2 thoi diém: lic 7 ngay va hic 14 ngay ké tit khi dang
thudc dua vao cac thong sé sau:
* D6 nhim vi ndm duge danh gia theo didm tit 1 dén 4
» Sy déng vay
= Su moc 16ng

- Riéng thdi diém sau 14 ngay, con xac dinh thém thong s6 1a sb cfu trung
binh trén mit dién tich.

Iv. MO HINH GAY NHIEM NAM GIAC MAC 3 THO

R4t nhidu loai nfm c6 thé giy nhidm n&m gide mac & thd. Cac tac gia An Do da
gdy duge nhiém ndm & gidc mac thé bing 15 loai ndm khac nhau. Sau day, xin néu
mé hinh giy nhidm nfm § gidc mac thdé bing C.albicans. D3i véi nhidu loai ndm
khac ciing c6 thé gy duge nhidm n&m & giac mac thd theo cich tudng tu.

4.1. Phuong tién dung cu
- Chung ndm Candida albicans
“Thé2,0-25ke
. 6ng nhd giot
- 6ng hiit
- Méi truong thach Sabouraud
- Hop Petri
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- Cé1 chay sit

- Th &m

- Ta séy

- Que bach kim dé ¢4y nam

- Dén cdn dé tiét trang que bach kim
- Dao mé

- Cén

- Thuéc nghién citu

- Thude tham chigu da bidt 12 ¢6 tic dung chéng nadm
- Dung dich xylocain 4%

- Dung dich hydrocortison 2,5%

- Bom kim tiém

- Kinh lup

4.2. Chuén bi

- Chu#in bi méi trudng thach Sabouraud, xem muyc 1.3 clia chuong "Nghién
cltu tac dung chéng vi ndm in vitro".

- Chufin bj canh ném gdc Candida albicans: Tit 6ng ching géc C.albicans,
cfy nim trén m#t thach Sabouraud (ding thach nghiéng trong ong
nghiém ho#ic hop Petri). D€ & & nhigt d6 28°C trong 48-72 gid cho n&m
phét trién. Lay cac bao tit trén mit thach, cho vao ¢6l sii, nghién trong
nudc mudi sinh 1y cho ddng nhat, réi cho vio 6ng do dd duc. Thém nudc
mudi sinh Iy dé duge hdn dich bao tit n¥m ma méi ml 6 500 000 cfu dua
vao d§ duc so vdi mdt dng méu. Dich nay goi 1a canh nam géc.

4.3. GAy mo hinh

- Nhé hydrocortison 2,5% vao cd 2 mit thd, mdi mit 1 giot, mot 14n tit ngay
hém trude va mdt 1dn vao ngdy gay nhim vi nim. Myc dich 1a gay Gc ché
mién dich dé thd dé bi vi nhidm nam hon.

- Vao ngay gy nhiém n&m, sau khi nhd hydrocortison duge 1 gi, giy té
mit thé bling cach nhd vao mbi mit thd 1 giot dung dich xylocain 4%.

- Sau khi m#t thé d3 t&, tiém 0,1 ml canh n&m géc vao giac mac cia cd 2
mat thé. Gide mac thé sé bj nhiém vi n&m sau 48 - 72 gio va tiép tuc phat
trién sau ds.
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- Miic 46 nhiém vi ndm duge danh gia bing mét thudng va bing kinh hip
va0 ngay thi tu, bing cach cho diém tit 1 dén 4.

4.4. Thi thube
- Khi d& chinh 1y md hinh c6 két qua (tic 14 gide mac ¢ bi nhifm n&m), thi
¢6 thé thit thudc. Thuong ding dang thude nude nhd mét.

- D& thit thude, thudng ding 20 thd: 10 thd, mbi thé danh 1 mat dé dsi
chiing va 1 mét dé thit thude tham chiéu; cén 10 thé, mbi thé danh 1 mat
dé @61 chitng va 1 mét d¢é dung thude nghién ctu.

- Cach tién hanh lic dAu nhu phdn gy mé hinh. Thudc duge nhd tit ngay
thit 3 sau khi g&y nhiém vi nim, ngay nho 2 14n, sang va chiéu, lién trong
14 ngay.

4.5. Danh gia k&t qua

Danh gia két qua bing mit thudng va bing kinh hip vao 2 thdi diém: ldc 7
ngay va hic 14 ngay ké it khi ding thudc dua vao s§ mit khéi ndm, va dua vio
mtic d6 con nhidm vi ndm theo thang diém tix 1 dén 4.

v. MO HINH GAY NHIEM VI NAM G AM HO, AM PAO CHUOQT
NHAT TRANG

Nhidm vi ndm & 4m hé am dao thudng la do Candida albicans. Vi vay, dé gay
md hinh nhidm vi ndm & 4m hd Am dao nén dung ndm C.albicans 8 chudt nhit
tréng.

5.1, Phudng tién dung cu

- Chang ndm Candida albicans

- Chudt nhit tréng cai 18-20 gam
. 6ng nho giot

- 6ng hit

- Méi truong thach Sabouraud

- Hop Petri

- C8i chay st

-Tadm
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- Ta say

- Que bach kim d8 cdy nfm

- Dén cbn dé tiét trang que bach kim

- Dao mé

- Can

- Thude nghién citu

- Thude tham chi€u da biét la c6 tac dung chéng ndm
- Estradiol .

- Dung dich NaCl 0,9% {(nudc muéi sinh 1¥)
- Tween 80

- Kinh ldp

5.2. Chudn bi

- Chudn bj m6i trudng thach Sabouraud, xem mue 1.3 ciia chuong "Nghién
citu tac dung chéng vi ndm in vitro.

- Chuén bi dung dich estradiol 500 ug/ml: Trude hét, hoa estradiol vao mdt
lugng nhé Tween 80 cho tan hét. Thém dén din nude mudi sinh Iy vio,
vlia thém viia trgn déu, cho dén khi dat ty 1& 500 pg/ml.

- Chudn bj canh ném géc Candida albicans: Tién hanh nhu muc 2.2, nhung
8 day cén ding ty 18 n&m cao hon la 2.107 (20 triéu) cfu/ml, thay cho 500
000 cfu/ml.

5.3. GAy mé hinh

- Dung chudt nhét tring cai 18-20 gam. Nhé 1 giot estradiol vao trong 4m
dgo, mét ldn vao 2 ngay vA mot lin vao 1 ngay trude ngay gdy nhidm
ndm. Muyc dich 1a dé niém mac &m dao phat trién va bong ra d€ dé bi
nhiém n&m han.

- Vao ngay gay nhiém vi néim, nhé 1 giot hén dich canh nam géc 6 ty 16
2.107 cfu/ml vao trong 4m dao. Nhu vy, 4m hy, 4m dao chudt nhit tring
& bi nhiém n&m sau 3-4 ngay va tiép tuc phét trién sau dé.

- Dén ngay thit 4, danh gi4 mtc 46 nhiém ndm bing mit thudng va bing
kinh Iip bing céch cho didm tit 1 d&n 4. Déng thdi xéc dink n&m trong
am dao.

- Céch xdc dinh ndm trong &4m dao: Nhé 1 gigt nude muéi sinh 1y vao am
dao. Lay que bong, phét 1én niém mac Am dao dé 18y ném, rdi cho bong
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vao 1 m) nude mudi sinh 1y trong éng nghiém dé nadm tit béng ra nudce
mudi sinh 1y. Lip lai mét 14n nita. Lang nudc mudi sinh 1§ 1én mit thach
Sabouraud. Cho vao t &m 28°C dé 4 trong 4 ngay, réi 14y ra dém sd
khuéin lac ndm.

5.4. Thit thudc

- Khi da chinh 1y mé hinh c6 k&t qua (titc 1a thiy dm dao ¢6 bi nhiém vi
nam), thi ¢6 thé thi thudc. Thude thudng dude ding dang thude nudc nhé
vao 4m dao.

- b€ thi thudc, ding 3 16, mdi 16 10-20 con: 1 16 chitng nhé dung méi pha
thude; 1 16 thi thuée tham chidu; con 1 16 d€ thit thude nghién ciu.

- Cach tién hanh lic ddu nhu phdn gy mé hinh. Thudc duge nhd tit ngay
thit 3 sau khi gy nhiém n&m. Ngiy nhoé 2 ldn, sing va chiéu, lién trong
14 ngay. Dén ngay 14, xac djnh vi nim trong Am dao theo k¥ thuit da md
ta 4 trén. .

5.5. Panh gia két qua
Danh gia két qua bing mit thudng va bing kinh lip vao 2 thai diém: hic 7
ngay va lic 14 ngay, ké tir khi dang thude dya vao céc théng s6 sau:
- 86 chudt khéng cén vi ndm ¢ 4m dao.

- Nhitng chudt con nhidm vi n&m, danh gia mic d6 theo thang diém tit 1
dén 4.

- 88 cfu x4c dinh duge (chi  thdi diém sau 14 ngay)

V1. MO HINH GAY NHIEM VI NAM TOAN THAN § CHUQT NHAT
o
TRANG

D& gay nhiém vi nfm toan thén, thudng ding ndm Candida hofic nim
Aspergillus gdy nhidm cho chugt nhét trdng. Duéi day, trinh bay ky thuat giy
nhidm vi ndm toan than bing n&m Aspergillus fumigatus & chuét nhét trdng. Mudn
giy nhiém bing nim Candida cing ding theo cich tudng tu.

6.1, Phuong tién dung cu
- Chiing ndm Aspergillus fumigatus
- Chudt nhit tring khong phan biét duc cai 18-20 gam
- 6ng hit
- Mé1 trudng thach Sabouraud
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- C61 chay s

-Ta 8m

- T sdy

- Que bach kim dé c&y nam

- Dén ¢dn dé tist triing que bach kim

- Hép Petri

- Dao m8

- Can

- Thuéc nghién cin

- Thudc tham chiéu da biét 1a ¢6 téc dung chéng n&m
- Cyclophosphamnid hodc hydrocortison

- Dung dich NaCl 0,9% (nudc mudi sinh 1)
- Bom va kim tiém

- Kinh lap

6.2. Chuan bi

- Chudn bj méi trudng thach Sabouraud, xem muc 1.3 clia chudng "Nghién
citu tac dung chéng vi nim in vitro".

- Chudin bj canh n&m gdc Aspergillus fumigatus: Tién hanh nhu muc 2.2.
Ché canh ndm géc ¢6 ty 1& ndm 1a 500 000 cfu/ml.

6.3. GAy mé hinh

- Tiém tinh mach dudi chudt nhét tring méi con 0,2 ml canh n&m géc. Mudn
dé bénh nhidm vi n{m phat trién d& hon, cin gay tén thuong hé mi&n dich
cho chuft béing cach tiém dudi da cyclophosphamid lidu 5 mg/kg hoic
hydrocortison acetat lidu 25 mg/kg, 2 14n, vao ngay 4 va ngay 2 trude khi
gdy nhiém ném.

- Quan sat ty 1¢ chuft bi nhiém bénh va ty 16 chugt chét trong vong 20 ngay.
Nhitng chuét chét duge coi nhut bj nhidm bénh ma chét. D&i véi nhing
chudt sdng s6t, x4c dinh s6 cfu trong mé than, nhu phdn mé ddu da dé cap.

6.4. Thit thudc

- Khi dd chinh 1y mé hinh c6 két qua (tic 1a thdy chudt bi nhidm vi n&m
todn than ma chét, ho#ic xac dinh thiy c6 ndm & md than), thi c6 thé thi
thudc. Thudc thudng duge diing dang thuéc tiém hode dang thude udng.

18.PENC-A
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- D& thit thudc, ding 3 16, mbi 16 20 con: 1 16 chiing dung dung mdi pha
thude: 116 thi thude tham chifu; con 1 16 d8 thd thude nghién ciiu.

- Cach tién hanh lic ddu nhu phin giy mo hinh. Thuéc duge diung tit ngay
ddu tién gay nhifm ndm, ngay diung 1 lan, lién trong 20 ngay. Dén ngay
20, x4c dinh ndm trong than cua nhing chudt séng s6t theo k¥ thuat da
md ta d trén.
6.5. Panh gia k&t qua
Déanh gia, so sanh 3 16 dya vao cac théng sé sau:
- 86 chudt chét tinh dén ngay thd 20.

- 88 chudt bi nhidm ndm & nhilng con séng sét qua quan sat bing mét
thuong.

- 86 cfu trong than & nhiing chudt cén séng sot.

VIL. MO HINH GAY NHIEM VI NAM PHOI G CHUQOT NHAT TRANG

Pé gay bénh nhiém vi ndm phdi thue nghiém, thudng ding ndm Cryptococcus
neoformans & chudt nhét tring.

7.1. Phuodng tién dung cu

- Chung ndm Cryptococcus neoformans
- Chudt nhét tring khéng phén biét dyc cai 18-20 gam
- 6ng nho giot

- 6ng huat

- Micropipet

- Méi truong thach Sabouraud

- Céi chay st

-Ta 4m

- Th sdy

- Que bach kim dé c&y n&m

- Hép Petri

- Dao mé

- Cén

18.PPNC-B
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- Thuéc nghiédn citu
- Thude tham chiéu da bist 14 ¢6 tac dung chéng nam
- Dung dich NaCl 0,9% (nuédc muéi sinh 1y).

7.2. Chuin bj

- Chuéin bi méi trudng thach Sabouraud, xem muc 1.3 cta chugng "Nghién
citu tac dung chéng vi ném in vitro”.
- Chu#n bi eanh n&m géc Cryptococcus neoformans: Tién hanh nhu muc 2.2,

nhung ¢ day cdn dung ty 18 ndm cae hon 1a 107 (10 triéu) cfu/ml, thay cho
500 000 cfu/ml.

7.3. GAdy md hinh

- Dung micropipet hut 25 pl canh n&m géc c6 ty 1& 12 10 tridu c¢fu/ml, nhé sau
vao trong mii chuét,

- Quan sat chudt. Thudng bénh nhiém ndm phéi xudt hién sau 7 ngay va
ti€p tuc phat trién. .

- Dén ngay thit 7, quan sat bing cdm quan triéu chitng ctia bénh nhidm n&m
phdi 8 chuét. Ddng thdi xéc dinh nfm, s6 cfu trong md phéi, nhu da mé
ta & trén.

7.4. Tht thudc

- Khi d chinh Iy mé hinh c6 két qua (tidc 1a thay chudt bj nhiém ndm phéi),
thi c6 thé thit thude. Thude thudng duge diing dang thude udng, thude tiém
hodc nhé vao miii.

- D& thtt thude, dung 3 16, mdi 16 20 con: 1 16 chimg ding dung méi pha
thudc; 1 16 thit thude tham chiéu; con 1 16 dé tha thue nghién ctu.

- Cach tién hanh lic ddu nhu phén gdy mé hinh. Thudc dude dung tit ngay
ddu tién gy nhi€m n&m, ngy dung 2 1dn, sang va chiéu, néu 1a nhd mii;
con néu udng va tiém thi diing ngay 1 14n, lién trong 14 ngay. D&n ngay 14,
ngoai quan sat biing cAm quan, cén x4c dinh n&m trong phéi theo k¥ thuat
da mé ta § trén.

7.5. BPanh gia két qua

Dinh gi4 két qua biing cAm quan vao 2 thdi diém: le 7 ngay va lic 14 ngay ké
tir khi ding thude dua vao cic thong sd sau:
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- 86 chudt chét.
- 86 chudt con sbng c6 bidu hién bénh ndm phdi.

Dén ngay thi 14, danh gia thém v& 5§ phéi con nhidm n&m va sd cfu xac dinh
dugc trong phdi.

virL MOT SO MO HINH KHAC

8.1. M6 hinh giy nhiém da vi nim dé sang lgc nhanh & chudt nhit
trflng

D& sang loe nhanh, ¢6 thé gy nhidm da ndm trén cing mét con vat. Co thé gay
tdt ca cde bdnh nhiém vi ndm did néu § trén. Nhung théng thudng, ngudi ta giy
nhiém nim da, giy nhiém nim giac mac, gy nhiém nim 4m dao, gy nhiém nim
phéi trén ciing mét con vét, nhu chudt nhét tring ching han.

Cach gdy bénh ciing gidng nhu khi gy bénh mét loai ndm da trinh bay & trén,
nhung d day 1a gdy nhiéu bénh n&m trén ciing mdt con vat.

Khi bénh nhi®m vi ndm da xuat hién, ¢6 thé thit tde dung cha 1 thudc trén céc
bénh nhiém né&m khéac nhau dé rit ra xem thude ¢é tac dung trén loai bénh ndm
nao va so by vé mie do tac dung cua thude, hodie ciing ¢6 thé thit véi nhidu loai
thudc khac nhau.

8.2. M6 hinh gy nhiém nidm phdi bang Histoplasma capsulatum &
chudt nhit tring

Né&m Histoplasma capsulatum phédn l4p tif bénh nhin duge nudi cdy trong mbi
trudng, nhiét &6 va thoi gian thich hgp.

Chudt nhit tring diung loai cé hé mién dich binh thutng (khong c6 x 1y gi
trude khi gdy nhiém vi ndm) va loai ¢6 hé min dich bi tn thuong, do tiém dudi da
cyclophosphamid liéu 5 mg/kg.

Tiém canh n&m vao trong khi quan chudt nhit tring dé giy bénh nhifm n&m
phdi. Néu 1a chudt ¢ hé midn dich binh thudng thi bénh phat sinh vio ngay thit bay,
ty 1& chét 1a 60-70% sau mét thdi gian 13-15 ngay. N&u 1a chudt bi tén thudng hé
mién dich, thi bénh phat sinh vao ngay 5-6, ty 1& chét 1a 80-100% trong vong 10 ngay.

Thudc nghién ciu duge ding lién tuc trong 14 ngay ké tit ngay gay nhiém nam.
Thuéc c6 tde dung khang nim H.capsulatum sé lam cho sd chudt chét giam di.
Nhiing con chudt sau 14 ngay con sdng, dugc md, xét nghiém phdi, gan, lach bing
mét thudng va kinh hip. Sau dé, xédc dinh sd cfu trong mé phéi, mé gan va mé lach,
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Bénh gia két qua vao ngly thi 14 trén cac théng s sau:
- Ty 1& chugt chét
- Trong hugng gan (gan nhiém ndm s8 to hon)
- Trong lugng lach (lach nhidm na'm sé to hon)

- 88 cfu trong phéi, gan, lach.

8.3. M6 hinh giy nhiém vi nAim phdi ph& quan do Aspergillus & khi
rhesus

Dang khi rhesus Macaca mulatta, duc, trudng thanh nang 3 - 5 kg, nhét riéng
ting con trong 3 tudn, nudi trong didu kidn phong thi nghidm chuén va duy tri ch&
dd &n cdn bing ¢6 hoa qui theo mua va nude vé tring, dé an udng thodi mai va
t&ng cudng chim sée.

Géy ton thuong hé mién dich blng cach tiém bép hydrocortison acetat, liéu
5 mg/kg/ngay.

Ché& canh khudn géc 6 ty 1& ném cao trong 1 ml va tiém vio trong khi quin
méi khi 5 x 10° cfu dé gay bénh nhidm ndm phéi phé quan,

Sau 2 tudn k€ tt khi gay nhim n&m, khi xudt hién cac triéu chitng cla bénh
nhiém n&'m phdi phé& quan, duge xée dinh nhd cac théng s6 sau:

- Triéu chimg 1am sang duge danh gia qua cdm quan va kham lam sang.

- Lay dich ti€t ph& quan ciia khi, soi tryc ti€p trén kinh hién vi ¢ xac
dinh ¢6 ndm hay khong .

- Ldy dich tiét ph€ quén dé nuédi cy, tim xem cé nfm khéng .

- Chidu X quang ngye khi.

Sau khi x4c dinh duge khi dd bi nhifm n&m phéi ph& quan, c6 thé thir thudk,
ding dudng udng hoic tiém, ngay 1 l4n, trong 14 ngay. Panh gia tdc dung coa
thude vao céc thdi diém 7 ngay va 14 ngay k& tit khi dung thude, ciing dua vio cac
théng sd trén.
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CHUONG 22

PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUQC LY
THUOC CO TAC DUNG CHONG OXY HOA

TS. Nguyén Thi Thu Huong

ey rE—

L. PAI CUONG VE GOC TU DO

1.1. Khai niém vé stress oxy héa [11, 13]

Oxy héa khong thé thidu duge véi vi sinh vat i khi. Con ngudi ¢é thé nhin #n
kha lau song khong thé nhin thé qua 5-10 phit. Khoang vai thap nién gin day, cac
thanh tyu khoa hoc da chiing td riing oxy vao co thé tham gia nhifu qua trinh sinh
héa hoc. Trong cac qua trinh d6, oxy tao ra nhiing ti€u phan trung gian goi 1a cac
gbc tu do.

Tit ddu nhitng nim 70 1. W.Fridovich da nhén th&y ring khi nhan mét dién tit
ddu tién, oxy tao ra gdc superoxyd. Day 1a gbc ty do quan trong nhét cha t§ bao. Tit
gdc superoxyd (O} ) nhiéu gde ty do vi cac phén tir khac ciia oxy 6 kha nang phan
ung cao duge tao ra nhu: HO® (gée hydroxyl), H,0,, 'O, (oxy don boi), LO" (géc
lipoxyd, LOO" (g6c lipoperoxyd), RO’ (géc alkoxyd), LOOH. Tén chung cac géc 1a céc
dang oxy hoat dong.

Céc nha khoa hoc ciing phat hién rAng sy sén sinh ra nhidu dang oxy hoat
d¢ng cling c6 thé duge loai bd biing c4c chat chéng oxy héa (antioxidant) ty nhién
trong cd thé, Tiéu biéu 1A enzym superoxyd dismutase (SOD), glutathion (GSH),
enzym glutathion peroxydase (GSH-Px), enzym catalase vA phan t& nhd nhu
tocopherol, ascorbat.,

Trong c¢ thé ludn ton tai sy can bidng giita céc dang oxy hoat ddng va cac dang
chéng oxy héa. D6 1& mot trang thai co ban clia can bing ndéi méi (homeostasis). Do
anh hudng cua nhiéu y&u td tic dong tit bén ngoai hay bén trong co thé, lam cho
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cén bing nay di chuyén theo hudng gia tdng cac dang oxy hoat ddng. Trang thai
sinh 1§ nay dugc goi 1a stress oxy héa, Hay néi mot cach khac, stress oxy hoa 1a su
ré1 loan cdn bing gifia cac chit chéng oxy héa va oxy héa theo hudng tao ra nhidu
cac oxy héa

1.2. BAn chit héa hoe cua géc tu do [12]

e Cac gic ¢6 kha niang phan dng cao.

Vi du:
R + RH— R, +RH
R +R; ™ R, - R;

e Thoi gian tdn tai ngin: do kha ning phan ing cao nén cac goc c6 thdi gian
tdén tai ngdn. Thoi gian tén tai nay phu thude ban chat céc géc va didu kién
ctia hé ma né tén tai.

 Trong cd thé, nhiing gic cia oxy rit khong bén. D6 1a cac goc O} - (goc
superoxyd); "OH (géc hydroxyl); RO" (géc alkoxyd); LO* (géc lipoxyd) LOO*
(gdc lipoperoxyd). Cac gde bén 14 cac gdc cé cfu tric semiquinon nhu géc chia
vitamin E (tocopheryl), vitamin C (ascorbyl).

1.3. Su hinh thanh cac gdc ty do cha oxy trong co thé [10]

Trong t&€ bao, g tu do dude sinh ra do cac phan ing chuyén nhudng dién ti.
Nhiing phdn itng nay cé thé duge thyc hién bdi enzym hosic khéng enzym, théng
qua sy oxy héa khit cha céc ion kim loai chuyén tiép.

1.3.1. Su hinh thanh géc tu do trong trao ddi binh thuing

Trong sinh hoc, ngudn quan trong sinh ra géc tu do 14 sy cung cép dién tit 6
chudi hé hip t& bao trong ty lap thé cho oxy. Trong ty lap thé c¢6 mot hé théng
enzym va cac chit trung gian 1am nhiém vu van chuyén hydro va dién ti tit co chét

t4i oxy. Nhitng hgp chit nay tao ra mdt loai cac phéan ing day chuyén ndl ti€p nhau
goi 1a chudi hd hap t& bao

C6 ch&t —b NADH —» Flavon—» CoQ— Cytb—» Cytc—» Cyta—s O,

ADP ATP ADP ATP ADP ATP
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Qua trinh oxy nhén dién t& & chudi hé hap t& bao thue t& phai xay ra qua nhidu
giai doan. Méi giai doan oxy chi nhan duge mét dién ti. Oxy nhan dién t ddu tién
tao ra goc superoxyd (O;~) .Oxy nhan dién ti cha y&u 6 mang ty lap thé. Khoang

80% lugng OF hinh thanh chuyén vao trong ty lap thé, con 20% thoat ra bao
tuong. O3~ c6 cac chiic ndng nhu sau: 1a ngudn sinh ra H,0,; cing vdi NO, va cac
chat phéng thai ti t& bao thanh trong tham gia chi phéi trang thai tinh hay hoat
dong cha tiéu cdu, quyst dinh sy bam dinh hay két tu chia tiéu cAu vao thanh mach.

Cac goc O; hinh thanh nhanh chéng duge enzym SOD chuyén thanh H,0,
theo ¢d ché tu oxy héa khii:

sS0D |
O;_+O;-+2H+—"_.' H202+02

H0, 1a tac nhén oxy héa va d& dang bi phan huy theo phan {ing:

H,O0, + 2GSH ———* GS88G + 2H,0
GSH-Px

GSH: glutathion; GSH-Px: enzym glutathion peroxydase

Nhu vay, § cd thé binh thung, oxy qua cac chuyén héa trong cd thé taora O}

H,0, dé thuc hién céc chitc ning sinh Iy. Ching chi ton tai véi mét néng dd vé cing
thép, dé dang bj loai bé va khéng déc hai cho co thé.

1.3.2. Sy hinh thianh gée tu do ngéu nhién
Rt c6 thé do chuyén déng nhiét hoan toan ngiu nhién ma cac goc 05 va H,0,
va dap vdi nhau, khéng ¢6 men dic hidu xie tac tao ra mot sd phén' ling phu sau:

1.3.2.1. Sir hinh thanh gdc ty do khéng cd enzym SOD xiic tdc

Cac goc O} ¢6 kha ning phan @ng v6i nhau trong didu kién khong c6 enzym

S0D xuc tac theo phan tng sau:
O;_ + 0;_+ 2H+ —— HgOg + ]02

Oxy ddn bdi ("0,) cé tinh oxy héa rét manh. N6 c6 thé phan tng véi bat ky mot
chét hitu cd nao khi né gip tao ra cac peroxyd.

1.3.2.2. Phan ung Harber-Weiss

Cac goc O} va dap vai H;0,:

0;” +H,0, —* !0,+"0H + OH"
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Phén Gng niy xay ra cham, nhung cé mat Fe?, Cu® xie tde thi téc dd phan
{tng x4y ra rit nhanh (phan ing Fenton). Hai tiéu phan O} va H,0, khong déc, ¢6

thé tao ra '0,, "OH la nhiing phén td va gdc c6 kha nang phan ng rit cao, dé dang
phdn dng véi cic chat hitu cd tao ra cic peroxyd va tit d6 tao ra nhiéu sin pham doc
hai cho t& bao.

1.3.2.3. St hinh thanh gdc ty do tir cde ion kim loai chuyén tiép

Ton kim loai chuyén tiép (Fe®*, Cu®) dé dang phan tach H,(O, thanh gdc *OH.
H.0, + Fe** — Fe* +"0H + OH"

Binh thudng phén tng niy trong sinh hoe it xay ra, vi Hy0, & ndng dd thdp con
Fe?, Cu® thudng bi khéa & dang phite, it d trang thai ty do.

Céc ion kim loai chuyén tiép c6 thé phan fing véi oxy tao ra géc O} . Phan tng

nay dic biét quan trong vi né khoi mao cho cAc phan dng géc tut do x4y ra.
Fe** + 0, —— 0} +Fe®

Cu™ +0, —* 0} +Cu?

Nhu vay, tit 4 tiéu phan O}, H,0,, O, vA kim loai chuyén tiép cung hop bién
sinh ra goc "OH va 'O, nhiing tac nhan c6 kha nang phén tng manh. G6c “OH phén
fing manh véi hdu h&t cac phan ti sinh hoc & téc 49 khuéch tan, cé khé niing giy
tén thuong 16n trong pham vi ban kinh nhé ma né sinh ra.

1.4. Anh hudng cta cac y&u t6 ngoai sinh dén sy hinh thanh goée ty
do [10]

1.4.1, Anh hudng ciia cic xenobiotic

Day 12 céc chét héa hoc, cd thé khong tong hgp sin ra duge, vi dg nhu cac thube
trlt sdu, digt b, cAc hop chat nitro hitu cd, cac ph&m nhugm. Khi xdm nhap vio co
thé, cac héa chit nay c6 giai doan trung gian tao ra chc gdc tu do.

1.4.2. Anh hudng ctia cdc téc nhéin viém vé hoai ti gan
Céac hgp chat halogen hitu ¢g, dién hinh 1a CCl, 1a chét gay viém hoai tit gan.
Khi vao gan duge chuyén héa nhu sau:

cc,—* ¢y, —/—™

) Cl,CO0"— ..COC); (Phosgen)
2
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Chinh cac dang géc trung gian nay lam tdng qua trinh peroxy héa lipd. Qua
trinh peroxy héa lipid manh liét sé gay pha v mang t& bao, giy viém va o6 kha
ning giy hoai ti gan.

1.4.3. Anh hudng ciia téc nhan tiéu méu va bém huyét

Dién hinh 1a cac diazonaphtol, diphenylhydrazin..., cic chat nay phan tng vai
oxyhemoglobin tao ra methemoglobin va gbc phenylhydrazin. Géc nay nhudng dién
tit cho oxy taora O}

H+
Hb(Fe')O + PhANH - NH, — > Hb(Fe") + H,0 + Ph — N° - NH,
Ph-N'-NH, — = O} +Ph-N=NH+H’

2

1.4.4. Anh huéng ciia didu kign séng

1.4.4.1. Anh hutng cda sy & nhidm méi truong

Khi thai cta cdc dfng cd dung xang, ddu c6 nhiu chat dée nhu: CO, NO,
carbuahydro tetraethyl chi. Nhitng chdt nay phan huy tao gée tu do nhu sau;

Pb(C;Hy, + 0, —> PbO;—— RCH,0'—5> HO; Sig OH+.
2

k4
1.4.4.2. Anh hudng cua stress

Co thé hoat déng mdt cach binh thuéng 14 do cén bing ndi méi da duge thist
1ap. Néu c6 mdt y&u t& nao pha vd can bing ndi méi thi duge goi la tac dong cha
stress. Khi ca thé bi cac stress nhu sd di chuyén va thay ddi méi trudng séng, sy
thay déi nhiét do qua néng hay qua lanh, méi trudng qué én hay bj 6 nhidm, ap lue
va syt ciing thdng - lo ling trong cdng vidc, v.v., thi ham lugng gdc ty do cha oxy
thuong cao hon 1,5 dén 2 14n so véi ddi ching. Théng qua cac day than kinh hudng
tdm va ving duéi doi, co thé c6 nhitng dap ng véi cac stress. Sy gidi phong ra
adrenalin v& noradrenalin, khi co thé bj stress tic dong s& dén t6i kha nang chuyén
héa tuong tée véi oxy tao ra cac géc O3, Ddng thoi nhidu acid béo chua no duge giai
phéng ra tit cée lipid. Nhitng y&u 6 d6 (géc Ojting, acid béo chua no tang...) thic
ddy qué trinh peroxy héa tang khi bi stress.

1.4.4.3. Anh hudng cta khu vue dia Iy

Cée blic xa mat trdi, bitc xa nén & mét mién nao d6 c6 phat ra nhiing tia anh
hudng t4i sy hinh thanh céc géc ty do cha oxy theo cd ché nhu sau:
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hv
RH —» R'+H"
hv
H,0 ——* H'+OH"
0.
R —» ROO
HO — "OH+H'+¢
(hv: tia cuc tim, tia phéng xa)
Té6m lai, do dnh hudng clia cac diéu kién séng nhu bi 6 nhidm qua nhiéu, nhiéu
stress... thi géc tu do gia ting. N&u su gia ting qua mic v kéo dai s& din dén tinh
trang mat cAn bing giita cic dang oxy hoat déng va céc chit chéng oxy hoéa. Lugng

cac dang oxy hoat déng ting s& gy ra nhiéu phan dng bat lgi, tén thuong cho co
thé va 13 nguyén nhén cta nhiéu bénh tat.

1.5. Su phong vé clia cd thé chdng lai gbe tu do [10]
1.5.1, H¢ théng phong vé cde géc tu do trong co thé

Do viée sinh ra céc gdc tu do trong t& bao 1a khong thé tranh khéi, nén viéc bao
vé chéng lai nhiing tac hai cia gde tu do 1a tat yéu. D6 14 sy phong vé clia céc chit
chdng oxy héa ndi sinh trong ed thé véi hai phudng cach téc dong sau:

Phong ngita sinh ra cdc géc

Khé niing phong ngita sinh ra céc géc bao gdm hiéu luc van chuyén dién ti caa
oxy va sy khéa céc ion kim loai chuyén tiép vao dang phite, dic biét véi cac protein
nhu: transferin, lactoferin, feritin.

Phong vé loai bo cdc goc dd sink ra

O trong t& bao quan trong nhét 1A enzym SOD va hé théng glutathion, O t§
chitc mang thi quan trong nhét 12 céc chat kiéu vitamin E, ubiquinon, $-caroten
loai bé cac gée LOO®, LO" theo phan tng médi phan ti vitamin E nay loai bd hai goc
LOO". ) pha nuéc cé vai trd cha vitamin C va mdt s§ chat nhu acid uric.

Viée siia chita loai bé cAc phén tdf sinh hoc da bj tén thuong trude khi ching
tfch tu lai ho#ic trude khi ching di mitc gy ra nhiing bi€n d6i chuyén héa va dinh
huéng dén sy séng cua té bao.

Vi du: cac protein da bi oxy héa sé bi proteinase phén huy; céc lipid mang sé bi
cac lipase phdn huy, acyl transferase tac dong.

1.5.2, Hé thdng enzym chéng oxy héa 6 gan

Gan 14 co quan ¢é nhidu enzym trong dé nhiing enzym déng vai trd quan trong
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trong nhiu viéc chéng oxy héa 1a: cac chét chéng peroxyd, enzym SOD, phin hiy
céc gde ty do khac, nhiing ion khéa kim loai chuyén ti€p..., trong d6 cac chit chéng
peroxyd chi€ém thanh phén chil y&u & gan. :

1.5.2,1. Cdc chéit ch6ng peroxyd

D6 1a cac chat glutathion (GSH), enzym glutathion peroxydase (GSH-Px) xtic
tac phan huy cc peroxyd v6i hdng s¢ téc dd phan éng k = 10° mol/gisy theo phan
dng shu:

GSH-Px
—_—

2GSH + LOOH LOH + GSSG + H,0

Nhu viy, ham lugng GSH, hoat d6 enzym GSH-Px lién quan dén viéc phan
huy céc peroxyd. Khdu phén an du protein va ham Iugng selen lién quan chit ché
v61 GSH va hoat tinh enzym GSH-Px. Néu ham lugng selen khéng di thi GSH
giam, hoat dé enzym GSH-Px th&p. Ngoai ra, peroxysom con cé catalase phén huy
H,0, néng d6 cao theo phan ving sau:

2H,0, 2H,0 + O}

—_—
Catalase

1.5.2.2. Enzym superoxyd dismutase (SOD)

Enzym ndly ¢6 kha niing phan huy dic higu cic gée O3 véi hiing 6 toc df rat
16n (k = 10° moV/giay).

80D
0;_ + O;- + 2H+ — H202 + 02

Ban chit enzym nay 12 mét protein ¢6 hai déng phan 1a MnSOD (c6 trong ty
lap thé) cdn c6 CuZnSOD c6 § bao tudng. Ca hai déu xdce téc phan huy gée O3 .

1.5.2.3. Phén huy cdc géc tu do khédc

* Vitamin E (a-tocopherol) 12 chét chdng oxy héa quan trong & cac t8 chitc mang.
Mbi phén tit vitamin E ¢6 kha niing loai bé bét hai géc LOO® theo phéan tng
sau:

2LO0O" +vitE(OH), — 2LOOH + vitE(Q,)

Ngoai phan tng tryc tiép véi gbe ty do vitamin E c6 kha ning loai bé oxy ddn
bdi theo phan ing sau: '

vitE +'Q, —— O, + vitE® ——»  vitaminE

vitE": dang oxy héa (dang kich thich).
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e Trong t€ bao ¢6 nhidu chdt ¢6 cdu tric tuong tu vitamin E nhu ubiquinon
(coenzym Q,,..) cling c6 tinh chét nay.

¢+ Cac goc kifu semiquinon 1a nhitng gdc bén, c6 néng dd kha 16n (10°M) so véi
chc gbc tu do cla oxy 1a nhitng gfc khong bén. Vi thé nhiing gbc nay c6 thé
phan dng vdi nhau tao ra cic san phim khéng phai l1a gée.

¢ Vitamin C: 1& nhiing chét c6 kha ning loai bd cac goc ty do & pha nude cua t&

bao. Ngoai ra vitamin C con ¢6 kha nang tai tao vitamin E dang oxy héa trd vé
dang khu.

s Nhitng chit nhu acid uric huyét tudng, GSH & dich t& bao ciing 6 tinh chit loai
bd cac goc ty do.

e Phan tit B—caroten ciing ¢6 tinh ch&t chéng oxy héa theo cd ché nhan ning lugng
kich thich ctia oxy don bdi, bifn oxy don bdi thanh oxy thudng va ban than
B—caroten trd thanh dang kich thich, sau d6 c6 thé trd vé trang thai binh
thuong hoan todn bing hién tugng vat 1y 14 ning lugng kich thich truyén cho
céc lién két ndi tang dudi dang nhiét.

1.5.2.4. Nhing protein khda ion kim logi chuyén tiép

Ton sét hoiic ddng & trang thai ty do d& dang xdc tac sinh ra gdc ty do. Viée
phitc héa céc ion nay, khong dé cho tdn tai & trang thai tu do sé lam mét kha nang
xiic tae goc. Trong cd thé c6 nhidu protein ¢6 chiic ning nay. Khéa sét transferin,
fertrin, lactoferin. Khéa ddng cé ceruloplasmin. Cad thé khoé manh chi cAn 30%
lugng céc protein di dii khéa tat ca st va déng & dang phiic, khong c6 ion sét, dong
tuy do trong cd thé.

II. CAC PHUONG PHAP XAC DINH TAC DUNG CHONG OXY HOA
(ANTIOXIDANT ACTIVITY)

2.1. Phudng phap xac dinh ham lugng MDA (8, 4, 5, 6, 9]
Cé nhiéu phudng phap duge diing trong nghién citu qua trinh peroxy héa lipid
mang t& bao. Cac phuong phap nay dua trén:
(). Su xac dinh céc san phdm clia qua trinh peroxy héa lipid.

(b). Su nhan bidt cac gde ty do trong chudi phan ng nhu do phat quang
sinh hoc danh gia cac géc LOO" hinh thanh, do lugng cac dien lién hogp
hinh thanh,

(c) Danh gia hoat tinh chong oxy héa ctia mo.
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Hai nhom (a), (b) don gidn va d& thye hién hon so véi (¢), dac biét 13 phuong
phap xac dinh sdn phim sinh ra trong qua trinh peroxy héa lipid: malonyl
dialdehyd (MDA}, 12 san ph&m cudi ciing ctia qua trinh peroxy hoéa lipid mang té&
bao, do d6 duge 4p dung réng rai trong thue t&,

Phuong phap s dung acid thiobarbituric thudng duge ap dung dé xac dinh
ham lugng MDA trong t8 chitc t& bao, tit d6 dénh gia kha ning chéng oxy hoa in
vitro hodic in vivo clia chét nghién citu thé hién qua viéc lam gidm ham Iugng MDA.

2.1.1. Nguyén tée

MDA duge sinh ra trong qué trinh peroxy héa lipid, khi cho phan ting véi acid
thiobarbituric, mét phan td MDA phén tng véi hai phan ti acid thiobarbituric tao
phic mau héng hdp thu cuc dai & bude séng 532 nm. Phén ing thuyc hién ¢ méi
trudng pH 2-8, § nhiét d6 90-100°C trong vong 10-15 phuit. Phudng trinh phén ing
nhu sau;

o i

|

0=C=-CH;~C=0 + zI:i)‘]\
N" 0

]
H

Malonyl dialdehyd Acid thiobarbituric
O 6]
-2Hy HNJﬁ: CH=CH- HCfN
= ' A
t SA\N 0 0 N S
H H

Trimethin complex
Do cudng 46 mau cia phite suy ra lugng MDA ¢6 trong méu.
2,1.2. Thuc nghiém

2.1.2.1. Khdo s&t hoat tinh chdng oxy hda in vitro

¢ Tién hanh:

Téach néo chudt va nghién ddng thé trong dung dich dém phosphat (pH = 7,4)
theo tj 1¢ 1:10 6 nhigt d6 0-5°C. Ldy 1 ml dich déng thé, thém vao 0,2 ml cac néng
d6 mau thi + 0,8 ml dém phosphat va 1 & 37°C trong 15 phut (td oxy héa) hogic i &
37°C trong 5 phit v6i hé Fenton (FeSO, 0,1 mM : H,0, 15 mM theo ti 18 1:1). K&t
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thie phdn dng bing 1 ml acid tricloacetic 10%, ly tAm lay dich trong cho phan {ng
v6i 1 ml acid thiobarbituric 0,8% & 100°C trong 15 phiit vA do mau é A = 532 nm.

o Tinh toan két qua:
Hoat tinh chéng oxy héa (HTCQ) duge tinh theo cong thic:
HTCO (%) = [Cwpa ching — Cumpamhid / CMba chimgl X 100-
C: néng 46 MDA (nM/ml) dugc tinh theo phueng trinh hdi quy tuyén tinh clia chat
chuén MDA.
2.1.2.2. Xdc dinh ham lugng MDA trong t6é chie gan hay ndo

e Xac dinh hAm lugng MDA trong nio:

Tach ndo chudt va nghién déng thé trong dung dich dém phosphat theo ti 1&
1:10 & nhiét d6 0-5°C. L&y 1 ml djch déng thé +1 ml dém phosphat va & & 37°C
trong 15 phut. Sau d6, thém véo 1 ml acid tricloacetic 10%, ly tdm l4y dich trong
cho phdn iing véi 1 m] acid thiobarbituric 0,8% & 100°C trong 15 phit va do mau &
A =532 nm.

¢ Xac dinh ham higng MDA trong gan:

Tach gan chudt va nghidn ddng thé trong dung dich KCl 1,15% theo ti 1&
1:10 & nhiét 46 0-5°C. L&y 2 ml djch ddng thé + 1 ml dém Tris 25 mM vau &
37°C trong 60 phit, Sau dé, thém vao 1 ml acid tricloacetic 10%, ly tAm ldy dich
trong cho phan ving v8i 1 ml acid thiobarbituric 0,8% ¢ 100°C trong 15 phit va
do mau d A = 532 nm.

» Tinh toan két qua:

0 Ham lugng MDA (tM/m]) duge tinh theo phudng trinh héi quy tuyén tinh cta
ch&'t chuian MDA,

O Ham lugng MDA (nM/g t6 chiic) duge tinh theo céng thitc sau:

CxV, xV,x1000
V, XV, Xm

X nM/g t& chitc =

trong do:
X: ham lugng MDA (nM/g t6 chitc);
C: ham lugng MDA (nM/m)) duge tinh dya trén phuong trinh dudng chudn;
V,: tdng thé tich ca hdn hgp phan ing (ml);
V,: tdng thé tich ciia dich ddng thé (ml);
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v, thé tich dich sau ly tdm sit dung trong phén ing mau véi thude thit (ml);
v,: thé tich dich ddng thé trong hén hgp phan ing (ml);
m: khdi lugng t8 chite s dung (mg).
2.1.2.3. Thiét 1gp dudng chudn MDA

~ MDA chudin 1 ml (8 cc ndng d¢ tit 304,5 d&n 6090 nM/ml).

- TCA10% 1ml

- TBA0,8% 1 ml

Hién mau ¢ 100°C 15 phiit. Do quang & A = 532 nm.

2.2, Cac phuong phap danh gia hoat tinh chdng oxy héa in vitro

2.2.1, Phuong phép s&t dung DPPH [1]
2.2.1.1. Nguyén tdc

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 12 chét tao ra goc ty do duge dung d8
thye hién phéan {ing mang tinh chét sang loc tac dung chdng oxy héa ctia céc chit
nghién citu. Hoat tinh chéng oxy héa thé hién qua viéc lam gidm mau etia DPPH,
dugc xéac dinh biing cach do quang & bude séng A = 517 nm.

2.2.1.2, Tién hanh

* Pha dung dich DPPH c6 néng 4 1 mM trong methanol (MeOH). Dung dich
nay khong bén vi 4nh sang, chi pha trude khi diung.

* Dung dich thi: Ly miu pha trong MeOH theo bang 1

Bang 1: Hén hgp phan img

Ong Dung dich thit (ml) | MeOH (ml) | Dung dich DPPH (m))
Tring 0 4 0
Chiing 0 3,5 0,5

Thi 0,5 3 0,5

Lic déu chc ong trong 15 gidy, dé 6n dinh & nhiét do phdng trong 30 phit va do
quang & budc séng A = 517 nm.

Hoat tinh chéng oxy héa (HTCO) dude tinh theo céng thiic:
HTCO (%) = [ODching — OD ) / ODing — ODnysg) x 100
OD: mat d6 quang

19.PPNC-A
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2.2.2. Phuong phdp dianh gid khd ndng két hop vdi ion sdt IT
{Iron chelating activity) [7]

2.2.2.1. Nguyén tdc

Ion sit ho#c déng 6 trang thai tu do d& dang xic tac sinh ra géc ty do. Danh gia
kha ning phong ngita sinh ra cac gbe ty do cha chit nghién citu thé hién qua sy
khéa cac ion kim loai chuyén ti€p vao dang phite, khéng dé cho tdn tai § trang thai
ty do, sé lam m4t kha nang xic tac gdc. Hoat tinh chéng oxy héa duge thé hién qua
viéc ngan chin sy tao thanh phtc chit ¢6 mau gidia ion sit II vdi 2,2'-bipyridyl
{thude thit ferrozine, dac hiéu véi ion sit II).

2.2.2.2. Tién hanh

¢ Pha cic dung dich FeSO,.7TH,O 100 mM, Ferrozine 300 uM, NaCl 0,15
M trong nudc cat.

» Pha hén hop phan dng theo bang 2:

Bang 2: Hén hop phan ding

Gng FeS0,100 Ferrozin MAu thit (ml) | NaC10,15 M
mM (ml) 300 uM (ml) {(ml)
Tréing 0,3 0 0,3 2,4
Chitng 0,3 0,3 0 2,4
Thit 0,3 0,3 0,3 2,1

Léc déu cac 8ng trong 15 giay, dé 6n dinh § nhiét 46 phong trong 10 phiit va do
quang o budc séng A = 562 nm. EDTA duge sit dung nhu chat d6i chiéu duong tinh
(positive control).

Hoat tinh chéng oxy héa (HTCO) duge tinh theo cong thic:
HTCO (%) = [(ODChfmg - ODT}m‘) / ODChﬁng - ODTrﬁu,g] x 100
OD: méat d) quang '

2.2.3. Phuong phdp ddnh gid khd ndng dinh bdt géc superoxyd O}
(Superoxide scavenging) [8]

2.2.3.1. Nguyén tdc

Danh gia kha nang phong vé loai b6 cac géc tu do da sinh ra cta chit nghién
cliu qua viéc ngin chin sy tao thanh gdc superoxyd OF. Gdc superoxyd duge tao

19.PPNC-B
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thanh trong phan ing gitta xanthin va xanthin oxydase sé dugc dinh lugng bing
phuong phap khit st dung nitroblue tetrazolium (NBT) cho phic chat ¢6 mau tim
dugc do quang & bude séng A = 550 nm. Hoat tinh chéng oxy héa clia miu thit duge
thé hién qua viéc 1am gidm sy hinh thanh phie mau tim.

2.2.3.2. Tién hanh
Si dung dia 96 6 (200 pl/d), trong mbi & miu thid thém vao theo trinh ty
nhi sau:
— 50 pl dung dich xanthin 4 mM
~ 50 ul thude thit NBT 225 uM
- 50 pl dém phosphat (pH 7,8 ¢6 thém EDTA 1 mM)
— 10 ul mau thit § cde ndng @6 khac nhau.
— 40 ul xanthin oxydase hoat 46 1 don vi/mg
Dé én dinh & nhigt dj phong trong 3 phiit va do quang & buée séng A = 550 nm.

Tién hanh thye hién song song véi & chitng (thay 10 pl miu tha béng 10 pl dém
phosphat) va 6 trdng (khdng ¢6 thudc thit NBT, thay bing 50 pl dém phosphat).
Enzym superoxyd dismutase (80D) duge sit dung nhu chat d6i chidu duong

tinh (positive control).

Hoat tinh chdng oxy héa (HTCO) duge tinh theo cong thite:

HTCO (%) = [ODCh(mg - ODThlJ) / ODCht'tn,g - ODTring] x 100

0OD: mat d9 quang.

2.2.4. Phuong phdp ddnh gid khd ndng dénh bdt peroxyhydro H,0,
(Hydrogen peroxide scavenging activity) [2]

2.2.4.1. Nguyén tdc

Hai tiéu phan O}~ va H,0, sinh ra tit cic chuyén héa trong cd thé véi néng do
v0 cung thap, dé dang bi loai bé va khong ddc hai cho co thé nhung néu hién dién &
ndéng dé cao (do stress oxy héa) ching c6 thé tao ra '0,, "OH 1a nhiing phén tl va
goc ¢6 kha ning phan tng rét cao, d& dang phan ting véi cac chat hitu co tao ra cac
peroxyd va tit d6 tao ra nhidu sdn phim déc hai cho t& bao. Hoat tinh chéng oxy
héa va miu thit duge thé hién qua viée lam gidm lugng H,0, dua dén lam giam
phan tng mau gita H,0, va dd phenol (mau cita d3 phenol & chuyén sang mau tim
sau phan dng véi H,0, trong sy hién dién cha enzym peroxydase tit cdi gia vi
(horseradish).
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2.2.4.2. Tién hanh

Tié&n hanh hdn hgp phan tng & cac dng thi theo trinh ty nhu sau:
— 20 ul mAu thi & cac ndng 46 khac nhau.
- 20 ul HO, 10 mM.,
- 1,8 m]l dém phosphat (pH 7 c6 thém NaCl 28 mM va dextrose 5,5 mM).
Léc déu céc dng va dé 6n dinh 8 nhiét d6 phong trong 10 phiit.
-~ 0,2 ml dung dich d6 phenol 0,1% pha trong NaOH 1M.
~ 20 pl enzym hoseradish peroxydase hoat dd 5 mg/ml.
Léc déu cac ng va dé 6n dinh § nhiét 6 phong trong 10 phuit.
- 20 pl NaOH 1N dé ngitng phan dng.
Do quang 6 bude séng A = 610 nm. Tién hanh thiyc hién song song véi & ching

{(thay 20 pl (m&u thu bing 20 ul dém phosphat) va 6 tring (khéng c6 thude thi do
phenol, thay bing 0,2 ml dém phosphat).

Hoat tinh ¢héng oxy héa (HTCO) duge tinh theo c¢ong thic:

HTCO (%) [(()I)(j[.“mg - ODTh,,) / ODCh(mx - ODTring] x 100

OD: mat 4% quang.
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CHUONG 23

PHUGNG PHAP NGHIEN CUU MOT SO
TAC DUNG DUQC LY KHAC

GS. Doan Thi Nhu

%

I. NGHIEN CUU TAC DUNG TANG LUC

1.1. Phueng phap chudt boi dé nghién c®u tic dung tang luc
(Brekhman, 1951)

Day 14 phudng phép déu tién duge xay dung d€ xac dinh ban dinh lugng hoat
tinh sinh hoc ctia nhan sam va céac thudc c6 tac dung tuong tu. Phuong phap thuan
tién va don gian, cho phép xac dinh tinh én dinh cta sic lyc cha co & dong vat. Phoi
hop véi mdt s6 phuong phéap khéc, né c6 thé duge ding dé danh gid dinh lugng cac
thude cé tac dung lam téng stc chiu dyng khéng dic hiéu cta co thé.

Dang chugt nhit trdng duc (18 - 22 g), chuft mang § dudi mét tai trong bing
1g / 20g thé trong (thudng ding mét miéng chi kep vao dubi). Cho chuét boi trong
mét bé kinh chita nuée & nhidt d6 23 — 30°C. Trong thi nghiém, ding hai nhém
chuft, mét nhém thit thude va mét nhém d6i chiing, mbi nhém chudt boi trong mét
bé kinh riéng. Thudng mdi nhém gém 10 con. Khi bt ddu thi nghiém, mdi tay ndm
dudi ctia chudt d mdi nhém va tha chudt vao bé kinh cho bei cing mét ldc. Khi da
hoan todn mét, chudt chim xudng day bé va khong c6 thé tu minh ngoi 16n dude
nita, lic d6 nhanh chéng vét chugt 1én, ghi thai gian chudt boi, lau khé chudt va
sudi &m, va cho chuét d nhém thi& thude uéng biing kim cong ddu ti thudc thu
nghiém pha trong 0,10 - 0,15 m] chat dén, va cho chudt § nhom d6i ching udng
chat diin v6i cung thé tich,

Bau mét gio, 1ai cho chudt boi mét 14n nita. Panh gia tac dung kich thich ting
lgc bdng cach tinh ty 18 phdn trim cha thdi gian boi 1an thit hai so véi thdi gian bei
1an thi nhAt.
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Turova, (1954) va mdt s6 tac gia khac dda ap dung phuong phap chudt cong
trang boi dé nghién citu tac dung kich thich ting lyc cha nhdn sim. Dung chubt
efng trdng nhd cin ning 40-50g thay cho chuét nhét trfng, va tién hanh thi
nghiém nhu da mé ta ¢ trén.

1.2. Phuong phip nghién citu tac dung tang thich nghi, ting kha
ning chiu lanh & chudt edng non va chudt céng gia (Wang, 2000)

Dung hai nhém chuft céng trdng, mét nhém chudt non (3 - 6 thang) va mot
nhém chut gia (26 — 28 thang). Chudt duge nudi riéng biét timg con & 20°C va chu
ky chifu sang 12 gid sang/12 gid téi. Han dinh thitc an cho chudt theo khdu phén,
khodng 20 g/ngdy) trong suét thdi gian thi nghiém dé duy tri thé trong & khodng
400 g dé gidm thiéu sy thay d6i trong két qua do sy khéc nhau vé kich thude cd thé.
Dé thic #n véi lugng khong han ché& budi chiéu trude thit nghiém a8 dAm bao dat
ké&t qua t6i da. Nude ludn c6 sin.

Thue hién sy phoi nhi€ém lanh cdp tinh déi véi chudt. Bé chudt ra khdi chudng
nudi gidl, dit trong mdt budng chuyén héa blng kim khi va phoi nhidm chuét &
-10°C duéi tac dung cua He-0, (21% oxy va 79% heli) trong 2 gid. H8n hgp heli-oxy
(1,5 lit/phiit) duge diing dé 1am d& dang sy m4t nhiét v giy sy san sinh nhiét t6i
da. Sy tiéu thu oxy va su sdn sinh carbon dioxyd duge ghi va hgp nhat lién tuc béi
mt hé thdng thu nhan dit liéu dién todn hoéa truc tuyén. Sy san sinh nhidt duge
tinh dya trén su tidu thuy oxy va thuong s6 ho hap. Su san sinh nhiét hgp nhét cho
moi thoi k 15 phiit duge diing lam ty suit sdn sinh nhiét. Téng sd cha 7 thii ky 15
phit lién tiép (phit 16 dén 120) 1a téng lugng san sinh nhiét. Ty suét san sinh
nhiét cao nh&t & mdi thdi ky trong 7 thdi ky nay duge diung lam ty sufit san sinh
nhiét t6i da. Nhiét do § két trang cla chudt duge do trude va sau sy phoi nhiém
lanh va dugc dung 1am chi s§ v& kha niing chiu lanh. Dé phong ngita sy quen va 6
thé su thich nghi khi hau, cic lin phdi nhidm lanh k& tiép cho chuét phai cach
nhau it nhét 7 ngay. Cho chudt 8 nhém thi nhit thude thi nghiém va chudt &
nhém thi hai dung dich muéi ding truong, véi thist k& thi nghiém tu d6i chitng.
Thuée duge cho uéng ho#ic tiém trong mang bung 60 phut (udng) hodic 30 phut (tiém
trong mang byung) trude khi phoi nhiém lanh.

IL NGHIEN CUU TAC DUNG CHONG TANG SAN TUYEN TIEN LIET
LANH TINH

Tang san tuyén tién liét lanh tinh 13 mét bénh thudng giip 6 nam gidi cao tudi,
gy bdi sy ting sinh khéng ac tinh cta cd cic thanh phdn bidu mé va chét dém cia
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tuyén tién liét. Su to 16n ctia md tuyén tién liét ¢6 thé din dén gdy tic niéu dao va
khé tiu tién. Sy trd ngai trong viéc tidu tién c6 thé gy bi tiéu tién va nguy cd
nhiém khuéin dudng tiét niéu. Tich dich niéu quan, & nudc than va suy thén c6 thé
ti€p theo sau. Hién nay, ngudi ta cho rdng su 1o héa va cac androgen la cic yéu td
can thiét cho sy phat trién ting san tuy&n tién liét lanh tinh, va nhiing thay ddi
phu thudc vio tudi tac trong su 6n dinh ndi mé vé ngi tidt 6 thé c6 tdm quan trong
trong sy phat trién caa bénh nay.

Thir nghiém tdc dung trén mé hinh tdng san tuyén tién liét gdy thue nghiém o chugt
nhdt trdng (Lichius va céng su, 1999)

Daing chuft nhét trdng dyc 16n (50 - 70 ngay tudi) va chudt nhit tring cai cé
thai. Giét chudt cai c6 thai & ngay thit 16 ciia thdi ky thai nghén. Tach 18y cac bao
thai, va ti€n hanh vi phéu tich dudi kinh hién vi phau tich lap thé d€ thu 14y cac
xoang niéu - sinh dyc v8i mé ndi lién tir c4c bao thai. Chudt nhét tréing dyc 16n duge
dung lam vat chi déi véi céc xoang ni¢u - sinh duc thu dige. Xoang nigu sinh duc
cta bao thai duge cfy vao trong mét thay cha tuyén tién liét bung. Thuy d6i bén
caa méi tuyén tién lidt chi bj dam vao bing mét kep nhd va dude ding lam doj
chiing dugc phau thuit gid. D€ cac manh cdy tAng trudng va phat trién trong 28
ngay. Trong thdi gian nay, cho chudt § nhém didu tri uéng thude thit nghiém va cho
chudt & nhém déi ching udng ch&t din, bing ong thong. Sau 28 ngly, gist chust,
tach 18y cdc tuyén tién liét bung véi cac thiy phiu thuat gia va thiy ciy xoang
niéu - sinh duc, va x4c dinh trong lugng udt moi thuy cia tuyén tién list chudt nhit
trdng. M&i nhém chuét diéu tri gdm it nh&t 7 con.

III. NGHIEN CUU TAC DUNG CHONG BENH ALZHEIMER

Bénh Alzheimer duge dic trung béi cac thay ddi thoai héa & ndo kém theo bai
s¢ mét tri nhd, diic biét d8i véi cac sy kién méi xay ra. Cde dit lidu thue nghiém va
lam sing cho thay sy hoc tap va tri nhé két hdp chit ché véi tinh trang chic nang
cia hé cholinergic trung udng.

Thir nghigm tdc dyng trén mé hinh bénh Alzheimer thye nghiém & chuét céng trdng
(Bhattacharya va cong sy, 1995)

Ding chuét cdng dyc 16n Wistar, (180 — 200 g) Chuét duge nhét trong chudng
bing polypropylen & 25 + 2°C va do 4m tuong d6i 45 - 55% va trong chu ky chidu
sang 12 gid s&ng va 12 gid téi. Chuét duge cho &n va uéng nude tuy §. Thute hién cée
thi nghiém trong cac diéu kién nay gitta 9 gid va 14 gio.
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- Gdy su suy giam nhén thuic
GAy suy giam nhan thic & chudt bang cac phudng phap sau:
a. Tiém trong ndo thdt colchicin

Dit canun vac ndo that phai bén & chudt céng tréng duge gy mé bing
pentobarbiton natri (40 mg/kg tiém trong mang bung), v4i viéc dung cac toa dd
¢6 vi tri xac dinh trong khéng gian 0,6 mm sau thép trude 1,8 mm phai bén va
2,7 mm duéi b& mat v6 ndo. Colchicin (5 pgichudt) hoa tan trong 5 pl dich nao -
tiy nthén tao, tinh bing nM: NaCl 147, KC1 2,9, MgCl, 1,6, CaCl, 1,7 va dextrose
2,2), duge tiém cham vao ndo thit phai bén duge dit canun bing mét bom tiém
Hamilton 10 pl.

b. Gdy ton thuong nucleus basalis magnocellularis béng acid ibotenic

Gay ton thuong mot bén cha nucleus basalis magnocellularis bing cach tiém
acid ibotenic (10 pg/chudt), hao tan trong 5 ul dich nfio tiy nhén tao, & chudt cdng
trdng dudc gy mé bing pentobarbiton natri (40 mg/kg tiém trong mang bung), véi
viéc dung cac toa dd ¢é vi tri xdc dinh trong khéng gian 1,0 mm sau thop trude,
2,6 mm phai bén va 7,9 mm dudi bé mit vé nio.

Chuft & nhém @61 chiing cing duge thyc hién phudng phap phiu thuat nhu
trén nhung duge nhan thé tich twong duong dich nfo - tiy nhan tao thay vi cac déc
t& than kinh, colchicin va acid ibotenie.

- Thit nghiém vé hanh vi

Thiét bi diing 12 mdt cai hdp con thoi c¢6 2 ngiin gidng nhau, ngiin cach bdi mot
cai rao. Trong khi hudn luyén, mdi chudt duge d4t trong mét ngin va sau 5 gidy,
mot cai coi, dat § trén trdn cha hdp con thoi, duge lam kéu 1én (2,8 kHz, 70 dB)
(kich thich c6 diéu kién) trong 3 gidy, tiép theo sau bdi soc dién (1,5 mA, 2 gidy)
(kich thich khéng diéu kién) qua san bing ludi st ciia hop. Néu chuft di qua ngin
an toan khéng ¢ dién khi gdy kich thich cé diéu kién, mét dap dng né tranh duge
ghi; néu khéng thi ap dung kich thich khéng diéu kién. Méi chudt duge 4p dung 20
thit nghiém trong 5 ngay, véi mét khodng cach gita cAc thit nghiém la 30 giay,
trude khi gay ton thuong, cho dén khi né dat tidu chudn cé dap dng né tranh tich
cuc 100%. Loai bd khéi nghién ctu cac chudt khéng dat tiéu chudn nay. Sy duy tri
dap {ing né tranh tich cye dat dude, trong cac nhém didu tri khéce nhau, duge danh
gia vao cac ngay 7,14 va 21, sau khi giy ton thuong bing colchicin ho#ic acid
ibotenic, bing cach ghi s& lugng thit nghiém cdn thist dé dat tiéu chuin dap ing né
tranh tich cyc 100%.
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. Nghién cuu héa sinh

Gi&t chudt 6 nhém colchicin § nhitng khodng cach thdi gian duge xac dinh
trude va phéu tich 18y v4 ndo trdn va hai ma. Céc md duge déng thé hoéa trong 10
thé tich (trong lugng/thé tich) dung dich dém Tris - HCI bang (pH 7.6) va chia
thanh cac wéc s dé danh gid cdc mic cta acetylcholin bing k§ thuat do huynh
quang va hoat d6 cua cholin acetyltransferase bing phuong phéap bic xa ké&. Déac
td thdn kinh colchicin, tiém trong ndo th&t, lam giam ro rét noéng dé cua
acetylcholin ¢ vé ndo tran vA hai md va lam gidm hoat .dé cia cholin
acetyltransferase, so v6i nhém d8i chiing duge tiém dich néo thy nhan tao. Thude
thit nghiém, néu cé tac dung tét, sé cé téc dung ddo nguge cac tac dung ddc hai
clia colchicin trén cc théng s héa sinh nay.

- Diéu tri vdi thude thit nghiém

Thude thit nghiém dudi dang dung dich ho3c dich treo trong
carboxymethylcellulose 0,3% trong nude cét duge cho udng trong thé tich 0,5 ml/100 g,
ngay mot 14n, véi liéu lugng thich hop, b4t ddu i ngay 1 ngay trude khi phau thuat
@€ tiém acid ibotenic hode colchicin va ti€p tuc cho uéng dén ngay 21. DPéng vat dsi
chiing duge cho udng thé tich tuong duong chat din, trong ciing thoi gian.

IV. NGHIEN CU'U TAC DYNG UC CHE SU DUNG NAP VA UC cHE
TRIEU CHUNG CAI NGHIEN MORPHIN

Téc dyng gidm dau cia morphin ra't dic biét. Nhung viée didu trj nhidu lin véi
morphin gy sy phu thude cha co thé (sy nghién), dde trung bdi cde triéu chiing cai
nghién va syt dung nap thude. Do d6 c6 sy nghién citu lién tuc d8 tim ra cic thude cb
téc dung {tc ch€ phat trién sy dung nap morphin va sy phu thuge cfia cd thé, cing
v6i tac dung doi khéang véi sy gidm dau gay bdi morphin.

4.1. Panh gia tac dung itc ché& sy dung nap va cac triéu chiing cai
nghién morphin trén chudt nhit trang ( Kim, 1990).

Trong t&t cd cdc thi nghiém, ding chubt nhit trdng dyc cin nang 20 - 23 g,
m&i nhém gdm 10 - 15 con. Thuéc thi nghiém, morphin hydroclorid va naloxon
hydroclorid duge hoa trong dung dich mudi ddng trucng, va apomorphin
hydroclorid duge hoa tan trong ngudc mudi ding truong chia acid ascorbic 0,1%,
ngay trudc thit nghiém, va cac thude nay duge cho chudt nhét uéng hodc tidm trong
mang bung theo chi din.
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4.1.1. Pdnh gid tdic dung déi khdng vdi hoat tinh gidm dau cia
morphin va téc dung téc ché su phdt trién cia dung nap gidm
dau .

Trong thit nghiém vé sy d8i khang véi morphin, danh gia tac dung gidm dau
cia morphin 5 mg/kg (tiém duéi da) & 0, 30, 60 va 90 phit bing hai phuong phap,
rit dudi do kich thich nhiét va kep dudi 3 gid sau khi cho chudt uéng thude thi
nghiém,

D& thit nghiém sy dung nap morphin, chuét duge cho morphin 10 mg/kg mdi
ngay mét ldn trong thdi gian 6 ngay, va cho chudt uéng thude thi nghiém 30 phit
trude khi tiém morphin hang ngay. Mite dd cia tée dung dc ché sy phat trién dung
nap morphin cua thude thit nghiém ding uéng duge ching té bing su ting cia dap
Ung giam dau v8i morphin 5 mg/kg (tiém dudi da) va duge danh gia & 0, 30, 60, va
90 phiit bing phucng phap rit dudi do kich thich nhiét 24 git sau 14n tiém morphin
cudi cing.

Thoi gian tiém tang cha sy rat dudi déi véi kich thich nhigt duge xac dinh trude
va § 0, 30, 60 va 90 phiit sau khi tiém morphin. Dung tri s6 10 gidy 13 diém két
thite dé tranh hu hai dudi chudt, trong khi tri s6 6 gidy duge ding lam diém két
thic cho thi nghiém kep dudi. Tinh dap {ng gidm dau d6i vdi mdi chudt biing céng
thiic sau:

. . T, -T
Ty 1& phan tram giam dau (%) = Tt T° x 100

trong d6 T, 14 tri s& dudng cd ban ho#c thdi gian phan dng trude khi tiém morphin,
T, 14 thdi gian phan Gng ¢ t phiit sau khi tiém morphin va T, 12 thoi gian két thic.
Céc thot gian tiém tang 6 dudng cd ban ciia su riit dudi do kich thich nhiét trong cac
nhém khac nhau 14 khoang 2 + 0,2 gidy trong khi thét gian tiém taAng d dudng cd
ban d61 véi su kep dudi 1a khoang 1 £ 0,1 gidy. Tac dung duge tinh toan 1a dién tich
duéi duding cong (A.U.C) dat duge bing cach vé d6 thi ty 18 % giam dau 13 tung d6
va céc khoang cach thdi gian (phiit) 1a hoanh do, va duge biéu thij I1a ty 1& phdn tram
so vii tac dung dat dudge ¢ dong vat déi ching chi dude diéu tri véi morphin 5 mg/ke.

4.1.2. Danh giga tdc dung iic ché héi ching cai nghién gay bdi
naloxon

Dung cac nhém chudét nhit tring da duge nhan morphin va thude thit nghiém

nhu d4 duge mé ta trong thit nghidm vé phat trién sy dung nap morphin, Téc dung

{ic ché& hdi chiing cai nghién giy bdi naloxon & chudt nhét tring phu thudc (nghién)

morphin duge danh gid biing sy gidm céc s6 diém cla héi chitng cai nghidm gay bdi
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naloxon 1 mg/kg (tiém trong mang bung) trong 30 phiit & ngay thi bdy, 24 gid sau
14n tiém morphin cudi cang. Panh gia dinh lugng hdi ching cai nghién bing cich
dat chudt trong mét binh hinh tru troén trong md ¢6 dudng kinh 35 cm va chidu cao
70 em vi cho diém hoi chiing cai nghién giy bdi naloxon nhu sau: nhdy va tiéu
chay, 2 diém; sa mi mit, dai tién, run, héi ching quan dau, chém 1én, va chai ong,
1 diém cho mbi triéu ching.

4.1.3. Do ham lugng glutathion ¢ gan chudt nhdt tring

Cac nhém chudt nhit tring da duge nhan morphin va thude thi nghiém nhu
dd duge méd ta trong thi nghiém v& phat trién su dung nap morphin bj giét
vao ngdy thit bay. Tach 14y gan ngay. Xéc dinh néng dé glutathion trong gan bing
phudng phap Ellman (1959) nhu sau: Gan u6t duge ddng thé héa trong 4 thé
tich dung dich dém natri phosphat 0,5 M, pH 7,4. D& danh gia glutathion khii, gan
déng thé héa, 0,5 ml duge khil protein bing cich cho thém 0,5 ml dung dich
acid tricloroacetic 4% chita 1 mM Na-EDTA va duge ly tam & 3000 x g trong
5 phit § 4°C. Dich néi lén trén (0,5 ml) duge cho thém vao 4,5 ml cla dung dich
5,6'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) va dugc d€ yén trong 20 phist & nhiét d¢ phong.
Hgp dich phan ang duge do d d¢ hap thu 412 nm so vdi mau tréng.

4.1.4. Ddnh gid sy tdng nhay cdm cia thu thé nhén dopamin géy bdi
morphin

Xac dinh tac dung cha thude thit nghiém lam thay d6i sy téing nhay cidm clia
thyu thé nhan dopamin bing cach do tac dung cla chét chi van cua dopamin 13
apomorphin § chudt nhit tring duge didu tri véi thudc thid nghiém (tiém trong
mang bung) 30 phit trudc khi tiém morphin 10 mg/kg (tiém trong mang bung)
hang ngldy trong 7 ngay. Dap dng ha nhiét véi sy tiém trong mang bung
apomorphin 2 mg/kg d4 duge xac dinh 24 gi¢ sau lin tiém morphin cudi cting. Xéc
dinh nhiét d6 co thé bing mot que théng tryc trang dua vao 2,5 em trong nhiét ké
doc tif xa d truc trang. Thyc hién Idn do thit nhat ngay truée khi tiém thudc thit
nghiém va do lai 0 30, 60, 90 va 120 phit sau khi tiém.

4.1.5. Ddnh gid tdic dung wc ché sy dung nap trén hoat tinh kich
thich vdén déng cia morphin

Danh gia hoat tinh tang van dong ctia morphin biing vide nghién cttu tac dyng
cua né trén hoat déng vén ddng cua chudt nhit trdng. Hoat tinh duge do bing cac
16ng hoat d¢ng tron. Mdi 1dng cé dudng kinh 35 cm va chidu cao 20 cm va duge
trang bj 6 ngudn anh sang va 6 t& bao quang hoc dat ngay trén mic san.
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Pbé thit nghiém téc dung Gc ché su dyung nap morphin, tiém morphin 10 mg/kg
dudi da cho chudt nhét trdng ngay mot 1an trong 7 ngay va tiém trong mang bung
thudc thii nghiém 4 gid trude khi tiém morphin hang ngay, méi chudt nhit duge dat
trong 1ong hoat ddng trong thai gian 5 phut trude khi ghi, ti€p sau d6 la thai gian
ghi hoat déng 30 phut.

Trong mdt nghién cétu vé tac dung vic ché syt dung nap va hoi ching cai nghién
morphin ctia mdt cao nhén sdm tidu chudn héa G115 (Kim, 1990) véi cac phuong
phép thi nghiém md t& & trén, cao G115 da wc ché ¢6 ¥ nghia sy phét trién dung
nap va sy phu thudc cua co thé (su nghién) giy bdéi morphin, sy gidm mic
glutathion trong gan gy boi tiém morphin nhiéu 14n, sy phat trién tang nhay cadm
cta thu thé nhan dopamin giy bdi morphin, va sy dung nap ddo nguge déi véi tac
dung lam ting nhanh vAn déng ctia morphin. Tuy nhién, cao G115 khong dé1
khang véi tac dung giam dau clia morphin,

4.2, Danh gid tdac dung lam giam triéu ching cai nghién morphin
trén hoi trang c6 lép chuét lang (Capasso va céng su, 1997)

Ding chudt lang dyc cAn ning 200 dén 250 g. Chudt lang duge nhét trong cac
chudng chung, vdi ché d6 chidu sang tiéu chuin (chidu sang tit 7 gid sang dén 7 gid
t81), cdc didu kién nhiét d (22 + 1°C), va 4m dé phong (60% + 10%) trong it nhidt
mdt tudn trudc cac dot thi nghidm. Chudt duge cho #n va udng nude tuy §¥.

a. Phuong phép géy triéu chieng cai nghién morphin trén hoi trang cé ldp

Héi trang ¢6 lap chudt lang duge dé can bing trong 40 - 60 phiit ma khéng ria,
va dap tng véi acetylcholin duge xac dinh 3 14n (10°M) sao cho cac dap dng co thé
duge biéu thi bing ty 16 phin tram clia dap iing t61 da vdi acetylcholin. Cé thé dat
bidu hién c6 thé 13p lai cGa su phu thude (su nghién) c&p tinh morphin bing cach
thyc hién phuong phap thuc nghiém sau ddy. Mgt hinh vé dién hinh cla cac dap
{ing co cia héi trang vdi nhiéu 1dn cho morphin v naloxen duge trinh bay & duéi.

Sau 3 dap Ung gidng nhau véi acetylcholin, tiéu ban héi trang duge kich thich
dién trong 10 - 20 phit (xung 0,5 mili-gidy phat qua thanh rudt, véi tdn sb 10 gidy &
dién ap trén téi da, 25V). Trude khi cho morphin vao dich ngadm, ngiing kich thich
dién. Trong diéu kién nay, su tiép xic ddu tién véi morphin ti€p sau boi sy phoi
nhiém véi naloxon trong 4 phit giy co manh (khodng 60% cta dap (ng t8i da vdi
acetylcholin). Tuy nhién, sau khi rita, mdt dap ing khéc vdi acetyicholin duge thuc
hién (d€ kiém tra xem tinh dap vng cla hdi tring cé thay ddi sau sy co do hoi
chiing cai nghién) (hinh A) va sau théi gian nghi 30 phiit duéi sit kich thich dién,
mét sy phdi nhidm khéc trong 4 phit clla héi trang (khdng e6 kich thich dién) véi
morphin va naloxon gdy mot dap tng cé thé lap lai. Sau khi rita, dap (ng véi
acetylcholin (Hinh B), vA mdt théi gian nghi 30 phit khéc duéi sy kich thich dién,
hdi trang lai dap (ing véi morphin va naloxon vdi cling cuong 46 ¢hinh  C).
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Trong cac thi nghiém, dé tranh sy dung nap c6 thé xay ra do tiém nhiéu lin
morphin, chi nén thit méi tiéu ban ruét c6 lap véi 3 1dn cho morphin va naloxon.
Naloxon tu né khong gy tac dung nao trén céc tidu ban rudt co lap méi hodc da

dugc ria sau sy tlep xuic v6i morphin.
y Car nyﬁ.-e!?

A - Smm
M \‘( :
- - L]
A A
. . B
2° Cai nghién M
. L
+508 '
L] . L]
M N A
3 Car nghién M c

N

™M N A
Buang vé dién hinh ciia triéu chimng cai nghién morphin
trén héi trang chudt lang.

Chi thich:

(A) 3 dap tng tudng tu véi acetylcholin (A), kich thich dién, cho morphin (M) vao
dung dich ngadm ruét, ti€p theo sau thdi gian 4 phiit tiép xic bdi naloxon (N), gay
co hoi trang (tridu chiing cai nghién morphin déu tién). Sau khi rita (m), thuc
hién moét dap ding A khac.

(B) Sau thoi gian nghi 30 phut dudi sy kich thich dién, mét su phoi nhiém trong 4
phit nita cta héi trang véi morphin va naloxon gy mét dap tng c6 thé lap lai
(sut cai nghién morphin thi hai).

(C) Sau thoi gian nghi 30 phut khéc duéi kich thich dién, héi trang lai dap lng vdi
morphin va naloxon véi ciing cudng d¢ (sy cai nghién morphin thit ba).

b. Phuong phap thiz nghiém thude

Viée thit nghi¢m tac dung cta thudc lam gidm trigu chitng cai nghién morphin
dugc thyc hién theo trinh ty sau:
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1) 3 dap dang véi acetylcholin

2) Kich thich dién (10 - 20 phit)

3) Tiém morphin (107° M) trong khi khéng ¢é kich thich dién (4 phiit) va cho thém
naloxon (107° M) véi su co tiép theo sau (su cai nghién morphin 14n thi nhat)

4) Rita va dap dng vdi acetylcholin

5) Kich thich dién (30 phit)

6) Cho thudc thit nghiém vao binh ngam héi trang c6 1ap khéng co kich thich dién

10 phut trude khi cho morphin ti€p theo sau bdi naloxon (syt cai nghién morphin
l4n thi hai)

7} Riia va dap dng véi acetylcholin
8) Kich thich dién (30 phat)
9) Su cai nghién morphin d8i chiing cudi cling (su cai nghién morphin 14n thi ba).

MB6i thi nghiém duge thyc hién trén it nhét 6 dén 8 tidu ban hoi trang cb lap ti
cac chudt lang khac nhau,

c. Danh gid cdc théng 86
Bén thong sé dude danh gia:

1) Su co do naloxon: Kich thich clia sy co gay bdi naloxon dude biéu thi 1a mét
phén s& cla su co téi da dat duge vdi viée cho tiép sau acetylcholin trén cling tiéu
ban héi trang theo cdng thic sau;

Dap ang vdi naloxon

- x 100 =Ty 16 sy co
Dap {ing t61 da véi acetylcholin
2) Cdc ddp tng vdi acetylcholin trude v sau viéc cho thudc th@ nghiém: Sy
giam hofic ting cia cac dap ng vdi acetylcholin trong giai doan sau khi cho thude
thlt nghiém duge bidu thi ]a ty 16 phdn trim cka dap dng vdi acetylcholin trong giai
doan truée khi cho thude.

3) Su co do kich thich dién trude va sau khi cho thuéde thi nghiém: Sy gidm
hoiic tdng cha su co do kich thich dién trong giai doan sau khi cho thudc duge bidu
thi 1a ty 18 phdn traim cta sy co do kich thich dién trong giai doan trudc khi cho
thude thi.

4) Sy co do naloxon tride va sau khi cho thude thiz nghiém: Sy giam ho#c ting

cua sy co do naloxon trong giai doan sau khi cho thudc thi nghiém duge bidu thj 12
ty 1& phén tréim eha sy co do naloxon trong giai doan trude khi cho thude.
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Trong thd nghiém vé téc dung cia cac alcaloid isoquinolin cGia Argemone
mexicana {gai cua) vdi phuong phap néu trén, cac alcaloid nay, cho vao binh ngam
rudt 10 phit trude khi cho morphin, ¢6 kha ning lam gidm trigu chiing cai nghién
morphin. Sau khi rda, cd dap fing véi acetylcholin, sut co do kich thich dién va sy co
do naloxon déu van gidm. Tac dung géy giam triéu chiing cai nghién nay co6 thé c6
lién quan véi hoat tinh khéang cholinergic clia cic chit nay.

V. PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUQC LY TAC DUNG HA SOT

5.1. Th& nghiém tac dung ha st trén mé hinh gdy sot bing men
(Teotino va cdng su, 1963)

Thit nghiém trén chudt ¢ng tring. Gay s6t cho chudt bing mét mai tiém dudi
da, (1 ml cho 100 g thé trong) dich treo men 12%. Mudi gid sau, cho chudt udng thudc
thit nghiém qua 6ng théng da day. Xac dinh thin nhiét trung binh cta nhém chuét g
90, 180, v& 270 phiit sau khi cho liéu thudc thit nghiém, Tinh sut khéc nhau gifta thin
nhiét trung binh cfia nhém déi chiing va than nhiét trung binh cfia nhém thit thuse.
D3di véi acid acetylsalicylic, sy khac nhau nay 1a 1,3 d6 véi 1iéu 300 mg/kg.

5.2. Thé nghiém tac dung ha sét trén mé hinh gay s&t bang vaccin
thuodng han - cén thuong han A/B (mé té bdi Godhwani S. vd
céng sy, 1987)

Thi nghiém trén chujt cng trdng. Mét nhém chudt duge ding lam d6i ching
va chi duge nhan vaccin thuong han - cdn thuong han A/B véi liéu 1 mVkg tiém
dudi da. Mot hode 2,3 nhém chudt khac nhan mét, hosc 2, 3 liéu thude thit nghiém
khac nhau bing dudng uéng cing vdi vacein tiém dudi da. Mot nhém chudt khac
dude cho udng natri salicylat 300 mg/kg 1am thudc chudn. Do nhigt d tryc trang
v8i mét nhiét k&€ 1 phut trudc khi tiém vaccin va cho udng thude thit nghiém va sau
d6 mdi gid mét 14n trong 4 gid. Trong thit nghiém nay, cing dong vat duge dung
lam ddi chitng cho chinh né.

VI. PHUONG PHAP NGHIEN CUU DUQC LY TAC DUNG CHONG
BEO PHi (Kobayashi Y. va céng su, 2001)

6.1. Dong vit va ch& d$ #én

Dung chudt nhit tring duc (9 tudn tudi) hosc chudt céng tring dyc (4 tudn
tudi). Nhiét do phong duge duy tri 3 22 + 2°C véi chu ky sng t6i 12 gid (chidu
sang ti (7 dén 19 gid). T4t cd dong vat duge nhét riéng tirng con trong céc

20 FPNC-A
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chudng bing chat déo (215 mm x 320 mm x 140 mm cho mét chust nhét, hode
280 x 440 x 180 mm cho 1 chudt céng tréng) va dude cho thitc &n va nude tiy
thich trong thoi gian thich nghi. Thitc 4n tan bdt dude dé trong dung cu chita
khéng gi dit & géc cia mdi chudng.

Thanh phin cla thic 4n chifa thude thd nghiém cho chugt nhit tring duge
trinh bay 6 bang 1. Trong thi nghiém trén chudt céng tréng, ding thic in chia
nhiéu md (chiia 30% md) d€ giy béo phi c6 hidu qua hon. Chuén bj thic 4n ¢6 nhidu
md ddi chimg va thic 4n ¢6 nhiéu md chita thude thit nghiém theo thanh phén &
bdng 2. Khéng dung thifc &n chita nhiéu mé cho chudt nhét tring vi chudt nay
tranh 4n thic 4n chia 30% md.

Ch& d6 4n cd ban néu trong bang duge Vién Dinh dudng Hoa Ky (AIN) khuyén
dung. Casein (Khéng chiia vitamin), natri cholat, va cholin clorid duge mua cia Wako
Pure Chemicals Co., Ltd. (Osaka, Nhat Ban), M3 lgn, sucrose, va bot ngd duge mua cha
Kishida chemicals Co.Ltd. (Osaka, Nhat Ban). Hon hgp chdt khoang (AIN-76) va hén
hgp vitamin (AIN-76) duge mua cua CLEA Japan Ine, (Tokyo, Nhat Ban).

Bang 1. Thanh phin céc thic 4n thi nghiém
tan bt cho chudt nhit tring

Ché& d% 4n co ban % Ché dé &n c6 thude tha
(trong lugng/trong lugng) | nghiém % (trglgitre.lg)
Thuéc thi nghigm - X
Casein 20 20
Mé lgn 10 10
Sucrose 10 10
Hén hgp chat khoang* 4 4
Hén hgp vitamin* 1 1
Bdt cellulose 2 2
Natri cholat 0,125 0,126
Cholin clorid 0,2 0,2
Bét ngd 52,675 52,675-x

* Ché& dd &n AIN-76; x = 1y & % cla thudc thr nghiém trén 13n trong thre an.

20PPNC-B
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Bang 2. Thanh phén cac thic an thi nghiém
tan bgt cho chudt cong tring

. R Ch€ d% an nhiéu | Ché& d6 an nhifu
2:1‘::?;:::1’;“ 3 46, chiing % | md T"f’i. thudc thi
_ (trg/lg/trg.lg) nghiém % (t.1't.])
Thudc thit nghiém - - p
Casein 20 20 20
M3 lgn 3 15 15
D4u ngb 5 15 15
Sucrose 30 30 30
Hon hgp chét khoang* 4 4 4
Hoén hgp vitamin 1 1 1
Bt cellulose 2 2 2
Cholin clorid 0,2 0,2 0,2
Bét ngd 32,80 12,80 12,80-x

Chu thich: * Ché dd an AIN-76; LIl = frong lugngitrong Iuong;
X = 1y 1& % clia thuBc thir nghiém tron 1n trong thirc an,

Sy téng trong lugng co thé va lugng thic 4n &n vao duge do hang ngay trong
sudt thdi gian thi nghiém. Théc &n roi vii duge thu lai bing céc c4i riy. Dé chung
thdc &n con lai trong méng &n va thic &n roi vai ti‘ong chuéng, edy trong th siy &
80°C trong 3 gid va cén.

6.2. Thit nghiém tic dung trén md ndi tang chudt nhit tring

Sau sy thich nghi v6i ch€ 4¢ #n co ban trong 7 ngay, cac chudt nhét trdng dyc,
9 tudin tudi duge a€ nhin 4n trong 24 gid réi duge chia thanh 2 nhém, méi nhém 6
con dua trén trong lugng co thé. Mét nhém dude cho ch& d9 &n cd bin va nhém kia
duge cho ch€ d¢ &n vdi thude thit nghiém. C4 2 nhém duge cho #n tiy thich. Sau khi
dude cho &n trong 12 ngay, chudt duge dé nhin 4n trong 1 ngay, duge giy mé véi

pentobarbital 50 mg/kg, va bi gi€t. CAt ngay 14y khéi md quanh than va khdi ma
m#o tinh hodn cta méi chudt va can.
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6.3. Thw nghiém tac dung trén trong lugng va khéi md ndi tang cha
chudt céng trang

Th{ nghiém sau diy dudc thuc hién véi ch€ dd an chia thude thi nghiém duge
chudn bi nhu néu & trén. Pai khi chudt thi nghiém hdi tranh an thite 4n ¢6 trén 1an
m{t loai thude thii nghiém nao d6, trong trudng hdp nay, tifn hanh viée cho an
tiing dé6i cham lai mét thoi gian thich hgp d€ higng thic &n thu nhan vao cta chudt
4 m6i nhém (nhém ché d6 #n nhiéu md véi thude thit nghiém, va nhém ché 46 an
nhiéu md d6i chitng) biing nhau.

Cac chudt cong tring dite 4 tudn tudi duge cho an Iic ddu véi ché d6 &n cd ban
trong 7 ngay. Mudi d6: chudt duge chon dya trén lugng thic an thu nhan va tée dé
tang trong lugng cd thé. Hai muei chudt nay dude chia thanh hai nhém: nhém ché
d6 4n nhiéu md v6i thude thi nghiém va nhém ché d6 &n nhidu md ddi ching. Mot
chudt d nhém thi thude duge cho #n tuy thich ch€ d6 an nhifu md véi thude thi
nghiém. Chudt kia 8 m&i d6i duge cho ché dd an nhidu md ddi ching dé cho an
nhiing lugng thitc #n bing nhau cho mdi chuét ¢ cting d6i. Sau khi da tiép tuc viée
cho #&n tiing d6i trong 21 ngay, chudt d nhém ché& d6 an nhiéu md déi chitng duge
dé nhin &n trong 24 gid, rdi duge gdy mé bing pentobarbital 50 mg/kg va bi giét.
Thi nghiém véi nhém ché& d6 4n nhiéu md véi thudc thi nghiém duge két thic
cung thdi gian hoc cham hon dé ¢é lugng thitc &n nhan vao biing nhau véi nhém
déi chiing. Ly mau tir déng mach chi bung d& tach huyét thanh. Cit ngay khéi
md quanh than, khéi md mao tinh hoin, vA mé md niu gian xuong b3 vai cia méi
chudt va cin.

6.4. Phan tich héa sinh huyé&t thanh va gan

X4c dinh cAc nong d6 cua lipid, triglycerid, cholesterol, cac acid béo tu do,
glucose, insulin, transaminase GPT va GOT.

6.5. Thit nghiém tac dung trén nhiét d6 co thé

Do sy thay ddi nhiét do co thé & déng vat khong gay mé vi su sén sinh nhiét bj e
ch& duéi tac dung ciia thude mé. Mot cue do nhiét d6 v6 tuyén dude ciy vao trong bung
clia mbi chudt nhit dye, (6 tudn tudi) duge giy mé véi pentobarbital 50 mg/kg. Chudt
duge dé hdi phuc sau phiu thuat trong thoi gian 7-10 ngay trude thi nghiém. Nhot tat
ca chudt riéng tiing con trong cac long bing chat déo va cho thie #n vA nude udng tiy
¥. Do nhiét d6 3 gida co thé ldc nghi giita 9 dén 10 gid trong phong (22 + 2°C) mbi ngay
bing mét may quét/dit chuong trinh (scanning/programming) (DAS - 5001 Console
System, Bio Medic Data Systems, Inc., NJ, U.8.A.).
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Céc thay déi vé nhiét d6 da dudi duge do bing mot hé phan tich hinh anh
nhiét ky, Thermo-Viewer (JT 5200, JEOL Datum Ltd, Tokyo, Japan), trong 15
phit trudc va 60 phidt sau khi tiém thude thd nghiém 6 khoang cach 30 giay.
Nhiét d6 cha da dudi khong ddng déu. Do @6, nhiét do cao nhat & mdt vang ¢ dinh
¢ da dudi dugc do v6i phdn mém phén tich hinh anh (TG - 5000 CNTA, JEOL
Datum Ltd. Tokyo, Japan), T4t ca cac 14n do duge thuc hién trong théi gian 9-12
gid. Cac dung dich thuéc thit nghiém duge pha trong ethanol/Tween 80/nude mubi
ddng truong (1 :1: 8) va tidm duéi da. Chuét & nhém déi chiing duge tiém chat din.

Trong mt cong trinh nghién ciu vé tac dung chéng béo phi cha alealoid
evodiamin tit qua cia cdy ngéd thu (Fvedia rutaecarpa) bing cic phudng phép néu
trén, Kobayashi Y. va ¢ong sy (2001) d4 chitng minh khi bé sung evodiamin véi ty
1¢ 0,03% vao ché dd #n va cho chuét nhit tréng an trong 12 ngay, trong lugng khoi
md quanh than thap hon c6 ¥ nghia so véi nhém d6i chitng. Khéi md mao tinh hoan
cling giam trong nhém ch& do %n ¢6 thém evodiamin. Khi bé sung evodiamin véi t§
1¢ 0,02% duéi dang cao ethanol ciia qua ngd thi vao ché d6 4n nhiédu md va cho
chugt cong trdng #n trong 21 ngay, trong luong cg thé, trong lugng md quanh than,
trong lugng md mao tinh hoan, cde mic acid béo ty do trong huyét thanh, lipid toan
phén trong gan, triglycerid trong gan va mie cholesterol trong gan déu gidm cé §
nghia so véi nhém ché€ d6 #n d6i ching. Chudt nhit tring nhin &n duge tiém dudi
da 1-3 mg/kg evodiamin thé hién su gidm than nhiét 1-2°C. Nhiing két qua trén 1a
nhitng biéu hién cia tac dung chéng béo phi cua evodiamin.
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CHUONG 24
NGHIEN CcUU POC TiNH TRUONG DIEN
CUA THUOC

PGS.TSKH. B6 Trung Pam
%

L. DPAI CUGNG VE NGHIEN CUU pOC TINH

1.1. TAm quan trong ctia nghién citu ddc tinh
1) Thudc ding phai an toan, néu khong an toan thi di ¢ tac dung manh dén
mdy cing khong duge dung,

2) Phai ¢6 quy ch€ "Thudng quy danh gia tinh an toan ca thudc". Tuy theo
diéu kién cia titng nudc ma 6 quy dinh cu thé. Mdi nudc thudng cé quy dinh khac
nhau (xem bang), nhung khuynh huéng chung, ngay cang xich lai gAn nhau.

3) Dé lam tét viée nay, phai c6 ngudn kinh phi vA phai c6 d6i ngh can b ¢
chit lugng.

4) Phai hién dai héa viéc nghién citu ddce tinh, xay dung phong nghién eitu theo
tiéu chudn "Thuc hanh t6t phong thi nghiém” (Good laboratory practice).

1.2. Nhitng néi dung nghién citu djc tinh

1- Nghién citu ddc tinh c4p (Acute toxicity)
2- Nghién citu dgc tinh trudng dién (Long-term toxicity)
8- Nghién citu djc tinh tai chd (Local toxicity)
4- Nghién cttu dgc tinh chuyén biét (Special toxicity)
+ Dgc tinh sinh bién chiing (dét bién) Mutagenicity toxicity)

+ Dée tinh sinh ung thu (Carcinogenicity toxicity)
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+ Déc tinh trén sinh san va phit trién (Reproductive and development
toxicity)
Co quan diéu hanh quy ché& qudc gia danh gia tinh an toan
cia thudc vi tén quy ch€ & mét s6 nudc
Nudc Tén cd quan diéu hanh Tén quy ché

Australia Cuc Y té€ (Australian Guidelines for preparation and

Department of Health) Presentation of Applications for
Investigational Drugs and Drug
Products

Canada Ban Bao vé sitc khée Preclinical Toxicology Guidelines
(Health Protection Board)

Phap B6 Y t& cong cong va An | Guidelines for the Analytical
toan xa hdi (Ministry of Pharmacological and
Public Health and Social Toxicological Testing of
Security) Pharmaceuticals

Nhat B6 Y t& va Phic Igi xa hgi | Guidelines for Toxicity Studies of
(Ministry of health and | Drugs
Welfare)

Bic Au Thuong 12 Bé Y t& va phuc | Guidelines for registration of New

(nhidu nude) | lgi xa hoi Drugs

Anh Cuc Y t& va An toan xi hoi | Guidance Notes on Applications
(Departmen of for Product Licences
Health and Social
Security)

Hoa Ky Co quan Thue Duge phdm | Guidelines issued by the PMA but
(Food and Drug | prepared in conjunction with FDA
administration, FDA)

Viét Nam Cuc Quan ly Duge Viét | Quy ch& danh gia tinh an toan va
Nam (c6 su tham gia ca | hiu lyc thudc ¢ truyén. Quyét
Vu Khoa hoc - Dao tao va | dinh 371/BYT-QD, 12-3-1996. Quy
Vu Y hoc C6 truyén) ché cho phép san xudt va luu hanh

mét  loai thude. Quyét dinh
249/BYT-@QD, 15-5-1989
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ILPHUONG PHAP NGHIEN CUU POC TINH TRUONG DIEN

{Long-term toxicity study)

2.1. Théi gian nghién cdu

Trude ddy, thudng chia ra déc tinh ban ¢&p, dde tinh ban man tinh va déc tinh
man tinh. Hién nay c6 khuynh huéng goi chung la dée tinh trudng dién va tiy theo
thoi gian dung thudc cho ngudi dai ngén ma quyét dinh phai nghién citu trong thoi
gian 1a bao nhiéu. Bang sau la quy dinh thdi gian nghién ctu doc tinh & ddng vat
tiy theo thoi gian dung thude cho ngudi.

Théi gian nghién citu déc tinh § ddng vat
theo thdi gian ding thuéc cho ngudi

Thdi gian nghién ciru & déng vat
Thoi gian dinh Bic Au
N ) noa h“ " m
diing ¢ ngudi (Thuy Chdu 1 b | Canada | Hoa Ky | Yiét
L Au Nam
Dién)
Mot dén nhiu | 2-4tudn | 2tudn | 2tudn - 2 tnan Ding
l4n trong ngay hang
Dung hang ngay - 4tudn | 4tuén 4-6 - nge}:y,
d8n 7 ngay thang thoi
+ ’ r - I an

Dung hang ngay | it nhat 3 3 5thang | 18 thang | 1 thang g§p 4
dén 30 ngay thang | thang 14n cho
Ding hang ngay | it nhat 6 6 thing - 3 thang | ngudi
trén 30 ngay 6 thang | thang

2.2. Mét s6 quy dinh khac

2.2.1. Déng vét nghién ciu
a. Lodi dong vit

-~  Thd

- Chudt cong tréng

- Nhiéu nuée quy dinh dang 2 loai: thé va chust cdng trﬁng.
b. Duk, cdi: Tuy theo thi nghiém, cé khi do ddgt mua

- Chi dang dyc

~ Chi dung cai

- Nua dyc, nita cai
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Duc cai déu dung

c. 86 con vdt thi

Thé: Thudng diing mbi 16 6 con, duc cai déu dung, tét nhat 1a 3 duc, 3
cAl.

Chudt céng tring: Thudng ding mdi 16 10 con, duc cai déu dung, tét
nhat 1a 5 duc 5 cai. C6 nude quy dinh 20 con: 10 duc, 10 cai. Néu trong
qud trinh thi nghiém, phai giét chuét xét nghiém, thi phai téng lén tuy
yéu céu.

2.2.2, Duong ding thube

Thudng ding cho ddng vat dudng ding dy kién ding cho ngudi. Ngoai ra, ¢b
thé dung thém mdt dudng ding khée.

2.2.8. Liéu dung

Phai dung 3 liéu

Mét lidu c6 tac dung nhung khong gay doc. Co thé 1y liéu dung cho
ngudi 1am cd sd, rdi dang phép ngoai suy, tinh ra liéu & con vat dinh thid
ddc tinh.

Mot lidu gay tac dung doc rd rét dé bidt thude gay doc theo kifu ndo la
chinh, 12 phu (gan, tim, phéi, da day, ruét...)

Mét liéu ndm giila lidu binh thudng khéng gy doc va liéu gay doc rd dé
biét & mitc d6 ddc it c6 nhiing biéu hién nhu thé nao.

3 ta, thudng chi ding mét lidu th&p d€ thuyét trinh 14 thude cta minh
nghién cttu khong cé doe.

. Cde thoi diém theo déi

Trudc khi bat ddu thi nghiém.
Trong khi ding thudc: 1 tuin, 2 tuén, 1 thang, 2 thing, 3 thang...
Ngay sau khi diing thude.

Sau khi ngitng thudc mot théi gian dé theo ddi sy phuc héi (trit nhiing
con di chét va nhiing con di xét nghiém mé hoc).

Riéng xét nghiém dai thé va vi thé cée cd quan, thi ti€n hanh lae:
+ Ngay khi thdy con vat chét.
+ Con vat cdn hip héfi, nhung trién vong sé& chét.
+ Sau khi két thic thi nghiém



PHUONG PHAP NGHIEN CUU TAC DUNG DUGC LY CUA THUGC TU DUQC THAO 315

2.3. Cac théng s theo dbi

2.3.1. Biéu hién chung

Theo dbi va ghi chép cac biéu hién chung dé danh gis sy phat trifn chung clia
cd thé déng vat thi nghiém. Cac thong s& theo doi gém:

Hanh vi: tang di lai, gidm di lai, ndm im, run rdy, co giat.
-~ Léng (muot, dung ditng, rung...) va cac cd quan: mit, miu,...
~ Céan ning: tulin theo ddi 1 14n.
—~  Mic &n, mic udng.
—  Tinh hinh ia, dai.
2.3.2. Cdc thong s6 huyét hoc (trude, trong va sau khi ding thude)
86 lugng va chét lugng céc t&€ baoc mAu phan anh tinh trang ctia ¢d quan tao
méau. Néu thude tac déng dén cd quan tao méau sé 1am thay déi s§ lugng va chét

lugng céc t& bao méu. Nhiing théng s huyét hoe thudng tién hanh khi nghién citu
d6c tinh trudng dién gém:

2.3.2.1. H6ng cdu

Héng cdu, cd quan cé chite néng quan trong nhdt 1a vin chuyén oxy d&n cho co
thé va 14y CO, ra khéi co thé. Ngoi ra, héng cdu con mdt s& enzym thudc hé théng

enzym tiéu glucid, catalase, anhydrase carbonic va mét s& enzym khac.

Héng cdu la nhiing t& bao khéng ¢6 nhan. Sau khi nhudm Giemsa rdi nhin qua
kinh hién vi s& th&y héng cdu hinh trén, mau héng, § giita hoi nhat.

58 lugng hong cdu duge biéu thi bing tridw/mm®. Tinh theo don vi qudc t& méi
1a T/t tic 14 terallit. Tera & day la 10', cho nén don vi tinh theo T/ cing tudng

duong véi don vi triéuw/mm?,
2.3.2.2. Hemoglobin (con goi 14 huyét sédc t4)

Hemoglobin trong héng cdu ¢6 nhiém vy tigp nhan oxy khi qua phéi va nhudng
lai oxy dé cho céc t&€ bao khi qua cac mao mach. Dinh ludgng hemoglobin d8 bidt duige
kha nang van chuyén oxy cia héng cdu. Cé thé dinh ligng hemoglobin bing
phudng phap Van Slyke. Nhung hién nay, thudng diing phudng phap Drabkin,
chuyén hemoglobin thanh cyanhemoglobin va doc trén quang k& Don vi do 1a g/dl
titc 1a g/100 ml mau. Nhung hién nay, thudng biéu thi bing mM/1.
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2.3.2.3. Ty ié thé tich huyét céu trong médu (Hematocrit)

Ty 1& thé tich huyé&l ciu trong méu cing phén 4nh dude mdt phén tinh trang
cua héng cdu (c6 thé bit ca tinh trang cta bach cdu va tidu cdu néu cé bénh 1y)

Néu ly t&m mau dd chdng d6ng, ta sé duge 2 phdn, phdn trén léng 12 huyét
tuong, phdn dudi dic 13 cdc huyét cau. Trong phdn nay, ¢ trén cung la mot 1ép
tréng, mong, tap trung bach cdu va tiéu cdu, dudi 1a lop mau 4o, diy, tap trung
héng cau.

Dé xac dinh d& dang hdn, ngudi ta dung 6ng hematocrit ¢6 khéc vach sin. Sau
khi ly tam, chi can doc chiéu cao ctia ¢t héng cAu. D6 chinh 1a ty 1& % gifia huyét
céu, chi y&u la héng cAu (vi binh thudng, bach ciu va tiu ciu cé rat it so véi hdng
cau) v mau toan phan. Hematocrit duge biéu thi bng %, tic ty 1& % thé tich huyét

cAu so véi thé tich mau.
2.3.2.4. Thé tich trung binh cta mdt héng cdu

Sy thay d6i thé tich trung binh clia mét héng cdu phan anh duge mét phén tinh
trang cta héng ciu. Khi da bidt hematocrit, ta bigt duge thé tich héng cdu trong
mét don vi thé tich mau nao d6. Néu ta lai bigt s§ lugng héng ciu ciing trong mot
don vi thé tich, 14y thé tich héng cdu chia cho s8 lugng hdng cdu, s& thu duge thé
tich trung binh ctia mdt héng cdu. Cén chu y 12 phai quy ra cung mdt ddn vi thé
tich méu. Vi dy, ding don vi 1a 1 lit mau, ta phai tinh xem thé tich héng ciu trong
1 1it mau 1a bao nhiéu, rdi cing tinh s& lugng héng cdu trong 1 lit mau, roi chia cho
nhau (chia thé tich hdng cau trong 1 lit méu cho s8 lugng hdng céu trong 1 1it mau)

Pon vi tinh cho thé tich trung binh clia 1 hdng ciu theo don vi qudc t& la fm?
(f 3 day 1a femto bing 107",

2.3.2.5 Tiéu cdu

Nhiém vu chinh clia tiéu ciu la tham gia vao cd ch& déng mau. Thude lam ting
hodc giam s6 lugng tiéu cdu ¢6 Anh hudng dén qua trinh déng mau. Tiéu cdu § dang
Itu déng trong mau la nhitng phén ti rdt nhd, tron hodc bé duc, duong kinh
2-5 pm, thé tich 5-10 pm®. Véi ngudi binh thudng, 1 mm® méau ¢6 200 000 - 300 000
tidu cAu. Pon vi qudc t&€ mdi ding 1a G/l (giga/lit tic 14 10° tidu cAwlit. Vi du xét
nghiém th&y 200 000 tiéu cdu trong 1 mm® mau, ta ghi s§ lugng tidu ciu la
200 000/mm°®, hodc 200 x 10%mm?®, hodc 200 nghin/mm?, hosc 200 G/l theo quy uée
mdéi ciia qudc té&,
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2.3.2.6. Bach c4u

Chtic néing chinh cta bach cdu 12 thuc bao va san xudt gamma-globulin. Mgt s6
thude ¢6 thé dnh hudng dén s6 lugng va chdt lugng cha bach cdu. Bach cdu luén
thay déi hinh dang, nhung néi chung 14 nhiing t& bao ¢6 nhan, hoi trdn, dudng kinh
12-14 pm (c6 thé 8-15 pm). Xem tuoi trén kinh hidn vi, bach cau khéng ¢6 mau sdc.
Nhuém sé& thay ré nhan bit nhifu mau khac nhau.

Don vi tinh s6 lugng bach ciu 14 nghin/mm® S6 lugng bach cu & ngusi Vigt
Nam trudng thanh nam giéi 7000/mm?®, hosc 7 nghin/mm®, gioi nd, thap hon mét
chit, thudng 12 6,2 nghin/mm® Don vi quéc t& mdi, duge tinh theo G/l (giga/lit, giga
= 10%. Nhu vay, 7 nghin/mm? chuyén sang don vi qudc t& méi 1a 7 G/L.

Bach cau ¢6 nhiéu loai. Bang ty s6 % cac loai bach cdu so véi tong s& bach cdu
goi 1a cOng thic bach cdu.

Bach céu chia Am hai logi lén 12 bach cdu hat va bach ciu khéng hat, dya vao
trong bao tudng cé cac hat bAt mau sau khi nhudm hay khong. Bach cAu hat
(granulocyte), ¢dn goi la bach edu da nhan {polynuclear leukocyte hodc goi tit la
polynuclear). Thyc sy, céc bach cdu nay ciing chi ¢6 mdt nhéan, nhung nhéan chia
lam nhigu mdi. Bach cdu da nhén § ngudi chiém trén 2/3 téng 8 bach cau, va chia
ra bach ciu da nhan trung tinh chi€m 65-70%; ua acid chiém 2-6%; ua kiém 0,5%.

Bach cdu khéng hat (agranulocyte), con goi 1a bach cdu don nhén (mononuclear
leukocyte hoic goi tét 1a mononuclear) § ngudi chiém gén 1/3 téng s6 bach cdu va
chia ra bach ciu lymphé hosc lymphé bao (lymphocyte) chi€m 20-25%; va bach cdu
ddn nhéan to (monocyte) chi€m 5-7%. Thude hogc bénh tat ¢ thé lam thay ddi s6
lugng va cdng thic bach ciu.

2.3.3. Théng s6 thude chize ndng gan (irude, trong va sau ngirng thude)

Trong cd thé, gan 14 ¢¢ quan dam nhéan nhiéu chic ning rit quan trong. Khi
dua thudc vao co thé, thudc e6 thé gay déc véi gan, anh hudng dén chiic ning gan -

2.3.3.1. Enzym gan ALT va AST

Alaninaminotransferase (ALT) va aspartataminotransferase (AST) 1a nhitng
enzym ngudn géec tai gan cd trong huyét thanh. Su ting hoat do cac enzym hay
thudng gén lién véi dée tinh cka thudc do gay ton thuong t& bao gan. Do d6, cin xhc
dinh hoat d§ cac enzym nay dé danh gia miic d6 ton thuong t& bio gan.

2.3.3.2, Bifirubin

Mbét trong nhiing chiic ning quan trong cua gan phai ké dén 1a chite ning tiét
mét. Gan tao ra mat, bai tiét mat vio t4 trang, tham gia vao qué trinh tiéu héa.
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Xét nghiém bilirubin trong mau dé tham doé chiic nang bai tiét va chuyén héa mat
cua gan, diic biét 14 bilirubin trye ti&p (bilirubin ester hoa).

2.3.3.3. Cholesterol

Gan con ¢6 chie niang chuyén héa lipid. Cholesterol 13 mot thanh phén cta
mat, dugc gan tdng hgp, ester héa va thai trit ra ngodi. Vi vay, dinh lugng
cholesterol c6 thé danh gia dude mét khia canh chiic nang chuyén héa lipid cha gan.
Ciing ¢6 thé dinh lugng cholesterol trong lipoprotein ty trong cao (HDL-C) va
cholesterol trong lipoprotein ty trong thip (LDL-C).

2.3.3.4. Albumin, globulin, protein toan phén, protein phi protid

Chuyén héa protein & gan la mdt trong nhiing chiic ning quan trong ctia gan.
Gan ¢6 hé théng céc enzym dé tdng hop va thoai héa protein. Tai gan, cic acid amin
duge téng hgp thanh albumin, globulin, mét s8 yéu t& déng mau. Vi vy, dinh lugng
albumin, globulin, protein todn phdn, protein phi protid cling danh gia duge mét
phén chie nang chuyén héa protein ctia gan. '

2.3.4. Théng 86 thube chite ndng thén
Than 13 co quan bai tiét cha co thé. CAu than va dng than rat d& bj tdn thudng
bdi cac chét ndi sinh vA ngoai sinh, trong dé ¢6 thude.

2.3.4.1. Creatinin huyét

D& danh gia anh hudng cla thudc trén chitc ning than, thudng ding xét
nghiém dinh lugng creatinin huyét, vi creatinin la thanh phén 6n dinh nhét trong
méu, hdu nhu khong phu thudce vao ché dé dn hosc nhiing thay ddi sinh 1§, ma chi
phu thude vao kha ning dao thai cla than, Khi cdu than bi tén thuong, ndng do
creatinin huyét ting sdm hon uré huyét. Creatinin huyét 13 chi tiéu tin cdy, nén
hidn nay thudng duge diing d8 danh gia va theo déi chitc ning than.

2.3.4.2. Uré huyét

Uré huyét cling 14 mdt théng s6 dé danh gis chic ning cha than. Khi than bj
ton thuong, uré huyét ting. Hién nay, thudng dinh lugng nitrogen c6 trong uré
huyét (BUN = Blood urea nitrogen).

2.3.5. Cdc théng sé khéc

2.3.5.1, Cochét

-  Glucose
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- Lipid toan phén
—  Triglycerid
2.3.5.2. Enzym

- Amylase

- Phosphatase acid

- Phosphatase kiém

- Aldolase

— Lipase

- Lacticodehydrogenase (LDH)

~ Creatininkinase (CK)

- CKMB _

- L-y-glutamyltransferase (y~-GT)

~ Glucose-6-phosphat-dehydrogenase (G-6-PD)
2.3.5.3. Di¢gn gidi

- Ca

- Na

- K

- Mg

- Fe

- QI

- P

- CO,
2.3.6. Xét nghiém dai thé va vi thé
2.3.6.1. Dal thé

- Gan

— Théan

- Thugng than

- Tim

-~ Laéach
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2.3.6.2. Vi thé (kinh hién vi}
-  Gan
~ Than
- Tim
2.3.6.3. Vi dién tir (kinh hién vi dién t)
- Gan
— Théan
-  Tim
2.3.7. Niéu hoc (phén tich nudc tiéu)

Trude, trong, ngay sau va sau mét thdi gian diing thude.
2.3.8. Xét nghiém mdt

2.3.9. Cdc xét nghiém khdc
- ECG...

TAI LIRU THAM KHAO

1. B6 Y t&, Quy ch& danh gia tinh an toan va hidu lyc cia thudc ¢d truyén (Ban
hanh kém theo quyét dinh s& 371/BYT-QD ngay 12-3-1996 ctia B6 trudng Bo
Y t8), Phu luc 3: Huéng din vé khdo sat doc tinh ca thude ed truyén.

2. WHO, Regional office for the Western Pacific, Research guidelines for
evaluating the safety and efficacy of herbal medicines. In "Report of working
group on the safety and efficacy of herbal medicines", Manila-Philippines,
March, 1993,
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CHUONG 25
NGHIEN CU'U DOC TiNH TAI CHO

PGS.TSKH. P8 Trung Pam

m

1. DAT VAN DE

Chuong nady mé td phuong phap nghién citu téc dung khéng mong muén khi
diing thude tai chd, va thudng thi tae dung kich dng da va niém mac,

Céc chét géy kich ing da trong nhiéu trudng hop lai duge ding dé didu trj mét
80 bénh ngoai da. Vi du héc in than d4 duge dimg dé diéu tri bénh viy nén. Dau cao
v6i mdt s§ thanh phén tinh ddu (nhu déu cao sao vang, d4u cao con hé...), hodc mot
s0 loai ddu gi6 c6 tde dung kich tng, lam tang tudn hodn mau, tiéu i, nén thudng
duge ding chita sung, néng, d4, dau ngoai da, dung dép ch&n thuong (kin), dau
nhic xuong, khép, co, gin.

Tuy nhién, cac chét giy kich ing da khong phéi bao gi¥ ciing cé lgi. Nhidu
thude hodc my phdm, khi béi trén da, gy kich @ng 1am hai cho co thé. Ngay céc
thudc duge diing nhd tac dyng kich dng da, nhung néu kich {ing qua miic ciing giy
hai cho cd thé, nhu c6 thé gay phéng rép ho#ic tham chi hoai tit da. Vi vgy, viée
nghién cttu tac dung kich ing trén da, tranh nhitng kich dng vugt qua mot ngudng
kich Gng nao d6 1a cén thiét.

Cé rat nhiéu phuong phap nghién ciiu ddc tinh tai chd nhu:

- Nghiém phéap Draize (Draize test)
Nghiém phap Buehler (Buehler test)

Nghi¢m phap chét b8 trg ddy ¢ Freund (Freund's complete adjuvant
test).

Nghi¢m phap gac tdm thude (Adjuvant and patch test)
Nghiém phép t8i da héa (Maximization test)

21.PPNC-A
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— Nghiém phap té1 uu héa (Optimization test)
- Nghiém phap da hd (Open epicutaneous test)
— Nghiém phap chét bd trg phéan ri (Split adjuvant test)

Cac phuong phap néu trén ¢é6 mic do dap ing khac nhau vdi cic chét gy kich
tng. Nghiém phap chét b8 trg diy dd Freund 13 phuong phap c6 thé phat hién duge
cé4c chat giy kich dng di & mitc do yéu.

Hién nay, da c6 nhifu co quan & nhiéu nudc quy dinh cach thit tac dung kich
dng trén da (bdng 1), nhung hdu hét déu dua vao nguyén ly ciua nghiém phip
Draize. Vi vay, sau day trinh bay nghiém phéap Draize, 8 duge nhiéu tac gia khéc
chinh 1§, b8 sung va cai tién.

Bang 1. Tén cd quan & mdt s6 nudc va tén phuong phap thi

Tén co quan Tén phuong phap thi Nam |
Draize J.H. (Tac gid 4@ | Methods for the study of irritation and 1944
xuit ddu tién) toxicity of substances applied to skin

and mucous membranes
US Food and DrugiHazardous substances, proposed 1972
administration (FDA) revision of test for primary skin

irritants
Organisation for OECD Guidelines for testing of 1981
Economic chemicals, Section 404: Acute Dermal
Cooperation and Irritation/Corrosion
Development (OECD)
International Standard Biological evaluation of medical 1995
Crganisation (ISQ) devices, Part 10: Test for Irritation

and Sensitization

TI. NGHIEN CUU TAC DUNG KiCH UNG DA

2.1. Dt van dé

Cac phuong phap nghién citu tac dung kich dng da thudng dya vao nghiém
phap Draize (1944), c6 sy cai tién b3 sung cha Luduena & Hoppe (1952) va
Finkelstein (1963). '

21.PPNC-B
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2.2. Nguyén vat liéu nghién citu
2.2.1. Thuée nghién citu

2.2.1.1. Thube thudec dang 1ong

Cé6 thé thit nguyén dang ho#c hoa loang véi dung méi thich hgp dé duge dang c6
nong do thudc thép hon (1/2; 1/4; 1/10; 1/20; 1/40; 1/100...). L&y gac, tdm vao dung
dich va ddp lén da.

2.2.1.2. Thudc dang mém (cao mém, déu cao...)

Cé thé thit nguyén dang, hodc nghién véi dung méi thich hgp dé duge cao c6
néng dé thap hon (1/2; 1/4; 1/10; 1/20; 1/40; 1/100 ...). Ldy cao phét lén gify ban
ho#c gifly polyetylen, rdi dép lén da. N&u thudc dang mém c¢6 thé hoa tan duge
thanh dung dich véi cfic dung méi tro thich hgp, thi hoa theo céc ty 18 % khéc nhau,
r6i tién hanh nhu thude thuge dang W¥ng.

2.2.1.3. Thudc dang bt rdn hodc thé rén

- C6 thé nghién nguyén dang thanh b§t min r4i xoa bt 1én da; hoiic nghién bt
nguyén dang trén véi bit tre thanh bjt c6 ty 1¢ bot nguyén dang th&p hon (1/2; 1/4:
1/10; 1/20; 1/40; 1/100), rbi xoa bdt 1én da.

- Co thé dung bt da nghién mjn (nguyén dang hosic da tron thém bt trg) hoa
véi mdt it nude thanh bit nhio, réi boi 1én da.

- Néu loai bot ran ho#c thé rén cé thé hoa tan duge thanh dung djch véi céac
dung mdi tro thich hgp, thi hoa tan cic ty 1&6 % khac nhau, rdi tién hanh nhu thude
thude dang long.

2.2.2, Déng vét nghién citu

~ Thé 12 loai dgng vat duge st dyng nhidu nhat, sau d6 dén chudt cdng tréing,
chudt lang. Ngoai ra, con ding méo, ngudi, Ign. Kinh nghiém cho thdy mitc d nhay
cam trén da gidm dédn theo thid tu sau: thd, chuét lang, méo, chudt cdng trang,
nguai, lgn.

- Thé 1a loai duge diing nhiéu nhat vi;

* C6 40 nhay cam tét.

¢ Da thé tring nén dé nhan dinh va danh gia.

¢ Tho rét hién, nén c6 thé thd ma khéng cin gay mé.
+ D& mua, gié ci thudng ré.

* Mot con c6 thé thit duge 8 viing.



324 PGS. TSKH DO TRUNG DAM

2.2.3. Dung méi pha lodéng thuéc
Thudng ding cdc dung mdi sau:
~  Nude c&it: Nén uu tién ding dung méi nay
- Nu6c mudi sinh 1y
—~  DAu thyc vat, nhu ddu bdng, dfu 8liu, ddu dita, ddu viing
- Ethanol/nudc véi cac ty 18 thich hgp
- PEG 400
- Aceton
~  Cloroform
- Bét tale (trutng hgp nghién bt)
- Tinh bét (trueng hgp nghién bit)

2.2.4. Thuéc, héa chdt
- Thudc mé (khi thit trén méo...)
—~ Formaldehyd 20%
- Thudc chuén dé déi chiéu
— Xanh trypan
- Hoba chat 1am rung 16ng (néu c6)

2.2.5. Dung cu, mdy
- Ban md dé ¢§ dinh déng vat
- Bom tiém, kim tiém cac loai
- Dao cao hoic dung cy d& cao long dong vat
- Bt chi d& khoanh cac viing thit
- Bong
- Kep
- Gacmiéng2x2cmho#c2,5x2,5cm
— (81, chay st
- 6ng dong
- Céc thiy tinh dé pha thude
- Kéo
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Iil. THU TAC DUNG KICH UNG DA CUA THUGC NGHIEN CUU SO
VGOI MOT THUOC THAM CHIEU

3.1. Thuéc

Trong trudng hgp nay, tuy theo thuée nghién ctu & dang nao (dang léng, dang
mém, dang bét...), thudng chon thude tham chidu c6 dang tuong tu nhu dang thudc
nghién citu, v dy, dé danh gia tac dung kich éng da ctia kem chéng ném "TH" so
véi thude tham chigu 14 thudc dudng da "NV" chdng han. T4t nhién, trong trudng
h¢p nay, kem dudng da "NV* 1a mét loai ¢6 téac dung kich iing da ¢ miic 46 da duge
chip nhan.

3.2. Chuin bi ddng vit thi nghiém

Dong vat dung 3 con cho mdi thi nghiém dé c6 thé thit 6-12 vi tri cho mé&i thude
nghién citu va thude tham chi€u, Ding loai ddng vat da trudng thanh, nhu thé
dung logi ¢6 cAn ning 2-3 kg, chuft lang 400-500 kg, chudt céng trdng 160-200 g,
khée manh, khdng phén bigt dyc cai, khéng trong thdi ky c6 thai ho#c nuéi con bi.

Dé déng v4t nhin d6i qua dém (khéng cho #n 16-18 gid trudc khi thi nghiém).
Gay mé dfng vat, hoic néu 1 logi dong vat hién lanh nhu thd, chugt lang,... thi c6
thé khéong cén giy mé.

Bugc ddng vat 1én ban mé tu thé ndm ngilia. Néi chung, da bung nhay cdm hon,
do d6, thudng thit trén da bung vA phai budc thé theo tu th& ndm ngita. Cén chd y
khi cgo 16ng bung dong vat thi nghiém d& tranh tao ra cac vét trdy xudc trén da. Mot
s thc gid thit trén da & lung, nhu thé phai bude déng vat theo tu the nim sap. Néi
chung, c0 da hing dé dang hn, it tao ra cac vét trdy xudc, nhung da lung kém nhay
cAm hdn. Khi cao 16ng phai of gdng a€ it giy tén thuong cho da con vat. Trude khi
cao, cAn 14y kéo cit ngén 16ng sat mat da. Sau d6, ding dao cao, cao sach 16ng bung
(hogc lung, tuy theo ngudi thi nghiém). Ciing c6 thé dung thust 1am rung long.

3.3. Ti€n hanh thi nghiém

Ding bt chi khoanh thanh nét md chc ving s& thi nghiém cé dudng kinh 2 em
hoéc 2,5 cm. Véi thé, ¢6 thé khoanh 8 viing, chuft lang 6 viing va chudt eéng triing
4 viing. L&y béng, tdm nude &m lau sach cac vung thi nghiém, réi 18y béng lau khs.

Nh$ vao gilta mbi ving 0,1 ml dung dich formaldehyd 20%, rdi 1&y ddu dng nhé
giot dan déu dung dich formaldehyd khép méi dién tich thi nghiém. D& cho dung
dich formaldehyd khé. Sau d6, lai nhé dung dich formaldehyd vao ving thi nghiém
va tién hanh nhu 14n trude. Tién hanh 3 14n nhu viy. Sau khi kho 1an nhé
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formaldehyd cudi cung, 14y thudc nghién eitu hofe thude tham chidu, phét lén
mi&ng gac hinh tron c6 dudng kinh 2 em ho#c 2,5 cm, méi miéng 0,2 g thudc kem
(néu miéng gac ¢6 dudng kinh 2,5 cm, thi cdn 0,3 g), rdi ddp 1én cac viing da danh
d&u bing bit chi. C4n dip miéng thubdc nghién citu va thudc tham chidu xen ké
nhau giita cic ving trén mét con vaAt. Phia trén méi miéng gac thudc, dit mot
miéng polyethylen mém, réi 18y béng dinh dén dé ¢6 dinh miéng gac thude trén
mat da. C6 gdng dan ép bing dinh cAc mi&€ng thudc vao da véi mic 3o chit nhu
nhau. Cuéi cling, tiém dung dich xanh trypan 0,5% vao dudi da nach chan trudc
cla con vat vdi lidu 1 ml/kg 481 vdi thé, hotsie 2 mi/kg d6i véi chudt lang hode chuét
cong tréng.

3.4. Quan sat két qua

Sau 4 gid tinh tit khi d#t thude (cé tac gia dung thdi gian dai hon), g6 miéng
thudc dan ra khéi da con vat. Lam sach thude con bam trén da bing bong t&m nudc
&m, rdi lau nhe cho khé biing bdong sach. Quan sat mitc d4 xanh & vét da dan thude
ngay sau d6, theo ddi sau 2 gid va 6 gid. Cé tac gid yéu cAu quan sat sau mét thai
gian lau hon. Néu thf nghiém trén lung con vat (nh&t 1a con vat khong gy mé), thi
c6 thé theo ddi dén sau 24 gid, 48 gid hosic 1du hon.

Cho diém kich dng va danh gia mtc 46 kich Ung tiy theo mic d6 xanh & vét da
dan thudc theo bang 2.

Bang 2. Cach cho diém va danh gia mite d§
kich ing khi dip thudc trén da

Cudng dé mau & vang da dan thudc Pidm kich tng | Mdc dé kich ing
Khong c6 mau 1] Khing

Mau xanh md nhat 2 Nhe
Mau xanh thay rd 4 Viua
Mau xanh dédm 6 Manh
C6 d0m rit ddm va qudng xanh ddm 8 "R&t manh

3.6 Danh gia két qua

Tinh diém kich {ing trung binh cda céc vé&t do thudc nghién citu va do thude
tham chifu & ting thdi di€m quan sat. Néu diém kich tng cla thudc nghién citu
th&p hon thudc tham chiéu thi thude nghién citu dat yéu cdu vé mitc dd kich ting
cho phép.
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Trudng hgp c6 nghi ngd thi phai ti€n hanh l4n thi 2 véi 3 con vat khac.

IV. THU TAC DUNG KiCH UNG DA CUA THUOC NGHIEN CUU SO
vOI MOT THUOC KiCH UNG CHUAN

4.1. Thude

Trong trudng hgp nay ciing tiy theo thude nghién citu & dang néo ma chon loai
thudc kich dng chudn cho thich hgp, va théng thudng trong chuyén luan thi ¢6 ghi
r5. Vi dy, dé danh gia tac dung kich tng da cta dung dich thudc nhé mai "N8", theo
quy dinh 1a phai c6 tac dung kich dng thip hdn néng 46 kich tng ngudng (TIC:
threshold irritant concentration) ca mét dung dich kich tng chuén nao d6. Néng
d6 kich ing ngudng TIC 1a ndng d¢ (theo %) 16n nhét clia thude gay ra mic dé kich
Ung nhe, tuong dudng véi diém 2. Sau déy 13 ndng @6 kich Ung ngudng cliia mot s&
chit gy kich {ing da (béng 3).

Bang 3. Nong d6 kich itng ngudng ctia mét s6 chat chuin gay kich ang

Chat chudn gay kich ing Néng db kich itng ngudng (%)
Dibucain hydroclorid 0,2
Quinin hydroclorid 0,25
Dynium elorid (N-dodecyl-N, N'- 0,04
dimethyl-3,4-diclorobenzyl ammonium clorid)

Vi du, quy dinh thudc nhé miii "NS” phdi cé tac dyng kich iing thap hon néng
d9 kich dng ngudng cia quinin hydroclorid chdng han, thi ta phai danh gia tac
dung gay kich {ing cha thubc nhé miéi nay so véi dung dich quinin hydroclorid
0,25%.

4.2. Chuéin bj déng vit

Nhu muc 3.2,

4.3. Tién hanh thi nghiém

Trong trudng hgp nay, ciing c6 thé ding phudng phap t&m thude vio gac roi
dip 1én da nhu myc III. Nhung & day xin giéi thidéu phuong phép tiém thubc trong
da, vi thude nghién citu 13 dung dich.
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Buéc ddu tién ca viée tién hanh thi nghiém nhu doan dfu cha muc 3.3. Sau khi
dung dich formaldehyd clia 14n nhé cudi da khé, ta tién hanh thi thude. Tiém vao
trong da 0,3 ml dung dich thudc nhd mai hosic dung dich quinin hydroclorid 0,25%
vio chinh gifia cic viing di danh d&u. Cén tiém thude nghién citu va thudc kich ng
chufn vao cac vi tri xen ké nhau giita cic viing trén mét con vat.

Sau khi tiém thudc duge 10 phiit, tiém vao tinh mach dung dich xanh trypan
0,5% trong nude mubi sinh 1y vdi lidu 1 ml/kg, Ciing c6 thé tiém vao dudi da nach
chén trude dung dich xanh trypan 0,5% véi liéu 1 mlkg néu la thd hosic 2 ml/kg néu
12 chuét lang hodic chudt céng tring.

4.4. Quan sat két qua

Quan sat mitc d6 xanh & cac vung tiém vio cac thoi diém 30 phut, 60 phit va
180 phit sau khi tiém xanh trypan. Cé thé quan sat thém vao cdc thdi diém 1au
hon sau khi tiém xanh trypan.

Cho diém mdi vi tri tiém nhu myc 3.4. Nhung § day, di€m kich dng 8 tuong
duong vdi mitc d§ kich iing rit ning, khi chd tiém c6 hién tugng tén thuong thidu
méu va ¢6 quing xanh r&t d4dm & xung quanh vj tri tdn thuong (bang 4).

Bing 4. Cach cho di€ém va danh gia mitc 4§ kich dng
khi tiém thude trong da

Cuwing dd mau & viing da dén thude | Piém kich iwng | Mic d kich ing
Khéng ¢6 mau 0 Khong

Mau xanh md nhat 2 Nhe

Mau xanh théy rd 4 Vita

Mau xanh dam 6 Manh

Cé tam ton thuong thidu méu va quing 8 R4t manh
xanh rit ddm

4.5. PAnh gia két qua

+ Tinh diém kich ing trung binh cta dung dich thudc kich ng chufin
quinin hydroclorid 0,25%, Néu phudng phap tién hanh ding, thi &
ving tiém sé xu#it hién mau xanh md nhat, tuong dng véi di€m 2 va
mic &6 kich dng 12 nhe. Diém kich tng trung binh x&p xi 2. Néu két
qua khéng nhu vy, phai l1am lai thi nghiém.
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+ Tinh diém kich tng trung binh cta dung dich thufc nhé mii. Néu
diém kich ting trung binh khéng 16n hon didm kich tng trung binh
cia dung dich thuéc kich ting chu#n, thi thude nghién edu dat yéu
clu v& miic d9 kich tng cho phép.

+ Néu thi nghiém con nghi ngd, phai tién hanh lai thi nghiém. Cé thé
phai thay d6i ndng d6 dung dich quinin cho pha hgp.

V.XAC PINH MUC PO KICH UNG DA CUA THUOGC NGUYEN DANG

5.1. Thude

Thudce nghién ciu ¢6 thé § cac dang khéac nhau (dang 16ng, dang mém, dang bét
hozc thé rdn). Van d€ dit ra § ddy 1 mudn thit nguyén dang ctiia thude. Néu thusc
thuge dang long hodc dang mém thi 48 nguyén. Néu thude 1a dang bot hosic thé rén
thi nghién thanh bt min.

5.2, Chuén bj dong vit thi nghism

Tién hanh nhu muc 3.2,

5.3. Ti&n hanh thi nghiém

Nhing bude diu tién, ti€n hanh nhy doan ddu mue 3.3. Sau khi dung dich
formaldehyd clia 14n nhé cusi cing da khd, ta tién hanh thit thude. N&u thude thude
dang mém, ddng phudng phap phét thusc 1én gac, rdi d4p 1én da nhu muc 1. N&u
thude dang 1éng, thi c6 th& tdm gac, rdi dép 1én nhu muc III, hojc tiém trong da
nhu mye IV. Néu thudc 6 dang bdt min (thude thude dang b6t hodic thé rén di duge
nghién thanh bdt min), ¢6 thé xoa bdt tryc ti&p 1én dién tich da nghién ciu, Nhung
théng thuong, ngudi ta trén bot min v6i mét it nwée thanh bot nhio sén sét, rbi boi
tryc ti€p 1én ving thyc nghiém, mdi ving tuong duong 0,2 g bt min khé. Song
song tién hanh véi mét chdt chufn gay kich tng ding néng dé kich dng chuén
(bang 3). Thude nghién citu va thuée chuén duge thi trén cic viing xen ké nhau
trén cling mdt con v4t. Sau khi béi thu6e 1én cac vung da thi nghiém duge 10 phiit,
tiém dung djch xanh trypan vao tinh mach ho#ic tiém vao dudi da nach chan trudc
cua con vat nhu muc 4.3.

5.4. Quan sat két qua

Sau 4 gid (c6 téc gid dé thai gian lau hon) tinh tit khi dit thude, bée nhe 16p
thude ra, 18y béng tdm nuée &m lau sach thudc, sau d6, 18y bong lau nhe cho kha,
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rdi quan sat mic 86 xanh ngay sau d6é, rdi sau 2 gié va 6 gio. Cho didm kich g va
danh gia muc d6 kich dng dya vao bang 2.

5.5. Panh gia k&t qua

+ Tinh diém kich fing trung binh cta cac v&t thi nghi@m vdi chét kich
{ing chudn & ndng 46 kich ng ngudng. Néu diém kich ng trung binh
nay xdp xi 2, tueng tng véi didm kich ng 12 nhe, thi phudng phap
thi nghiém dat yéu cdu.

+ Tinh diém kich ttng trung binh clia bdt thudc nghién cltu, tir dé, rit
ra két ludn vé thudc nghién citu ding nguyén dang ¢é mic dd kich
{ing nio theo bang 5

Bang 5. Mic do kich @ng tiy theo diém kich &ng trung binh

Piém kich (tng trung binh Miic 44 kich ng
0-1,0 Khéng dang ké
1,1-3,0 Nhe
3,1-5,0 Vita
5,1-7,0 Manh
> 7,0 Rat manh

Né&u mic a9 kich (ng tit vita trd 18n (¢iém kich ing tit 3,1 trd 18n), thi cén xac
dinh ndng &6 kich (ng ngudng cla thufc nghién ciu nhu muc VI sau day.

VI. XAC DINH NONG PO KiCH UNG NGUGNG

6.1. Thudce

Chi nhitng thudc khi nghién citu nguyén dang c6 mitc d kich img tit vita trd
1én {diém kich dng trung binh 3,1 trd 18n) mdi tién hanh xac dinh ndng 46 kich {ng
ngudng TIC, Trudc hét, phai hoa lodng thudc nguyén dang theo cach sau:

+ D6t vdi dang léng: Dung moi hoa loding t6t nhdt la nude cdt. Trudng hop
thudc khéng tan trong nudc cét, thi phdi dung dung moéi trd khac thuge dang long
dé hoa loang, va vu tién 1a ding loai dung méi da dung d€ ché tao thude. Hoa lodng
thude véi dung méi theo ty 1¢ thude/dung dich (thé tich/thé tich) 1a 1/2 (50%); 1/4
(25%); 1/8 (12,5%); 1/16 (6,25%); 1/32 (3,125%)...
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+ B6i vdi thude dang mém: Hoa thude véi nudc cat thanh dung dich. Néu thude
khéng tan trong nudc cdt, thi ding mét dung méi tre khac thuéc dang 1dng dé hoa
loing thanh dung dich, wu tién ding loai dung méi 16ng d4 ding dé ché& tao thudc,
theo cac ty 1& thudc/dung dich (kh&i lugng/thé tich) 1a 1/2 (50%); 1/4 (25%); 1/8
(12,5%); 1/16 (6,25%); 1/32(3,125%)... Néu khéng ¢6 dung méi 1dng nao hoa tan
thuée thanh dung dich duge, thi dang ta duge ché tao thude (vaselin, lanolin...) dé
ciing tao thanh dang thuéc mém vdi ty 1& thufc nguydn dang/hdn hop véi ta duge
(khé& lugng/khéi lugng) 1a 1/2 (60%); 1/4 (25%); 1/8 (12,5%); 1716 (6,25%); 1/32
(3,125%)...

+ D81 v6i thudc dang bt hosic thé rén (43 nghién thanh dang bdt min): Cach
tot nhat 1a hoa thudc véi nude cft thanh dung dich. Néu thudc khéng tan trong
nude cht, thi c6 thé ding mét dung méi tro khac thude dang 1ong dé hoa tan thanh
dung dich theo ty 18 thudce/dung dich (khéi lugng/thé tich) 1a 1/2 (50%); 1/4 (25%);
1/8 (12,5%); 1/16 (6,25%); 1/32 (3,125%)... Ciing c6 thé nghién thanh bdt min, réi
thém bt tra khac (nhu bét cao lanh, bt tale...) ¢4 tao thanh mét hén hop bot theo
ty 18 thuSc/hdn hop (khéi lugng/khéi lugng) 1a 1/2 (50%); 1/4 (25%); 1/8 (12,5%); 1/16
(6,25%); 1/32 (8,125%)...

6.2. Chudn bi dong vit thi nghiém

Nhu muc 3.2.

6.3, Tién hanh thi nghiém
Nhiing budc ddu, tién hanh nhu doan d4u, myc 3.3. Sau khi nhé I4n thit ba dung
dich formaldehyd, dgi cho viing thi nghiém da khé thi tién hanh nhu sau:

+ V6i mdi ndng 9, phéi tién hanh it nhat 12 6 ving thit nghiém. Cac
néng d¢ khéc nhau phai b8 trf § cac vi trf xen ké nhau trén mét con vat.

+ Trudng hgp thude sau khi pha lodng ¢6 dang mém, thi tién hanh nhu
muyc ITI.

+ Truong hgp thudc sau khi pha loang thanh dang dung dich, thi c6
thé tign hanh nhu myc I1I hoic myc IV,

+ Trudng hgp thude sau khi pha loing thudc dang bdt, thi tién hanh
theo muc V.

6.4. Quan sat két qua

Quan sat mic do xanh § cdc viing thi nghiém. Cho diém va danh gida mic 4o
kich {ing clia titng ving thudc méi ndng d4, theo bang 2 hosic bang 4.
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6.5. Danh gia két qua

+

Tinh diém kich ing trung binh cia mdi néng 46 thd nghiém. Lap
bang, ghi rd diém kich tng trung binh tuong ing vdi cac ndng 46 da
thit. h

Rit ra ndéng dd ndo ¢6 diém kich (ng trung binh trong khoang
1,1-3,0 chinh la néng d kich ting ngudng TIC clia thudc nghién ciu.

C6 thé xac dinh ndng 46 kich ting ngudng chinh xac hon bang cach
dua vao bang ghi diém kich {ng trung binh tuong Gng véi cac ndng 46
dd thi. V@ 48 thi, truc tung 13 diém kich ‘ing trung binh va truc
hoanh 1a logarit cia néng d6. Pudng biéu dién clia d6 thi trén hé truc
toa 46 ban logarit nhu vay s& cé dang 14 mét dudng théng. Qua cac
didm bidu difn, vé mét dudng thing, 1am thé nao dé cac diém bidu
didn nim 4§ 2 bén va cich déu dudng thing nay. Sau d6, trén 43 thi
ndy, ta xac dinh logarit cia ndng d6 tng v6i diém kich ing trung
binh 1 2. T tri 88 ctia logarit néng dé nay, tra bing doi logarit, ta sé&
x4c dinh duge ndng d¢ clia thude nghién ctiu dng véi diém kich ing 1a
2. D6 chinh 14 néng dé kich {ing ngudng.

L&y mét vi du:

D& xac dinh ndng d¢ kich ing ngudng ctia mdt logi cao mém, sau khi xéc dinh
mdec d6 kich Ung da ca thudc nguyén dang, thdy di€m kich Gng trung binh la 4,3
tuong Ung voi dd kich (ng 1a vila, nén da tién hanh xac dinh ndng 4o kich fing
ngudng cia thudc cao mém nay.

Pa thit véi 5 ndng 46 1/2 (50%); 1/4 (25%); 1/8 (12,56%); 1/16 (6.26%) va 1/32
(3,125%). Diém kich iing trung binh tudng dng véi cac néng &6 di thd duge trinh

bay ¢ bang 6.

Bang 6. Didm kich {ing trung binh ciia cao mém
nghién cifu twong tng vi chc ndng d da thir

T§ 18 hoa loang | Nong dé thit (%) | Logarit néng 43 Dﬁ‘:ﬂ“g“;‘;ﬂ‘;”g
12 50 1,699 5,9
1/4 25 1.398 1,4
8 12,6 1,097 2,9
116 6,25 0,796 1,3
1/32 3,125 0,495 0
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N&u theo céch théng thudng, tif bang trén rit ra, ta c6 thé két luan 1a néng do
kich ing ngudng cia cao mém nghién citu la 6,25 va 12,5% (vi néng 4 nay tuong
ing véi diém kich itng trung binh 12 1,3 va 2,9 ndm trong giéi han gquy dinh diém
kich {ing trung binh 1a 1,1-3,0). Ta tinh duge néng dé kich ung ngudng trung binh
14 9,4%.

Néu tién hanh v& 4 thi, ta s& thu duge d thi sau:

-

Hrch g frong bink

-

Drérn

a5 ! L5 2

logan'/- no"!;y &

Tuong quan giira diém kich ing trung binh va logarit néng @8

biém kich Ung trung binh 1& 2 tuong tng véi logarit néng dd 1a 0,9. Tra béng
déi logarit ta s& dude ndng &6 1a 7,9%.

Nhu vay, néu tinh theo phuong phap théng thudng, néng 46 kich ing ngudng
12 9,4%. Nhung bing phuong phap vé d5 thi, ta xac dinh duge chinh xée hon néng
d¢ kich #ng ngudng chi 1a 7,9%.
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CHUONG 26
NGHIEN CUU POC TiNH GAY BIEN CHUNG
VA SINH UNG THU

PGS. TSKH. Dé Trung Pam

M

L. POC TINH GAY BIEN CHUNG (MUTAGENICITY TEST)

1.1. Phuong phip ames dung vi khuin khéng t8ng hgp duge histidin
(ames test)

1.1.1. Nguyén tdc

- Dung loai vi khufin khéng c6 kha nang téng hop histidin (His-) nhu
Salmonella typhimurium TA-1535, TA-1537, TA-98 hodic TA-100;
Escherichia coli WP-2 uvr A.

- Nhu vay, nuéi vi khudn trén trong méi trudng nudi cdy khéng cé
histidin, thi vi khuén khéng phat trién duge.

- Nay nuéi vi khudn trén trong mét méi trudng khéng cé histidin cong
thém chit thit nghién citu tic dung gy bién chiing. N&u vi khuén phat
trién dude, titc 13 ch&t thit dd gay bign ching vi khuin, 1am cho vi
khudn tit dang khéng téng hop duge histidin sang dang téng hgp duge
histidin (His+).

1.1.2. Phuong phdp thie nghiém
1.1.2.1. Diéu kign thyre nghiém

~ Mét trong cac ching vi khuén trén.
- MB&i trudng nuéi vi khun thit nghiém, nhung khéng ¢6 histidin.

~ Cée phuong tién nuédi cay vi khuén,
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1.1.2.2. Tién hanh thyc nghiém

L6 chitng: Vi khudn trong méi trudng nudi khong cé histidin.

Lé thudc: Vi khudn trong moi trudng nudi khéng cé histidin, c¢6 thém
thudc vdi 5 ndng d6 thudc khac nhau.

U 3 37°C trong 24 - 48 gid.
L&y ra, d8m s6 khudn lac.

1.1.2.3. Ddnh gid két qud

L6 chitng: Khéng cé khuén lac moc.

L6 thudc: Péanh gia dya vao 16 ¢6 néng dd thude thap nhit ¢6 vi khuén
moc. N&u s8 khuéin lac eang nhiéu, thi thudc c6 kha ning giy bién
chung cang manh.

1.2, Nghiém phap diung t& bao u lymphé L-5178Y & chuét nhit

(mouse lymphoma cells test)

1.2.1. Nguyén tdc

Cac t& bao u lympho nay cd vi tri (locus) ¢6 enzym thymidinkinase
(TK+) st dung duge thymidin d€ tdng hgp ra ADN.

Trong moéi trudng nudi t€ bao ndy, cho thém trifluorothymidin (TFT). Do
¢6 thymidinkinase TK+, nén t& bao sit dung duge thymidin ¢4 tdng hep
ra ADN. Nhung do trong mbi truéng c6 cd TFT, nén t& bao s& st dung ca
TFT dé tdng hgp ADN. ADN c6 TFT s& bj nhidm ddc va chét vi déc tinh
do F giy ra.

Néu c6 46t bién & locus d6, t€ bao s& khdng con thymidinkinase (TK-)
nila, khong st dung duge thymidin va do d6, ciing khéng st dung TFT,
nén t& bio khéng bi nhiém doc, két qua 1a t& bao vin tang trudng.

1.2.2, Phuong phdap thuc nghiém

1.2.2.1. Diéu kién thye nghiém

Dong t& bao u lymphd L-5178Y (viét tét 14 t& bao u) chudt nhit tring
(th€ gidi da tao ra dudc).

MBéi trudng nudi t& bao u.
Cac phudng tién nudi cdy té bao.
Phuong phép nhudm va quan sat t& bao qua kinh hién vi.
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1.2.2.2. Tién hanh thi nghigém

L3 chiing tréng: T& bao u nudi trong méi trudng nuéi.
Lé chimg ¢6 TFT: T& bao u trong méi trudng nubi, ¢6 thém TFT.

L4 thudc: T& bao u trong méi trudng nudi c6 thém TFT va thude véi 5
néng d6 khéc nhau.

U & 37°C trong 24 - 48 gid.
Thém vao mdi trudng mét giot xanh trypan 0,1%.

Quan sit trén kinh hién vi. D&m s& t& bao s6ng va t& bao chét. Nhiing té&
bao bi nhu¢m xanh la t& bao chét, nhitng t& bao khong bi nhudm xanh 13
t& bao sdng.

X4c dinh ty 1¢ % 88 t& bao sdng so véi tdng s6 t& bio quan sat & méi 16.

1.2.2.3. Ddnh gid két qua

1.3.

L6 chitng trdng: Ty 18 % t€ bao séng rat cao.
Lo chitng véi TFT: Ty 1¢ % t& bao s6ng rit thip (vi t& bao bj chét nhiéu).

Dénh gia dya vao 16 thudc c6 néng d¢ thdp nhat cho ty 18 % séng cao hon
¢6 ¥ nghia so véi 16 ching ¢6 TFT. Néu ty 18 % sdng cang cao thi thudc c6
kha ning gay bién chling cing manh.

Nghiém phép bién chang th€ nhifm sic bach cdu ngusi
{chromosome test of human leucocytes)

1.8.1. Nguyén tde

Bach cu & méau ngoai vi ngudi 13 nhiing t& bao khéng phén chia. Duéi
tac dyng cta phytohemagglutinin (mét chit duge chist xudt ti hat cay
du tay Phaseolus vulgaris L.), bach cAu lymphé vA mot 8 bach cdu
mono chuyén dang va phén chia manh. Trong méi trudng bach cdu
chuyén dang va phén chia manh, néu c6 chét géy bi&n chiing, sé tao nén
céc bit thudng ciia thé nhidm sic nhu hinh gy (break), thd nhi&m sdc 3
nhénh, 4 nhénh ho#ic phic tap (triradical, tetraradical ho3c complex
rearrangement),

1.8.2. Phuong phdp thuc nghiém

1.3.2.1. Dléu kign thyc nghiém

22.PPNC-A

Bach cdu ngudi.
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t

M5 trudng nudi bach cdu nguoi.

Céc phuong tién nudi cAy t& bao.

Phudng phap nhudm vi quan sat t& bio qua kinh hién vi.

Dung dich phytohemagglutinin,
1.3.2.2. Tién hanh thye nghiém

— Lb& ching: Bach cAu ngudi trong mdt trudng nudi cdé thém
phytohemagglutinin.

L& thude: Bach cAu ngudi trong mdi trudng nudi cé phytohemagglutinin
nhu trén, ¢6 thém thude nghién ctu véi 5 néng 4 khéc nhau.

U & 37°C trong 24 - 48 gid.

Nhuém va quan sat qua kinh hién vi dé xem céc bt thudng cia thé
nhiém séc. '

1.3.2.3. Ddnh gld két qua

- L chitng: Thé nhifm séc cita bach cdu binh thudng.

— L& thude: Quan sat 16 c6 ndng db thap nhat gay ra bién ching, duge biéu
hién bing sy bat thudng clia thé nhifm sic. Thé nhiém séc bat thudng
cang n#ng thi khd ning giy bién ching clia thudc nghién citu cang
manh,

1.4. Nghiém phap vi nhén hong cdu non loai gdm nhdm
(Micronucleus test with rodent)
1.4.1. Nguyén tdc

- Thudc gdy bién ching c6 thé tao thanh cac vi nhan trong héng cdu non
da sdc (polychromatic erythrocytes) ¢ tiy xudng cia chudt cong tring
hogic chudt nhét tring.

- Binh thudng, trong qua trinh phat trién, trudc khi trd thanh héng cdu,
nhan duge day ra khdi t& bao, nén héng cdu 1a loai t&€ bao khoéng nhan.
Né&u trong héng cdu c6 vi nhan (nhan nhd) 14 d&du vét cha phin nho mot
nhiém s#c thé bi ghy (bi gidl lai trong t& bao) do thudc gy bién ching
tao ra.

1.4.2. Phuong phdp thuc nghiém
1.4.2.1. Diéu kién thyc nghi¢m

— Chudt cong tréng hodc chudt nhét tréng, dyc hose cai.

22 PFNC-B
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- Phuong tién dé dung thudc cho chuét.

- Phuong tién nhuém mau va quan sat qua kinh hién vi.

1.4.2.2. Phuong phédp thyc nghiém

Thudng dang chudt nhit trdng dyc (vi nhay hon).

L6 thude: Dung thudc (ubng hoic tidm) véi 5 liéu 1én nhd khie nhau,

L6 chitng: Dang nudc cdt (néu udng) hodc nude musi sinh Iy (néu tiém)
v6i ciing thé tich nhu 16 thuée.

— 24 gi0 sau, giét chudt, 14y tiy xuong, trang 18n phién kinh, rdi nhudm miu.

Quan sét duéi kinh hién vi, ¢6m s6 héng ciu non c6é vi nhan.
1.4.2.3. Ddnh gid két qud

- L& chitng: Khong thay ¢6 vi nhan.

~ Lo thude: Danh gia dya vao 16 ding thuét liéu thdp nhit ma héng cdu
non ¢6 vi nhin. Néu cang cé nhidu héng cdu non ¢6 vi nhan, thi kha
ning thude giy bién ching cing manh.

1.5. Nghiém phap nhiém sic thé & t& bao tiy xuvdng va tinh hoin

1.5.1. Nguyén tde

Thuéc gay bién ching it ¢6 kha néng gay ra nhiing thay d8i nhidm séc thé ca
nhitng t& bao binh thutng. Nhung ¢6 thé tao ra nhitng réi loan nhidm séc thé cha t&
bao mé tly xuong hodc t&€ bao mé tinh hoan 13 nhitng mé thudng phat trién manh
va ¢6 nhiéu t& bao dang phéan chia. Lam cho t&€ bao dang phén chia ding lai ¢ ky
gifta (metaphase), vi nhiém séc thé § ky nay c6 dang dién hinh nhat. Chat lam
ding sy phan chia t& bao 6 ky giita 12 colchicin, mdt hoat chat cia hat cdy Thu thay
tién, con goi la cdy t6i ddc Colchicum autumnale L., hoic mot s§ chit téng hgp nhu
colcemid. Déc tinh cha nhiing héa ch4t nay 1a pha hiy thoi bit nhidm, do d6, nhidm
shc thé mat chd dua va khéng thé di chuyén vé 2 cyc t& bao dude. Cac déi nhidm sic
ti van dinh v4i nhau & phén tdm. Nhitng héa chat nay con lam cho nhidm sic thé
co ngén lai, day 1én, nén d& quan sat hen.

1.5.2, Phuong phadp thue nghiém
1.5.2.1. Diéu kign thyr nghiém

- Chugt nhét tring (néu danh gia cd 4nh hudng trén nhidm séc thé t& bao
tinh hoén, thi phai dung chuft dyc) khod manh, cén néng 25 + 3 .



340

PGS. TSKH DO TRUNG DAM

1.5.2.3.

Thitc &n, nudc udng cho chudt.

Bom tiém, kim tiém dfu ti dé cho chudt udng thudc.

Thuéc nghién ciu.

Gom arabic d8 ché& hén dich thude, ndu thudc khé tan.

Dung dich Hanks do hing Gibco cung cip d€ lam tiéu ban nhidm séc
thé.

Colcemid do hang Gibeo cung cdp 48 lam cho t€ bao dang phan chia
dung lai 6 ky gidta.

Hematoxylin eosin dé nhudm tiéu ban.

Kinh hién vi &€ soi, xéc ¢inh nhiing bién d6i ciia nhidm sfc thé.

Tién hanh thi nghiém

Dung chudt nhit tridng, chia lam 2 16, mét 18 chitng, 1 16 thudc, méi 16 it
nhit 30 con.

Chudt & 16 thude, cho ding thude nhidu dgt, mbi dgt 5 - 7 ngay, nghi xen
k& 5 - 7 ngay giiia cac dgt, hofic dung lidn tyc 30 ngay. Chujt chiing
ding dung méi pha thude.

Sau khi ding thude, giét chuét, dung dung dich Hanks va Colcemid 1am
tiéu ban nhiém sdc thé ti thy xudng theo phuong phap Ford, v lam
tiéu ban nhiém sic thé ti tinh hoan theo phuong phap Evans.

Nhudm tiéu ban bang Hematoxylin eosin.
Soi 1én kinh hién vi d€ danh gia két qua.

Ddnh gld két qud

Déi vdi mdi chudt, danh gia 50 t€ baoe & ky gitia (metaphase) clia tiy xuong, va
50 t& bao 6 ky giita, 14 giai doan hudng eye (diakinesis) caa tinh hoan.

a) VJi té bao tuy xuong, ddnh gid cdc thong s6 sau (so vdi 16 chitng):

+ R®&i loan vé s§ lugng nhim sic thé, bao gdm léch bdi (40+1), da bdi c6
60 hodc 80 nhidm séc thé.

+ R&i loan v& cfu trie kidu nhidm séc ti (chromatid like aberrations)
nhu ditt kép, dit doan, dio doan.

+ R#i loan cd cym nhidm sdc thé, duge bidu hién bing nhidm sic thé
khéng bdt mau thudc nhudm (nhoé hodic nhat) hodc nhidm sic thé bj
vun nat (pulverization).



PHUGNG PHAP NGHIEN CUU TAC DUNG DUGC LY CUA THUGC TU DUQC THAO 341

b} Vi nhiém sdc thé 1€ bao tinh hoan, ddnh gié cdc théng s6 sau:

+ R&i logn vé s8 lugng nhidm séc thé bao gém léch boi (20 thé hidng tri
+ 1), da boi (t& bao c6 40 thé ludng tri).

+ Réi loan trong sy ghép dbi cip nhidm sic thé, tao nén thé don tri XY,
hogc thé don tri nhifm sic thé thudng.

+ Réi loan cau tric, tao ra céc dang chuyén doan, hofc manh nhiém sfc
thé.

Bang 1. T4n s6 mt s& dang rdi loan nhiém séc thé t& bao tay xwong

- .. (%) réi loan s& lugng
Lo 56 chudt S6 té bao dugc - .
méi 16 danh gia Léchboi | o .
(40+1) )
Thudc 30 1429 9,01+ 3,66 | 0,66 +0,24
Ching 30 1482 8,60+4,72 | 0,60+0,39

Bang 2. Tan s8 roi loan cdu tric NST & t& bao tiy xuong

. , % roi loan cfu tric . R&i
La S6 chuét | S6TB g - S6 TB Io .
) . i i A an ca
méilé | danhgia| Kicu Kifu  diloan | °F
NS tu NST cum
Chiing 30 1484 0,60+0,34 | 0,4010,29 0 0
Thudc 30 1425 0,56+0,26 | 0,5610,40 0 0
Bang 3. T4n s6 cac dang réi loan NST & t& bao tinh hoan
Tén s8 cac dang réi loan
S6 TB Ré&i loan Thé dom et Réi loan
n duge ” € T céu trac
Lo danh 80 lugng
i éch NST | Chuyé
gid | Léch | oobai | XY _ W Manh
boi thuéng doan
Chitng 968 | 5,87+1,78 | 0,6510,47 | 5,2112,08 | 0,43+0,22 0 0
Thude 1382 | 5,43%1,84 | 0,6310,44 | 5,15+2,06 | 0,550,386 0 0,21
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1.6. Nhing thudc gay bién chang

Nhiing chit da dude chitng minh trén thuc nghiém cé khd n&ng gdy bién
chiang la:

Carboplatin

Paclitaxel (Anzatax)

Melphalan (Sarcolysin, Alkeran)

Busulphan (Busulfan, Misulfan, Mitesan, Myleran, Myelosan.

IL. NGHIEN CUU POC TINH SINH UNG THU (CARCINOGENICITY
TEST)

2.1. Dong vat thi nghiém

2.1.1. Chung logi déng vit

Can chon loai dong vat c6 cac tidu chi sau:
— Chong d8 t6t véi vi khudn, vi thdi gian thi nghiém 1au.

- Tubi tho vita phai, d& thdi gian nghién cdu trai qua duge nhiéu giai doan
phét trién clia con vat.

~  Chi 6 u tu nhién thdp, dé danh gia duge thuin lgi.
- Nhay vdi tac nhan gy ung thu.
— D& mua va khéng qua dat.
- Chon chiing loai déng vat khi nghién citu so bg, nén chinh ciing 12 loa
khi nghién ctu trién khai.
2.1.2, Cdc logi ddéng vat duge chon

Thudng 13 chudt cdng tring, chudt nhit tréng, chugt hamster, hosc thd.
2.2. Phudng phap nghién clitu so bo

2.2.1. Muc dich

Muyc dich ciia nghién citu so b la tham dé lidu cho nghién ciu trién khai. Néu
dé xéc dinh duge liéu nghién citu trién khai rdi, thi ¢6 thé bd qua giai doan nay
ho#c bd mot s& budc, mién 1a dat yéu cdu nhut mue 2.2.3.4 duge ghi J dudi.
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2.2.2. Nghién cttu s0 b dic tinh sinh ung thu dung thuéec mét lan

Thit trén mot s6 it con vat dé xac dinh lidu cao nhat duge ding cho nghién citu
liéu nhiéu l4n. Né&u da xac dinh duge réi thi bd qua giai doan nay.

2.2.3. Nghién ctu so bg dic tinh sinh ung thu dang thuéec nhiéu lén

Muc dich dé xac dinh lifu cao nhat sé dude dung trong nghién citu trién khai
déc tinh sinh ung thu,

2.2.3.1. Béng vt thi nghiém

- Loai dong vat: It nhat dung 2 loai dong vat, thude ca 2 giéi dyc va cai.
Thudng diing cic con vt c6 cing lda tudi, nhung khéng qua 6 tudn, néu 1 loai gAm

nhim.
- 88 con vat: Méi 16 cdn ¢6 khodng 10 con duc, 10 con céi.

2.2.3.2. Ding thude

- Puong dung: Nén ding dudng dy kién sé diing trong nghién citu trién khai,
va ciing 1a dudng du kién s& diing trén lam sing sau nay.

- Liu diing: ft nh&t ding 8 16 Jidu khéc nhau, céc liéu gdp d5i nhau, kém theo
1 16 chiing @61 véi méi gidi, due va chi.

- Thoi gian diang: Théi gian dung nén 13 90 ngay, ngay 1 14n, tudn udng ¢d 7
ngay. Tuy nhién, néu thude nghién citu cé ddc tinh xuét hidn cham hosic c6 tac dung
tich lug, cAn phai ding mét thoi gian 1au hon.

2.2.3.8. Phuong phép thue nghiém

- Quan sat va ghi chép céc biéu hién bén ngoai (hanh vi, léng va cac ¢o quan
mé&t, miii, mic &n, nude udng, a, dai..).

- Can n#ng: Trong thang ddu, cdn it nhit méi tudn mét 14n. Sau dé, cit 4 tudn
cAn mét 1an.

- Xét nghiém dai thé va vi thé md bénh hoc, dic biét 1a xem cae khéi u & cac co
quan ndi tang va mo.

+ Céc con vat chét trong qua trinh nghién cttu.
+ Céc con vat cdn sng sét khi két thiic thi nghidm.

- Xét nghiém huyét hoe va sinh héa mau khi két thiic thi nghiém (trude khi gidt
con vat d€ xét nghiém mé bénh hoo).
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2,2.3.4. bdnh gid két qua
- Trong 3 16 nghién cttu, phai cé it nhét 1 16 ¢é nhitng bidu hién déc tinh rd.
- Liéu dang cho nghién citu trién khai 1a liéu 16n nhat dat 4 yéu cfu sau:
+ Ut ché su téng trong khdng qua 10% so véi 16 chiing.
+ Khong giy chét do tac dung ddc caa thude.
+ Khong c6 nhiing thay d6i 1én vé biéu hién bén ngoai.
+ Khdng ¢6 nhiing thay d8i 16n v& cac théng s6 huyét hoc va sinh héa.,
Nhu vay, phai lam lai thi nghiém, néu:

- Ca 3 16 déu cé nhitng bidu hién doc tinh rd, 12 do da ding liéu qua cao. Khi dé
phai lam thi nghiém véi céc 16 liéu ditng thép hon.

- C& 316 @8u khéng c6 bidu hién dée tinh, 13 do d& ding lidu qua th&p. Phéi 1am
thi nghiém véi céc 16 1liéu ding cao hon.

2.3. Nghién citu trién khai

2.3.1. Péng vit thi nghiém

- Lo&i ddng vat: Thudng ding chuét cdng tring hosic thd. C6 tai lidu yéu clu
dung ca 2 loai dong vat. Ciang c6 thé diung chudt nhét trdng hodc chujt hamster.

- Gidi tinh: Phai ding ca dyc cai.

- Tinh trang sinh lj: Céc con vit phai khoé manh, phat trién binh thudng, ciing
1da tudi, thudng dung loai 6 tudn tudi.

- 84 con vat: Mdi 16, cAn 50 con dye, 50 con cai. Chia 16 theo phuong phép chon
mAu ngiu nhién, dya vao khdi lugng con vat,

2.3.2. Dang thuée

2.3.2.1. Butmyg dang

Nén dung dudng dung di kién s& dang trén 1Am sing sau najr.
2.3.2.2, Lidu dung

- Ding 8 mdc liéu khéac nhau v mét 1am chitng.

- M&i mitc liéu va chiing déu ding 2 16, mdt 16 ding con e, mét 16 ding con
céi. Nhu vay, tong s6 c6 8 15,

- V& miec liéu, 18y liéu dd xac dinh duge trong nghién ciu sd bd 1am co 88, ding
thém mot lidu ghp d6i va mot liéu bing mdt nda.
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- V& 2 16 chitng (mdt 16 dung con duc, mét 16 dung con cai), diung nude cit hosc
nude mudi sinh 1y, cing thé tich véi 16 ding thude (ding nude ciit, néu udng; dung
nude mudi sinh 1y, néu tiém). Trudng hop dung méi ding dé€ pha thude khéng phai
14 nuéc cat, ma la dung méi khac ho#c c6 chat nhii héa, thi 16 chiing, ding céc dung
mdi nay, thay cho nudc cit hojic nude mudi sinh ly.

2.3.2.3. Thoi gian ding thube

- Théi gian dung thudc cdn kéo dai 24 - 30 thang d6i voi chudt céng tréng;
18 - 24 théng d6i v6i chudt nhdt tring ho#ic chudt hamster. Phai ding ngay mét
18n, 7 ngay 1 tudn.

- Thdi gian thi nghidm phai kéo dai thém 1 - 3 thdng sau khi ngimg thuée. Co
khi kéo dai thém 30 thang d6i véi chubt cdng tréng; 24 thing déi vdi chudt nhit
trdng hodc chudt hamster, hodc khi s& con vat trong mét 16 nao d6 (16 ching hoie 16
dung chuft) chét 75% thi két thidc thi nghism.

2.3.3. Phuong phdp thi nghiém

2.3.3.1. Quan sdt va ghi chép biéu hign bén ngodi

Hanh vi (téng di lai, gidm di lai, ndm im...)
- Léng va cic cd quan nhu mét miii...
~ Mic &n, mitc udng ting hodc gidm.
~ D4, ia 6 gi diic biét,
2.3.3.2. Cén ndng
Trong thang ddy, theo dbi hang tudn. Sau dé, thang mot 14n.
2.3.3.3. Xét nghiém mé bgnh hoc
Xét nghiém mo bénh hoc dai thé va vi thé, dic biét 1a cac khéi u & cic cg quan
vi mo.
- T4t ca céc con vat vita méi chét.
- T4t ca céc con vt h&p héi va trién vong s& chét.
- Khi hét thoi gian thf nghiém, trude hét, xét nghiém 18 ching va 16 ding lidu
cao nhAt;
+ Néu 2 16 nay khong c¢6 sut khac nhau ¢6 ¥ nghia vé sd lugng u va tong khéi
Iugng u, thi ¢6 thé két luan thudc khong gy ung thu & liéu diing cao nhét nay véi
thoi gian ding thudc nhu ¢4 tién hanh.

+ Néu 2 16 nay khéc nhau c6 ¥ nghia vé s§ lugng hoic téng khéi lugng cdc khéi
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u, thi phai xét nghiém cé cac 16 dang liéu thip, d& xac dinh 16 dung liéu thép nhét
gy ra su tang c6 ¥ nghia vé s8 lugng ho#c téng khéi lugng khdi u so véi 16 chimg.
2.8.4. Dénh gid két qua

- Ty 12 cAc con vat chét & mbi 16 so véi 16 chitng. Thong s8 nay chi c6 gia tri, néu
con vat chét 1a do khéi u gay ra 8 16 dung thude cao hon ¢ 16 chiing.

- Ty 1& 8 kh&i u cna céc con vat chét ¢ mbi 16 so véi 16 ching.

- Ty 18 tdng khéi lugng u cha cic con vat chét & m6i % so véi 16 chimg.

- Ty 18 s6 kh6i u chia cac con vat song dén cuéi thi nghiém & moi 16 so véi 16
ching.

- T$ 18 téng khéi lugng u cha cic con vat sdng dén cudi thi nghiém & méi 16 so
vé1 16 ching.

- Ty 18 tdng cong s6 khoi u (ca con chét ci con séng) & mbi 16 so v6i 16 chiing.

- Ty 18 t8ng cong khéi lugng u (ca con chét ¢ con sdng) 6 méi 16 so vdi 16 chiing.

- Nhan dinh vé bidu hién bén ngoai va cén ning cia cAc con vat & mdi 16 so vit
16 chitng.
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CHUONG 27

NGHIEN CUU POC TINH TREN CHUC NANG
SINH SAN VA PHAT TRIEN

PGS.TSKH. Pé Trung Pam

%

L DPONG VAT THI NGHIEM

1.1. Chon loai déng vit thi nghiém

Cén chon loai dong vat thi nghiém c6 kha ning cho nhiéu théng tin t6t vé sinh
san va phat trién.

— Kha n#ng sinh sin tét.

- Ty lé di dang tu nhién it.

- Nhay cdm vi chit ¢6 anh hudng dén sinh san va phat trién.
1.2, Loai ddng vat thuong ding

Chugt cdng trdng hoic chudt nhit tring. Nhiéu trudng hgp diing thém thé.
Il. PHUONG PHAP THUC NGHIEM

2.1. Ding thude nghién citu trudc va trong giai doan sdm ctia thai ky
2.1.1, Déng vt thi nghiém
Thutng dung chuft cdng tring, chugt nhit tring, ths.

2.1.2. 86’ con vét

Néu 1a chudt cong trdng hosic chudt nhit tring mdi 16 20 con dye va 20 con cii.
Néu 13 thd, mdi 16 10 con.
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2.1.3. Dudng dang thude

Dimng dudng s8 dung trong lam sang ¢ ngudi.

2.1.4. Liéu diung

Thudng dung 3 liéu khac nhau (3 16): Liéu thép, lidu trung binh va liéu cao.
Nén dung lidu hon kém nhau 2 lan.

2.1.5. L6 chitng thuong dung 4 16

L6 chiing Am: Khéng dung gi, thay thudc bing nudc cit hodc nude mudi
sinh 1y vi ciing thé tich.

Lé chitng dudng: Ding mét thude da bidt c6 ddc trén sinh san va phat
trién.

L6 ding dung méi: Khi thuéc phéi dung dung méi dic biét d€ hda tan
ho#ic phai dung chdt nhii héa, cAn ding mét 16 ¢6 dung moi hodic chét
nhii héa.

L6 tham chidu: Dung mét thude ¢6 ciu tric hodc tac dung duge 1y tuong
tu thude dinh nghién ciu.

2.1.6. Thoi gian diing thuéc

Con duze: Diing chudt duge 40 ngay tudi. Cho ding lién tuc 60 ngay hoic
nhifu hon truée khi ghép 461, va ti€p tuc ding cho dén khi thdy giao
phoi.

Con cdi: Dung thudc hang ngay trude khi ghép it nhit 14 ngay, trong
khi ghép d6i, va sau khi th&y giao phéi, cho d&n khi chuéin bi bit ddu
giai doan tao thanh co quan caa thai.

2.1.7. Phuong phdp thuc nghiém

Trong khi thi nghiém, ghi
+ Biéu hién bén ngoai

+ Cén ning

+ Tiéu thy thic &n

+ Ty 18 chugt chét.

Nhét 1 chuét due va 1 chudt cai véi nhau va quan sat hang ngay cho dén
khi giao phéi thanh cbng.
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~ Thdi gian ghép d6i nén 2 tudn. N&u ¢dn nghién cttu riéng doc tinh trén
con dyec, thi ghép con dyc dung thudc véi con cai khéng ding thude; néu
cin nghién citu riéng doc tinh trén con cai, thi ghép con cai dung thuse
véi con dyc khéng dung thude.

- Sau khi thdy giao phdi duge rdi, sau ting thdi ky (tay ¥ ta mudn xAic
dinh dc tinh trén giai doan nio), md chudt cai. Xac dinh:

+ S0 hoang thé
+ S& thai dau
+ 86 thai chét,

— Chudt dyc hogc chuft cai ding thude duge dang dé ghép, néu khéng
thdy giao ph6i, sau mot thdi gian thich hgp, mé chudt, quan sat dai théd
xem c4c cd quan, dic bigt 13 cac eo quan sinh san ¢6 anh hudng nhu thé
nao ma chudt khéng giao phéi duge.

2.2. Diing thude trong giai doan hinh thanh cic ¢d quan cta thai

2.2.1. Dgng vt thi nghiém

Thudng dung 2 logi 1a chudt va thé, loai di giao phéi c6 két qua.
2.2.2, 8¢ con vét

Chudt 30 con/19; tho 12 con/1é.

2.2.8. Pudng dung thube
Ding dudng s& ding trén 1am sang & ngudi.

2.2.4. Liéu diung

Thuong ding 3 liéu khéc nhau: liéu thap, liéu trung binh va lidu cao. Cac lidu
hon kém nhau 2 14n,

2.2.5. L6 chitng thudng ditng 4 16

— L6 chitng ém: Khéng dung gi, thay thuée bdng nuéc c&t hosic nude mudi
sinh Iy véi ciing thé tich, € xem sy phat trién ty nhién.
- L6 chiing duong: Dung mdt thudc da biét c6 doe trén giai doan nay.

~ Lb ching diing dung méi: Khi thudc phai ding dung méi dac biét ¢ hoa
tan hodic dung chdt nhi héa, phii ding mét 16 ¢6 dung méi hodc chat
nhii héa. '
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Lo tham chiéu: Dung mot thude o6 cau tric hodc tac dung duge Iy tuong
tu thudc dinh nghién ctu.

2.2.6. Thoi gian ding thude

Dung thude tit khi bdt ddu thily ¢6 giao phéi dén khi tao thanh céac co quan cta
thai v& mé con me.

2.2.7. Phuong phdp thuc nghiém

Trong khi thi nghiém, ghi:

+ Biéu hién bén ngoai

+ Céan ning

+ Tiéu thu thic &n

+ Ty 16 chudt chét.

Chuét (cong tring hosic nhét trdng) dén giai doan hoan thanh sdm su
phét trién céc co quan cha thai, mo 2:‘3 con thé mé 100%. Ghi:
+ 88 chuét me ¢6 thai

+ 58 chudt me c6 thai chét

+ 86, khéi lugng va quan sat hinh thai thai con sdng

+ Xét nghiém dai thé céc co quan va md clia con me.

Dai véi chudt, con 1/3 con me chua mé, dé 42 ty nhién, xem s lugng
chudt di dang.

Chuft con dé ra ghi
+ 86 chudt con trong 1 8
+ Ty 1é chudt con chét
+ Khél hugng chudt con d2 ra

+ Quan sat bd phan sinh duc va hinh thai chudt con (d4c biét 1a xem ¢6
di dang gi khong).

Sy 16n 18n va phat trién cta chuét con:
+ 5Sit lén lén

+ 8y phat trién (hinh thai, chitc ning, hanh vi)

+

Hanh vi giao phéi

+

Kha ning ¢6 thai va sinh con
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~  Con me dé rdi, tiing thdi gian mé, quan sat dai thé co quan, mé. Co thé
theo doi lia dé tiép sau.

2.3. Dung thudc trong théi k¥ chu sinh va nudi con b

2.3.1. Péng vdt thi nghiém

ThuOng ding chugt cdng tréng, chuét nhit tring cai 6 thai chudn bi dé.
2.3.2. 86 con vt

MB5i 16 it nhat 20 con.

2.3.3. Puéng ding thuéde

Dudng di kién s& duing trén lam sang cho ngudi.

2.8.4. Liéu dung
Thudng diing 3 liéu: thap, trung binh va cao.

2.3.5. L6 ching

~ L6 ching dm: Khong dung gi, thay thufc bdng nudc cit hodc nude musi
sinh 1y véi ciing thé tich, d€ xem sy phat trién ty nhién.

— Lo ching dwong: Ding mét thude da bist e6 dée trén giai doan nay.

- L6 chitng ding dung msi: Khi thude phai dung dung méi dic bigt dé
hda tan hodc chét nhit héa, phdi ding mét 16 c6 dung méi hosic chét nhit
héa.

- Lo tham chiéu: Ding mdt thudc ¢6 cfu tric hoyc tac dung duge ly tuong
tu thude dinh nghién citu.
2.8.6. Théi gian dung thude
= Chu sinh: Tit khi chun bi dé cho d&n khi dé xong.
- Cho con bii: Tt khi dé xong cho dén khi ngiing cho con bi.

2.3.7. Phuong phdp thuc nghiém
- Trong khi thi nghiém, ghi:
+ Ty 1& chudt me chét
+ Biéu hién chung bén ngoai
+ Thé trong
+ Tiéu thu thitc 4n
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- D& chudt dé ty nhién va nudi con ty nhién:
+ Con me khi dé c6 gi bt thudng khong

+ $6 con con trong mot &: Ty 1& con chét; thay déi co quan sinh duc va
hinh thai bén ngoai; khéi lugng titng chudt con.

- Theo d&i chudt con 16n 1én va phat trién
+ Sy lén lén
+ Sy phat trién (hinh thai, chite niing, hanh vi)
+ Hanh vi giao phéi
+ Kha ning c6 thai va sinh con.
- Con me dé rdi
+ Tiing thdi gian m8 mét s§ dé quan sat cd quan va méd

+ Theo d5i liia dé tiép sau.
III. PHAN TiCH KET QUA

3.1. K&t qua thu duge trinh bay theo bing va hinh v&, ¢6 nhan xét, thdo lugn
két qud, ¢6 phu Iyc ghi két qua theo dai titng con vat § mdi 16.

3.2. Thong k& va phén tich théng ké. Nén phan tich theo § chudt t5t hon 1a
phan tich theo tdng sd thai ho#ic t8ng sd con chudt con trong mét 15 (20 -
30 con me).

3.3. Khi ban lufin, nén chd §:

- Liéu thue th{ nghidm khéng cé dnh hudng d&€n chujt b8 me va chujt
con, dé ¢6 nhan dinh vé liéu an toan.

—  Lidu b&t ddu c6 Anh hudng dén chudt bs me va chudt thé€ hé sau.

- So sanh doc tinh trén sy sinh sin va phét trién véi thude c6 cfu tric
tuong tu ho#ic ¢ tac dung duge 1y tudng ty.

IV. NGHIEN CUU TAC DUNG SINH QUAI THAI CUA THALIDOMID
(Phuong phip DeBock va Peter, 1963)

4.1, P4t van 48

Tac dung sinh quéi thai ctia thalidomid (2 mét thude 6 tac dung an thén rét
t6t) da gay ra mét ndi kinh hoang cho ca thé gidi. Vi viy, viée thit tic dung sinh
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quéi thai ctia mft thudec mdi 14 mt yéu cdu cén thiét. Tuy nhién, phuong phap
DeBock va Peter (1963) thi trén phéi ga, nén ciing chi ¢6 tfnh chat tham khao. Viée
nghién cttu trén phéi thai dong vat ¢6 v 8 ¢6 gia tri hon vi gdn véi phéi thai nguoi.
Tuy nhién, ddy 1a mft phuong phép tham khao t6t khi nghién cdu téc dung gay
quai thai cua thude.

4.2, Nguyén vit liéu nghién citu

4.2.1. Déi tuong nghién ewtu

- Thuéc thalidomid cén 500 mg cho mdi thi nghiém.

~ Tring ga Lo-go (Leghorn) (loai ga trdng nudi bing phudng phép cong

nghigp), dung tritng cla ga méi c6 ghép véi con duc (ga tréng) 120 qua.

4.2.2, Héa chit dung méi

- Carboxymethylcellulose 1 g,

- Nude cét.
4.2.3. V§t lidu

- Kim tiém chung v bom tiém.

- Céichay si.

- 6ng dong va ce thly tinh &€ pha thudc va dyng dung méi.

4.2.4, Dung cu mdy mée
- May 4p tring & 37°C.
- Dung cu dé soi trimg.
- May lanh § -20°C.

4.3. Phuong phap nghién citu

Tritng ga 120 triing, danh d&u va chia 1am 6 15, méi 16 20 qua, 3 16 1am ching
v& 3 18 ding thalidomid.

Thalidomid duge pha thanh hén dich 1% trong dung méi la gel
carboxymethylcellulose 1% trong nuéc cit. M3i ngay diung thude, 14y cdi, chay sit,
nghién k§ 150 mg thalidomid, réi thém vita dii 15 ml gel carboxymethylcellulose
1% vao. Lai nghién kg dé duge mot hén dich déng nhat, goi 1a dich thude. Con
gel carboxymethylcellulose 1% khéng cé thude thalidomid duge goi 14 dung méi
pha thudc.

23.PPNC-A
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Tat cd 120 tring dude G trong 16 ap tring 6 37°C. Sau mét ngay 1, tiém vao tdi
nodn hoang (yolk sac) méi tring 6 16 thude thi nhat 0,5 ml dich thuée tuong ducng
vii 5 mg thalidomid. Con & 16 1am chitng thd nhét, tidém vao mdi trimg 0,5 ml dung
méi pha thude. Sau ngay G thi 2, tidém cho 16 thude thi 2 va 16 chitng thit 2 nhu 14n
trudc, va sau ngay 0 thi 3, Iai tiém cho 16 thude thit 3 va 16 ching thi 3 nhu vay.

Cac triing sau khi tiém xong, lai cho vao 1é &p triing. Hing ngay, ti€n hanh dao
tring. Vao ngay sau cia ngay tiém thudc thi 3, soi triing trudec mot ngon nén. Loai
bd nhing trdng chét va tring bat thu. Sau dé, soi tring hang ngay. Ghi va kiém
tra tring chét. Sau khi & duge 18 ngay, soi tring 1dn cudi, réi d€ trimg lanh & -20°C
trong 2 gigd, S8au d6 xét nghiém phoi.

4.4. Ghi k&t qua thi nghiém

Tinh két qua gdp cho ca 3 16 thudce (60 tring) va 3 16 chiing (60 tring).

- 88 tring ché&t va bat thu sau khi 0 3 ngay & céc 16 1am ching 13 2/60, s8 con
lai 1 58 triing; con d cac 16 diing thuéc thalidomid 1a 15/60, s con lai 1a 45 tring.

— 84 triing chét tit ngay 4 dén ngay thit 18 4 cac 16 1am chitng 14 6/58; con & céc
16 dung thudc la 22/45.

~ 88 phai thai di dang & cac 16 chiing 14 0/58; con s8 di dang 4 16 thudc 14 5/45.
Biéu hién cla di dang 12 chdn qua ngén, hodic chan bi xo4n vin vd @6, trong d6 4
con ¢on ¢é cAnh moc ciing mét chd hodc cdnh bi bién dang.

4.5. Biéu thi k&t qua

Pinh gia két qua thi nghiém bing cach dung test ¥* theo phudng phap tinh
ctia Pearson. Trong trudng hdp cé tin sd < 4, dd ap dung cong thiic cia Yates. Cac
ké&t qua thi nghiém duge trinh bay trén bang sau:

Tac dung gy chét va gy quai thai ctia thalidomid trén phoi ga

Thong sb L6 chiing L6 thudce P
Tring chét va bit thuy 2160 (3,3%) 15/60 (25%) < {0,001

sau 3 ngay u

Tritng chét khi 0 tit 6/58 (10,3%) 22/45 (48,9%) < 0,001
ngay 4 dén ngay 18

86 quéi thai 0/58 (0%) 5/45 (11,1%) < 0,05

23.PPNC-B
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CHUONG 28

PHUGNG PHAP XAC PINH TINH AN TOAN
VA LIEU CO HIEU QUA CUA THUOC

PGS. TSKH. DS Trung Pam

A —

I. DAT VAN DE

Trong thoi gian qua, viéc nghién citu tac dung duge ly va nghién citu 14m sang
thude tit duge liéu va thude y hoc ¢f truyén da duge quan tdm nhidu. Nhung cac
nha nghién cfiu vin cdén rit nhiéu khé khin trong viée xac djnh tinh an toan va lidu
¢ higu qua cia thudc.

D& givip gidi quy&t nhiing van dé trén, ching t&i d3 cung cdp hai tai liéu cd ban.
D6 12 "Phuong phéap xac dinh djc tinh cdp cta thuéc” [1] va "Phuong phap ngoai
suy lifu c6 hidu quéd tuong dudng gitta ngudi va dong vat thi nghidm® [2). Tuy
nhién, di vao ap dung cu thé céc tai lidu trén dé x4c dinh tinh an toAn va tinh léu
¢6 hidu qua cta thufe, cAc nha nghién cttu van rat ldng ting. C6 ngudi nghién citu
duge Iy thye nghiém trén chuét céng trdng diing liéu tinh ra duge lidu khé dén 40
g/kg, hodc goi liéu t6i da khong giy chét LD, 1a liéu tuyét d6i an todn, ching td
chua ndm dude co sd Ij ludn ctia nghién ciu dude 1y cac thude.

Dé giai quy8t kho khan trén cho cac nha nghién cftu thye nghiém duge 1y va
lam sang, trong bai nay, ching tdi xin trinh bay cich x4c dinh tinh an toan va liéu
c6 hidu qua khi nghién citu mét thudc méi. D8l véi nhitng thude dan tdc suu tdm
duge tit cic thay lang, ta da biét li8u ma cdc thay lang vln ding cho ngudi rdi, thi
cach xac dinh ¢6 don gian hon, va ching téi sé trinh bay trong mét céng trinh khac.

II. NHUNG DIEM CAN QUAN TRIET KHI XAC DINH TINH AN TOAN
VA LIEU €O HIEU QUA CUA THUOC
2.1. Phai biét "Phuong phép xAc dinh dée tinh c&p cha thude” [1] d€ tim lidu chét

trung binh LDy, ctia thudc nghién ciu. Phai xac dinh r8 12 thit dgc tinh cdp
véi djng vat thye nghiém nao, va dudéng ding nao cia thudc.
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2.2. Phai biét "Phudng phap ngoai suy liéu cé hiéu qua tuong duong giita ngudi va

ddng vat thi nghiém” [2]. C6 rdt nhiéu cach tinh liéu c¢6 hiéu qua tudng duong
gitla ngudi va dong vat thi nghiém. Tai lidu [2] 44 néu 10 cach tinh khéac
nhau, va da rit ra mét phuong phép don gidn nhat 14 tinh lidu ¢6 hiéu qua
tuong dudng dya vio dién tich bé m#t cd thé cha cac loai dong vat khae nhau
va ctia ngudi. Khi d4 tinh liéu theo dién tich bé mit co thé, thi bat ky la nguéi
cao to, ho#c lan bé, hosc tré em, déu chi ding mét liéu duy nhat gidng nhau,
tinh theo mét don vi dién tich b8 mit co thé. Ciang nhu vay, lidu cho cac con
vat nhé nhu chuét nhit tring, chudt céng tring; con vat trung binh nhu méo,
thd, khi; con vat 16n hon nhu ché, cho dén nguét, ciing van ding mdt liéu duy
nhit giéng nhau. Tuy nhién, nhiing con vit cing nhé, thi dién tich bé mét cg
thé tinh cho 1 kg thé trong cang 16n. M6i tuong quan ctia lidu ding giita cac
con vat khac nhau va ngudi tinh theo 1 kg thé trong duge trinh bay & bang 1
(xin xem tai liéu [2]).

Bing 1. Hé 58 ¢6 hidu qua twong duong giita cac
loai déng vit va ngudi (theo tai lidu [2])

Sang Chugt Chuét . -
Tet nhit tring | c6ng tring Tho Ché | Ngudi
Chudt nhit tring 1 1/2 1/4 1/7 1112
Chudt c8ng tring 2 1 1/2 1/4 1/7
Tho (khi, méo) 4 2 1 3/6 1/3
Cho 7 4 5/3 1 1/2
Nguoi 12 7 3 2 1

2.3. Dang thudc dy dinh ding cho ngudi 12 dang nao, thi khi thyc nghiém cing

phai dimg dang thude d6. Vi dy, nuéc hiim, nudc sic, cao 1ong, cao dic, cao
mém, cao khé, phan doan chiét (chidt bing dung méi gi) hosic hoat chét tinh
khiét.

- Néu l1a hoat chat tinh khiét, thi liéu tinh theo g/kg ho#ic mg/kg hoat
chat tinh khiét, c6 néu rd 1a hidu sudt hoat chit trong dude lidu la
bao nhiéu %.

— Né&u la cao mém, cao khd, hofic cdc dang bao ch& (vién nén, vién bao,
vién nang...) ti cao: mém, cao khé, thi lifu nén tinh theo g/kg hosc
mg/kg theo cac mém, cao khd, c¢6 ndu rd 13 hiéu sufit cao mém, cao khé
chi&t duge 14 bao nhiéu % so véi duge liéu khé.
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~ Néu la nuéc ham, nude sée, cao edn, cao 18ng, thi nén tinh lidu quy ra
dugc 1iéu kho. .

2.4. Duong ding thudc cho ngudi dy dinh 1a gi (uéng, tiém dudi da, tiém bép thit,
tiém phic mac, tiém tinh mach), cling phai diing cho déng vat thuc nghiém
dudng ding d6, trit nhiing trudng hgp die bist.

2.5. Vi 12 ngudi Vigt Nam, nén khi dé cap d&n ngudi 16n, ta 1dy ngudi dai dién cho
da s8 1a ngudi cao 1,60 m; cAn ning 50 kg va ¢6 dién tich bé mat co thé 14 1.5
m®*. N&u la ngudi 6 chidu cao va can ning khac, ta tinh dién tich bé mit ca thé
theo toan dé trong tai liéu [2] hodc dung "Bang tinh dién tich mit co thé ngudi
theo chiéu cao va cin nang".

2.6. Phai quyét dinh xem diing mé hinh thyc nghiém nao d€ chitng minh tac dung
duge ly dinh nghién cttu, va thi nghiém trén con vat ndo (chudt, thd, méo, khi,
ché...).

2.7. Nghién cttu dugc 1y va 14m sang 1a nghién cfiu trén co thé sinh vat va ngudi.
Do tinh d#c thii cia céc ca thé sinh vat, nén phuong phap chung néu & day, chi

ding cho da s& cac trudng hop, va khong tranh dudgc cac trudng hgp ngoai 18;
cang nhu mdt thube chita mot bénh nao d6, khéng phai bao gid ciing khéi
100%, ma c6 thé ¢6 mdt s6 trudng hop khdng khoi.

IIl. PHUONG PHAP XAC PINH LIEU €O HIEU QUA CHO MOT
THUOC MGI

3.1. Bude 1. Xac dinh LDy,

Phai xéc dinh LDy, clia thudc méi d6 theo phudng phép di ghi trong sich
"Phuong phap xéc dinh dfe tinh cdp clia thude” [1}. Vi dy, dua vao phuong phap xac
dinh dgc tinh céip cta thube trong tai lidu 1], di xac dinh duge LD;, cia mét sf
thudc (bang 2). Chi § v& dudng ding thude (udng, tiém phic mac, tidm tinh
mach...) phai ding dudng ma du kién sé& ding trén ngudi (ngoai ra, cé th& dung
thém céc dudng ding khic). Tuy nhién, trong mot s§ trudng hop, tuy dy dinh 12
tiém tinh mach cho ngudi, nhung chdp nhan tiém phic mac khi thit trén chugt
nhét tréng, vi tiém tinh mach cho chudt nhét tring, thao tac rat khé khi#in, khong
dat duge 4§ chinh xdc nhu tiém phic mae.
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Bang 2, Két qua xac dinh LD;, cia mét s6 thude
X Pudng dung thudc
50 Tén thudc Dong vt dinh Thit & LDso
TT th et (mg/kg)
cho ngudi | ddng vat
1 | Digitoxin Meo iv. iv. 0,180
2 | Methyldigoxin CNT udng ubng 7,8
3 | Meloxicam CNT udng udng 470
4 | Furosemid CNT uéng udng 2600
5 Cisplatin Chuét lang 1.v. L.p. 9,7
6 | Melphalan CCT 1v. 1p. 4,5
7 Vinblastin CNT Lv. 1.v. 17
8 | Vineristin CNT i.v. i.p. 5,2
9 | Cao la nang CNT udng udng 12430
Ghi cha:

1. Cao l& nang & day |a cao khd chiét bang nubc tif 14 cly nang hoa trdng (Crinum
asiaticum L.), ho Thiy tién {Amaryllidaceae). Lidu tinh theo cao khd, 1g cao khé tudng
duong 4g dudc lidu 1 kho.

2. CNT: la chudt nhit tring.

3. CCT: la chudt ¢8ng tring.

4. i.v.: & tiém tinh mach.

5. i.p.: 1a tiém phic mac.

3.2. Budc 2. Xac dinh md hinh va ddng vat thi nghiém duge 1y

Can ci vao loai thuée gi ma xac dinh md hinh thye nghiém duge 1§ cho thich
hgp, va mé hinh nay sl dung loai déng vat thyc nghiém nao (bang 3). Cac mé hinh
thyc nghiém & day la thi trén con vat thi nghiém. N&u thd trén 6ng nghiém hosc
trén cd quan cb 1ap, thi phai tinh toan theo phuong phap khéc.

N6i chung, mdt mé hinh thye nghiém duge 1§, chi néi 1én duge mdt khia canh

tac dung ctia thude. Vi vay, trong nghién citu duge 1y, véi mot thude nao dé, thudng

phai thit trén nhiéu mé hinh thuc nghiém khac nhau, trong 46 ¢6 nhimg md hinh
néu duge tac dung chinh vi cé nhitng mé hinh ¢é tdc dung bé trg.
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Bang 3. M6 hinh va déng vit thuc nghiém duoc Iy
Sé N " . I = . Ddng
Tén thude Loai thudc M5 hinh thuc nghiém A
TT : : ? vat tho
1 | Digitoxin Trg tim Téng stlic co tim (ting bién 4o Meéo
song R trén ECG)
2 | Methyldigoxin | Trg tim Tang sfic co tim (tAng bién dd Tho
song R trén ECQ)
3 | Meloxicam Chéng viém Téac dung chéng vidm cép tinh, CCT
man tinh
4 | Furosemid Lai tiéu Tac dung Igi tiéu CCT
5 | Cisplatin Chida ung thu | U bang do t& bao sarcoma-180 CNT
6 | Melphalan Chita ung thu | U cg dii do t& bao sarcoma-180 CNT
7 | Vinblastin Chita ung thu | C4y bach cdu bi bénh dong CCT
lympho-15631
Vineristin Chila ung thy | Carcinom bang Ehrlich CCT
Cao 14 nang Chita u tuyén | U tuyén tién liét do testosteron | CCT
tidn list 80-100g

3.3. Budc 8. Tinh liéu an toan khi thi nghiém duge ly

Trong séch "Phudng phap x4c dinh dde tinh cfp ctia thude" [1] dé nédu rd, khi da
xac dinh duge LDy, thi li€u thit nghiém duge 1y tuong ddi an toan bing 1/10 LD, 6
cing mét loai dong vat va cing mdt dudng dung thuée. Do d6, tir lidu LD,, da xac
dinh dugde d bang 2, ta tinh ra duge 1iu an toan khi thit nghiém duge 1§ (Ds) bing
1/10 LDg,. Trong bang 4, céc iri s§ & cot 4 bing 1/10 cac s§ lidu tuong Gng § cot 6
cia bang 2; cac s6 liéu & cdt 5 duge 14y tit cdt 5 cha bang 3. Bay gid, ta xac dinh cée
s0 liéu & cdt 6 ctia bang 4.

Trudng hgp néu thi tac dung duge 1y trén loai déng vt d4 xéac dinh LDy, thi ta
ding ngay lifu & cit 4 cla bang nay lam lidu an toan 4é thi tac dung duge 1y, nhu
truong hgp cta digitoxin. Nhung & hdu hét cac trudng hgp, dong vat dung trong
thyc nghiém duge 1y khac véi dong vat dd ding dé xac dinh LD, Vi vay, ta phai
dung phép ngoai suy, chuyén tit lifu thyc nghiém dugc ly an toan cho con vat da
xac dinh LDy, sang liéu thyc nghiém dugc 1y an toan cho con vat trong thi nghiém
duge 1y & c6t 6 cha bang 4, bng cach ap dung céc hé 56 6 bang 1. Sau diy la céc
trudng hgp cu thé.
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Digitoxin

Xac dinh LD,, 6 méo, chuyén sang thuc nghiém duge 1§ ciing thit trén méo, do
d6 hé sg 1a 1, va liéu thyc nghiém duge 1§ an toan & méo 1a 0,018 mg/kg.

Methyldigoxin

Tit chudt nhit tring sang thd, hé s6 14 1/4 (xem bang 1), nén liéu thuc nghiém
duge 1§ an toan cho thé 1a Ds = 0,78 x 1/4 = 0,195 mg/kg.

Meloxicam

T chu$t nhét tring sang chudt céng tring, ta c6 hé 86 1a 1/2 (xem bang 1),
nén liéu thyc nghiém duge 1y an toan cho chudt céng tring 1a Ds = 47 x 1/2 =
23,5 mg/kg.

Furosemid

Ciing tit chudt nhét trdng sang chudt cdng tréing, ta c6 hé s§ 1/2, nén lidu thi
nghiém dudgc 1y an toan cho chudt céng tréng la Ds = 260 x 1/2 = 130 mg/kg.

Cisplatin

Tit chugt lang sang chuét nhét tring, trong bang 1 khong c6. Nhung trong
bang 1 ta théy, tit chudt céng tréng sang chuft nhét trdng, hé s 1a 2 va tit thé sang
chudt nhit tring hg s 1a 4. Chudt lang cé thé trong 1a 350 - 500g, nén cé hé s6
nidm giita 2 va 4, nhung gin 2 hon. Ta ch&p nhan & day hé s 1a 5/2, thi lidu thye
nghiém dugc 1y an toan cho chudt nhit trdng s& 1a Ds = 0,97 x 5/2 = 2,425 mg/kg.

Melphalan

Tit chudt edng tréng sang chudt nhét tring, ta ¢6 hé s§ 2, nén liéu thi nghiém
dugc 1y an toan d chudt nhét tring 1a Ds = 0,45 x 2 = 0,90 mg/kg.

-

Vinblastin

T chudt nhét trdng sang chudt cong tréng, ta c6 hé s 1/2, nén lidu thuc
nghiém duge 1§ an toan & chudt céng tring 1a Ds = 1,7 x 1/2 = 0,85 mg/kg.

Vincristin

T chudt nhét tring sang chudt cdng tring, ta c6 hé s6 1/2, nén lidu thye
nghiém dudge 1y 6 chudt nhét tring 1a Ds = 0,562 x 1/2 = 0,26 mg/kg.

Cao ndng hoa tring

Trong bang 1 ta thdy, ti chugt nhét trdng sang chudt cong tréng c6 thé trong
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150 — 200g c6 hé s6 1a 1/2. Nhung ¢ ddy, ta diing chugt cdng tring 80 — 100g, nén hé
0 nay phai 16n hon 1/2. Ta 4p dung hé s5 2/3, ta ¢6 lidu thyc nghiém duge 1y an
toan cho chudt cdng tring 80 — 100g 1a Ds = 1243 x 2/3 = 829 mg/kg.

Bang 4. Liéu an toan khi thit nghiém dugec 1y

S6 Tén thude Dong vat | TriséDs DPong vat | Triso Ds
TT thi LDy, (mg/kg) | thitdugely | (mg/kg)
(1) (2) (3) 4) (5)" - (6)

1 Digitoxin méo 0,018 méo 0,018

2 | Methyldigoxin CNT 0,78 thd 0,195

3 | Meloxicam CNT 47 CCT 23,5

4 Furosemid CNT 260 CCT 130

5 | Cisplatin chudt lang 0,97 CNT 2,43

6 | Melphalan CCT 0,45 CNT 0,90

7 | Vinblastin CNT 1,7 CCT 0,85

8 | Vieristin CNT 0,52 CCT 0,26

9 | Caolanang CNT 1243 CCT 829

80-100¢g

3.4. Budc 4. Liéu c6 hidu qui & dong vat thi nghiém

Dé tinh liéu c6 hifu qué EDy, cin phai tién hanh kha nhidu thi nghiém,
Phuong phap xac dinh EDg, chinh xéic duge trinh bay & chuong 29. O day, ta coi lidu
thép nhét giy ra tac dung e6 ¥ nghia théng ké trén thyc nghidm 1a lidu ¢6 hidu qua
50% (EDy). Céc tri s8 ctia cft 4 bang 5 1a lidu an toan Ds khi bit ddu thit duge 1y,
dugc 14y tif cft 6 clia bang 4. Két qué xéac dinh liéu ¢6 hiéu qua EDy, dude ghi & ct 5
cua bang 5. Ta xét cac trudng hgp cu thé,

Digitoxin
Thit trén méo, tiém tinh mach véi lidu 0,018 mg/kg thay cb téc dung co bép co

tim, duge biéu hién bing ting bidn df séng R trén dién tim d8. Khi gidm lidu con
0,009 mg/kg, tac dung khong con rd. Nhu vay, lidu ¢6 hidu qua 12 0,018 mg/kg.

Methyldigoxin

Cho thé uéng véi liéu 0,195 mg/kg, tdc dung bifu hién qua manh. Dung lidu
gidm con 1/2 1a 0,100 mg/kg, tac dyng vAn con rd. Nhung khi gidm lidu con 0,050
mg/kg, thi tac dung khong eon. Nhu vay, liéu ¢6 hiéu qui 1 0,100 mg/ke.
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Meloxicam

Thit trén chudt cong tring véi lidu 23,5 mg/kg, tic dung chéng vidm qua manh.
Thit véi cac liéu gidm con 12 mg/kg; 6 meg/kg; 3 mg/kg, tham chi dén lidu 1,5 mg/kg,
tac dung vén con, tuy yéu. Nhung néu gidm dén liéu 0,75 mg/kg thi tac dung khéng
con. Nhu vay, liéu cé hidu qua 1a 1,56 mg/kg.

Bang 5. Liéu c¢6 hiéu qua khi thit nghiém duge ly

S ) 3 Di}ng‘vz}it Lif;u an toan bi‘t Liéu ¢6 hiéu c_lua
TT Tén thudc thi déau tha duge ly trén thyc nghiém
nghiém Ds (mg/kg) ED;, (mg/kg)
1 Digitoxin Méo 0,018 0,018
2 | Methyldigoxin Thd 0,195 0,100
3 | Meloxicam CCT 23,5 1,5
4 | Furosemid CCT 130 8
5 | Cisplatin CNT 2,43 20
6 Melphalan CNT 0,90 3,6
7 i Vinblastin CCT 0,85 1,7
8 | Vieristin CCT 0,26 0,40
9 {Caolanang CCT 829 210
80-100g
Furosemid

Thit véi lidu 130 mg/kg trén chudt cdng trdng thay tac dung lgi tifu qua manh.
Giam lidu dén cac lidu 65 mgky; 32 mgkg; 16 mg’kg, thim chi dén liéu 8 mg/kg
vin con c6 tic dung lgi tiéu ré. Nhung khi gidm cdn 4 mg/kg thi tac dung khong
con. Nhu vay, lidu co hidu qua 13 8 mg/kg.

Cisplatin

Thit véi lidu 2,43 mg/kg, khdng thay c6 tac dung ré trén u bang thyc nghiém 6
chudt nhit trdng. Liéu nay 1a liéu tuong dét an toan, nhung khéng cé tac dung. Vi
vay phai ting liéu dén 5 mg/kg, rdi 10 mg/kg, nhung vln chua thay tac dung rd.
Ting dén liéu 20 mg/kg, mdi thdy o tic dung, nhung 6 liéu nay da théy chudt o
hién tugng nhiém déc. Ta duge lidu 6 hidu qud 1a 20 mg/kg.
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Melphalan

Dung liéu 0,9 mg/kg, khéng thay bidu hién déc, nhung chua thay ¢6 tac dung rd
trén u dui thuc nghiém & chudt nhét tréng. Tang 16n dén lidu 1,8 mg/kg, thay c6 tac
dung, nhung chua c6 § nghia. Phai dén liéu 3,6 mg/kg mdi thay c6 tac dung ro. Véi
liéu nay, chudt da thdy c6 biéu hién dgc. Nhut vy, lidu ¢6 hidu qua 1a 3,6 mg'kg,

Vinblastin

Diing liéu 0,85 mg/kg, khéng thiy déc, nhung tée dung chua rd trén t€ bio ung
thut bach cAu da cdy ching. Tang dén lidu 1,7 mg/kg, méi thdy tac dung rd, nhung
cling thdy c6 biéu hién déc. Nhu vay, lidu cé hidu qua la 1,7 mg/kg.

Vincristin .

Dumng liéu 0,26 mg/kg, khong thay chudt cdng tring bi nhiém doc, c6 thiy tac
dung trén carcinom nhung y&u. Ta c6 thé coi nhu Jiu c6 hiéu qua la 0,26 mg/kg,
nhung hoi gugng ép. Tang 1én liéu 0,52 mg/kg, tac dung rit rd, nhung c6 biu hién
déc. Ta cting c6 thé cot Lidu c6 hidu qua trong truéng hgp nay 12 0,52 mg/kg. Dé cho
chinh x4c hdn, trong trudng hgp ny, ta nén nghién citu thém mét lidu trung gian
12 0,40 mg/kg va théy ciing c6 tac dung rd. Nhu vay, lidu c6 hidu qua trong trudng
hgp nay la 0,40 mg/kg (nhung ta ciing c6 thé 14y lidu c6 hiéu qua 1a 0,26 mg/kg hoiic
0,52 mg/kg).

Cao ld néng

Dung liéu ctia cao 1a 829 mg/kg, thiy tac dung ic ché u tuyén tién 1t rét rs.
Giam lLiéu con 415 mg/kg, tac dung vin con khé, tham chi gidm dén liu con 210
mg/kg, tic dung vAn con, tuy yéu. Nhung néu gidm liéu con 100 mglkg thi khéng
con tac dung. Nhu vy, li€u c6 hidu qua 1a 210 mg/kg.

IV. XAC DINH TINH AN TOAN CUA THUGC

4.1. Budc 1. Tinh liéu ¢6 hiéu qua twong dudng cho con vit da thi
ddc tinh cap

Liu ¢6 hiéu qua tudng dudng tinh cho con vat d thl doc tinh cip duge trinh
bay ¢ bang 6. Trén bang nay, ¢t 3 va 4 12 &y ti cot 3 va 5 clia bang 5, cit 5 12 cot 3
clia bang 2. Biy gid ta tinh cAc trj s§ cdt 6 cira bang 6, dya vao cac hé s§ & bing 1.
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Bang 6. Lidu ¢6 hiéu qua tuong dudng
tinh cho con vat thit ddc tinh cap

A o .a 24 Liéu c6 hiéu qua tuong
Liéu ¢6 hiéu qua trén . -
S5 thuc n hiém duong tinh cho con vét
T'(I)‘ Tén thude ve nghis thit déc tinh eap
Con vit EDg Con vit EDy
tha (mg/kg) tha (mg/kg)
1 Digitoxin Meéo 0,018 Meéo 0,018
2 | Methyldigoxin Tho 0,100 CNT 0,40
3 | Meloxicam CCT 1,5 CNT 3,0
4 | Furosemid CCT 8 CNT 186
5 | Cisplatin CNT 20 Chudt lang 8
6 | Melphalan CNT 3,6 CCT 1,8
7 | Vinblastin CCT 1,7 CNT 3,4
8 | Vicristin CCT 0,40 CNT 0,8
9 | Cao la nang CCT 210 CNT 315
80-100g
Ta c6:

Tl méo sang méo, hé s61a 1
Ti thd sang chudt nhit tring, hé s'1a 4

t

Tit chudt cong trdng sang chudt nhét tréng, hé s51a 2

Tit chudt nhiét tring sang chudt lang, hé s61a 2/5
Tit chudt nhét tring sang chudt cdng tring, hé sd'1a 1/2
Tit chudt cong tréng 80-100g sang chudt nhét tréng, hé sd 1a 3/2

4.3. Budc 2, Tinh chi s6 diéu tri

Chi s8 diéu tri duge tinh dua vao LDy va EDy, clia ciing mét loai dong vat va
cing mjt dudng ding thude. Theo tai liéu [1], chi &8 diéu tri I duge tinh theo cong
thitc sau:

_1D,,

b= %D,

Ta &p dung cdng thic trén dé tinh chi s diéu trj cho cac thufe nghién ctu
(bang 7). Trong bang 7, cac tri s§ d cot 3 va 4 duge 18y tit cHt 5 va 6 cda bang 6. Cot
5 1a tri s8 LD, dugc 14y tit cit 6 clia bang 2. Nhu vay, tri s6 clia mdi hang § ¢6t 6
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(bang 7) bing thuong s6 cta tri s§ § cot 5 chia cho tri s& ciia ¢ft 4 cing hang. Tix d6,
ta ¢6 bang 7 hoan chinh.

Bang 7. Chi 88 diéu tri cha cac thudc nghién cttu

,fj;, Tén thude C‘;‘l’lf‘f’t (lfg?;“g) (;g?i?g) I,
1 | Digitoxin Méo 0,018 0,180 10
2 | Methyldigoxin CNT 0,40 7.8 19,5
3 | Meloxicam CNT 3,0 470 157
4 | Furosemid CNT 16 2600 162
5 | Cisplatin Chuft lang 8 9,7 1,2
6 | Melphalan CCT 1,8 4,5 2,5
T | Vinblastin CNT 3,4 17 5
8 | Vicristin CNT 0,8 5,2 6,5
9 | Cao la nang CNT 315 12430 40

4.8. Buoc 8. Xac dinh tinh an toan ciia thude

Theo tai ligu [1], ching ta bi&t rdng, mét thudc goi 12 an toan bao git ciing phai
kém theo diéu kién 14 v6i lidu ding 12 bao nhiéu. Trong trudng hgp ta nghién citu &
diy, viéc ban luln tinh an toan 1 trén cd 538 diing lidu c6 hidu qua (EDy).

Ciing theo tai lidu [1], néu chi s6 didu tri 16n hon 10 (I, > 10) thi thude ding
tuong d6i an toan, va néu Iy cang 16n han 10, thi thudc cang an toan. Tit bang 7,
meloxicam va furosemid c6 tri s8 I rdt I6n (157 va 162), nén 1a thude rit an toan.
Céc thude methyldigoxin va cao khd 14 nang ciing c6 chi s8 didu tri 16n (19,5 va 40),
nén ciing & nhiing thudc an toan khi ding.

Ciing theo tai ligu {1], nhitng thuéc ¢6 chi s& didu tri bing ho#ic nhé hon 10
(Is < 10) chi duge diing trong diéu tri, néu:

- C6 tac dung diéu tri rd rét.
— Chua tim duge thudc khéac thay thé.
- Khi dung phai theo d&i chit ché dé xi tri kip thdi khi cé tai bién

Digitoxin 1a thudc c6 chi s§ diéu trj bing 10 (I, = 10). Truée dav, chua c6 thude
thay thé, nén duge dung nhiéu. Nhung nay ft diing vi 43 ¢6 thude ¢6 tac dung, lai ¢6
chi 88 diéu trj cao hon. D sao, véi chi s§ diéu tri 1a 10, digitoxin 13 mét thude tuong
ddi an toan.



366 PGS. TSKH DO TRUNG DAM

Cac thudc chila ung thu vincristin, vinblastin, dic biét 13 melphalan va
cisplatin ¢6 chi sé diéu tri rdt nhd, 1a nhiing thudec khéng an toan. Nhung do ¢é tac
dung diéu tri rd rét trén mot sé loai ung thu, méa chua tim dude thude khac t6t hon
dé thay thé&, nén vAn con duge ding. Tuy vay, khi dung phai hét stic than trong va
phai ¢6 thay thudc theo ddi ch#it ché. Nhat 1a cisplatin, chi s8 diéu tri 1a 1,2, néu
tiém nhanh thi chic chén giy nguy hai dén tinh mang. Vi vAy, phai pha vao dich
truyén, tiém truyén cham kéo dai 6 - 8 gid, hoac phai chia lidu cé hidu qua ra 4 — 5
ngay lién tiép. Thuc t&, cisplatin chi dude ding trong mot s6 loai ung thu di di ciin,
va di tro vi cac thudc chila ung thy khac.

V. TINH LIEU €O HIEU QUA TUGNG DUOGNG TREN NGUGT

Sau khi d3 xac dinh duge thude cé tac dung duge 1y va xic dinh duge tinh an
toan cua thudc, 6 thé chuyén sang thi 1am sdng trén ngudi. DE c¢6 phudng hudng
ding trong viéc chon liéu dimg ban d4u trén ngudi, cAn phai ngoai suy tit liéu ¢
hiéu qua trén déng vat thuc nghiém sang liéu ¢6 hidu qua tudng dudng trén ngudi.
Trong bang 8, cac tri s6 & cdt 3 va 4 1a lidu ¢6 hidu qua trén dong vat thye nghiém
duge 18y tii cdt 3 va 5 clia bang 5. Cot 5 clia bang 8 12 li€u ¢6 hiéu qua tusng duong
cho ngudi duge tinh nhd 4p dung cac hé s6 ¢ hiéu qua tuong dudng ghi 6 bang 1.

Bang 8. Lidu ¢6 hidu qud tdong duong trén ngudi
cua eac thude nghién cimm

Liéu c6 hiéu qua | Lidu c6 hidu qua twong duong
Sé . trén thyc nghiém trén ngudi
TT Tén thude Dong EDy mg/ngudi .
vatthi | (mgkg |"F*%| s0kg mefm
1 i Digitoxin Meéo 0,018 0,006 0,3
2 | Methyldigoxin Tho 0,100 0,033 1,65
3 | Meloxicam CCT 1,5 0,214 10,7
4 | Furosemid CCT 8 1,143 57
b | Cisplatin CNT 20 1,67 83,6 55,7
6 | Melphalan CNT 3,6 0,3 15 10
7 | Vinblastin CCT 1,7 0,243 12 7,7
8 | Vincristin CCT 0,40 0,057 2,85 1,86
g | Caola nang CCT 210 - 23,3 1165
80-100g
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Ta thay:

- Tiu thé vao méo (meo coi nhu tudng dudng vdi thd) sang ngudi, hé sb la
1/3.

~  TUu chudt cong tréng sang ngudi, hé s81a 1/7

~ T chudt nhat trdng sang ngudi, hé s6 1a 1/12

- Véichuft cong tréng 80 - 100g, ta dp dung hé s6 1/9.

Tit d6, tinh ra cac tri s6 cia cot 6 (bang 8). Tri 56 6 mbi hang 1a tri s6 & ¢t 5
cing hang nhén véi 50.

D&i véi cdce thude chifa ung thu, ¢6 chi s6 didu tri thap, liéu ¢6 hidu qua kha gin
v6i lidu doc. DE giAm bét tai bién khi diing cho céc ngudi ¢6 chidu cao va cAn niing
khac nhau, nén dung liéu tinh theo mg/m? dién tich bé mit co thé.

Nhu trén da trinh bay, véi ngudi 16n ctia Viét Nam c¢6 cin ning 1a 50 kg va
chiéu cao 12 1,60 m, thi dién tich bé mit co thé 12 1,5 m? (¢6 thé ding bang hoic
ding toan dé nhu trong chuong 30 va tai lidu {2]). Cot 7 clia bang 8 1a lidu tinh
theo mg/m?® cita mdt 8§ thude chita ung thu. Tri s6 & mbi hang 1a tri s8 & cot 6
cing hang chia cho 1,5.

Céc liéu ghi & ¢ot 5, 6 va 7 1a lifu ddu tién dé thi nghiém trén ngudi. C6 nhidu
nha nghién ciu than trong hon, ldn d4u tién chi diing lidu bing nita lidu c6 hidu
qua tuong dudng, roi sau d6, néu chua ¢é tac dung va chua ¢6 doc, méi tang lidu 1én
ddn cho d&n liéu an toan va ¢6 tac dung & ngudi.

VI. TRUGNG HQP XAC PINH POC TiNH CAP, NHUNG KHONG TiM
PUGC LDy,

Trong tai liéu [1] d& ghi r3, ¢ nhitng nghién ciu doc tinh cdp, nhung lai khéng
xéc dinh duge LDy, C6 thé gip hai trudng hop:

1. Da thi dén liéu ¢6 dong vat thi nghiém chét, nhung khéng ¢6 lidu nao dat
miic d§ chét 100% ho#ic gin 100%. Khi d6, tuy khéng xéc dinh duge LDy, nhung ta
véin xac dinh duge lidu t5i da ma khéng c6 con vat nao chét, goi 12 lidu dudi 1iéu chét
{(infralethal dose) va duge ky hiéu 1a liéu LD,

Trong nghién citu, d€ xac dinh LD;, thi thong thudng LDy, gip 2 - 3 1dn LD,.Vi
viy, liéu tusng déi an toan Ds ding cho thyc nghiém duge 1y ban ddu duge 1y gia
trj 1/5 LD, (néu xac dinh duge LDy, thi liéu Ds bing 1/10 LDg). Sau d6 vén tién
hanh nhu d& mé ta theo cac bude 8 trén.
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2. Trudng hgp tat ca céc liéu da thd déu khong c6 con vat nao chét, thi Lidu 16n
nhét da thit D,,, chua chic 14 liéu LD, va lidu tuong 461 an toan Ds ding cho thye
nghiém dugc Iy ban ddu c6 thé diung bing 1/5 D, hoic 16n hon 1/5 D, 1a tiy theo
kinh nghiém ctia nha nghién citu duge 1y.
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CHUONG 29

CACH XAC PINH LIEU EDy,

PGS.TSKH. P Trung Pam

I. DAI CUGNG

1.1. Thé& néo la liéu EDy,

Mgét chat S, néu khong ¢6 mét tac dung E ndo d6, thi du dung véi bift ci lidu
nao ciing khéng ¢6 tac dung dé hojc khong cé hidu qua dé. Con néu dung lidu qua
cao, con vt cé thé bi ngd déc hotic bj chét. Nhu vay, khéng thé xac dinh dugce lidu co
hid¢u qua caa chat 8 d6, hay néi mjt cach khac 13 chat S khong ¢6 hidu qua hoic
khéng c6 tac dung ma ta dinh nghién citu.

M¢t thude D, néu 6 tac dung, vi du téc dung ha sdt, tac dung ha huyét ap, tac
dung cudng tim, tac dung gidm dau..., thong thudng, néu ding lidu rat thé&p, thi
ciing khong c6 téc dung. Tang liéu 1én dén, thi dén mft liéu ndo d6, s& ¢6 con vat
thé hién duge tac dung. Liéu I6n nhét cia mot thude khong gay tac dung trong thi
nghiém & mjt lodi dong vat nao d6, ngudi ta quy udc goi la ED,. Néu ting lidu thém
thi s§ con vat thé hién tac dung ciing ting. Dén mdt liéu ndo 46, thi 100% con vat
déu thé hién tac dung. Liéu thép nhdt, giy ra tic dung ho#ic gy ra hidu qua & tat
ca céc con vat thi nghiém goi 1a ED,,,. Tuy nhién ciing ¢6 mét s§ thudc khi tang lidu
Ién, s6 con vat thé hién tac dung vAn khéng duge 100%, nhung néu tang liéu hon
niia lai gdy ddc, tham chi gay chét dong vat thi nghiém, D6 thudng la nhing thude
ma lidu c6 hidu qua (hoiic 1iéu c6 téc dung) gn véi lidu déc va lidu chét,

Ngudi ta quy udc goi EDy, 1a 1iu ¢6 higu qué (effective dose) § 50% con vat
thi nghiém.

1.2. Nhu thé nao goi 14 ¢6 hiéu qua (hodc cé tac dyng)

Dé xac dinh duge li€u ED,, trong méi trudng hgp, phai quy dinh nhu thé nao 13
¢6 higu qua. Trong thi nghiém ha s6t ching han, ta quy dinh, vi du, nhiét d6 cd thé

24 PPNC.A
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giam 0,8°C tré lén la ¢é hiéu qua, thi nhitng con vat thi nghiém ma nhiét 46 giam
dudi 0,8°C dude coi 12 khong cé tac dung hogc khéng c6 hidu qua. Trong trudng hgp
thi nghiém nghién cfu tac dung ha huyét 4p chéng han, néu quy dinh huyét 4p ha 20
mm Hg trd 1én méi cot 1a ¢6 hidu qua (¢6 tac dung), thi nhitng trudng hgp thi nghiém,
huyét 4p giam dudi 20 mm Hg dude coi 1a khong cé hiéu qua (khong ¢6 tac dung).

1.3. Nguyén tic x&c dinh EDy,

—  Xac dinh EDjy, 1a tim lidu c6 hidu qué 6 50% s& con vat thi nghiém.

Céc con vat duge chia thanh nhiéu 16 tuong ty nhau.

M3i 16 ding mét lidu tinh theo kg thé trong. Céc 16 khac nhau diung lidu
khéc nhau chét dinh nghién eitu.

P4nh gia theo nguyén tic "cé hosic khéng" (c6 hiéu qué hodc khong c6
hidu qui) & méi 16.

1.4. S& lugng con vat cho méi 16

88 lugng t81 thidu cdc thi nghidm cho méi 16 vAn chua théng nh4t. Theo ching
t6i, 86 lugng t&i thidu cdc thi nghiém cho mdi 16 1a 6. T4t nhién, s thi nghiém cho
m3i 16 cang nhidu thi thi nghiém cang chinh xAc. S8 thi nghiém & méi 16 nén bing
nhau, nhung ciing ¢6 thé khéng bing nhau.

1.5. S& 16 thi nghiém

S§ 16 thi nghiém it nhat 1a 4, trong d6 c6 mot 16 ding liéu ED, va mét 16 ding
lidu ED,q,. Giita 2 16 trén, phai c6 it nhdt 2 15 nita, diing 2 liéu khic nhau trong
khoang ED, va ED,q. Trudng hop khéng xéc dinh duge lidu ED,q thi c6 thé ding
liéu c6 hidu qua ti 70% trd 1én ciing duge.

1.6. Budc nhay liéu

Budc nhay liéu (khoang cach giita 2 liéu ké ti€p nhau) thuéng ding hdn kém
nhau 1,5 lan. Liéu lén bing khoang 1,5 1dn liéu nhé ké sat, hogc lifu nhd bing
khoang 70% liéu 1dn ké sat.

1.7. Tham do liédu ban diu

Day 1a budc rit quan trong, ciing nhu trudng hgp tham do liéu khi xac dinh déc
tinh c&p. N&u khéng tham dd ma lam ngay, thi d& xay ra 8 - 4 16 thi nghiém déu c6
tac dung 100% ho#c déu khéng ¢6 tac dung. Nhu vay, rdt tén kém ma vin khong
thu duge két qua.

24 PPNC-B
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D€ tham do, ding 2 thi nghiém véi mdt lidu lugng nao d6. Néu két qua ca 2 thi
nghiém déu c6 tac dung, thi thim do 2 thi nghidm khéc vdi lidu giam di 2 14n (liéu
biing nita lidu ln trude). N&u ca 2 thi nghiém déu khéng c6 tde dung, thi tham do 2
thi nghiém khac vdi liéu gap déi.

Th&m dé nhu vay, cho d&n khi th&y mét 1iéu lam mot thi nghiém ¢6 tac dung va
mdt thi nghiém khéng ¢6 tac dung, thi 14y liu d6 lam lidu co sd, rdi diung mot s§
liéu lon hon theo cdp s6 nhdn, ¢6 edng boi 1,5; cho dén mot 118u giy tac dung & tét
ca cdc thi nghidm (ED,q) ho#c bit ddu gy doc cho con vat. Péng thii, ding mot s§
liéu nhé hon theo c&p s6 nhan cé cong bdi 1a khodng 0,7 (lidu nho bang khodng 70%
liéu I8n ké sat), cho dén mot liéu ma tat ca cée con vat d8u khéng c6 tac dung (ED,).

Ciing ¢6 truong hgp dung mot 1iéu cho 2 thi nghiém thdy déu c6 tac dung, khi
gidm liéu di con mot nla, ca 2 thi nghiém lai déu khéng c6 tac dung. Trong trudng
hgp nay, ta ldy lidu 6 tac dung lam lidu cd sd, rdi tién hanh nhu trén.

I1. CACH XAC DINH ED,,

Ta lay 2 vi du.

2.1. Vi du 1. Xac dinh EDy, vé tac dung chéng loan nhip tim ciia
propranolol tiém tinh mach trén mé hinh gay loan nhip tim
bing BaCl, & thé

2.1.1. M6 hinh thuc nghiém

Trong thi nghidém nay, giy logn nhip tim cho thd bing dung dich BaCl, 2% tiém
tinh mach vanh tai liéu 4 mg/kg thi sau 10 gidy dén 1 phit, loan nhip tim s& xust
hién va kéo dai trung binh 26 phit. Sau khi tidm BaCl, duge 2 phiit, néu tiém tinh
mach propranolel, loan nhip tim s& gidm ho#ic m4t di, vi propranolol 1a thude chéng
loan nhip tim.

Tuy theo liéu propranolol, loan nhip tim cé thé khong bi anh hudng, c6 thé
gidam, ¢6 thé mat di trong mét thdi gian, c6 thé mat hoan toan hosic néu dung liéu
qua 16n 6 thé giy doc va chét dong vat thi nghiém. 8§ di ¢6 trudng hgp sau khi
tiém propranolol, loan nhip tim mét di duge m&y phit, réi loan nhip tim lai trd lai,
vi propranolol lam mét loan nhip tim, nhung do ta ding lidu thap, nén tac dung
lam mét loan nhip tim citia propranolol chi kéo dai duge m&y phit, sau dé khong
con ¢6 tac dung niia, trong khi tac dung gay loan nhip tim cta BaCl, van con, do d6
loan nhip tim lai xuit hién trd lai,
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2.1.2. Quy dinh nhu thé nao la propranolol ¢6 tdae dung chéng loan
nhip tim

Ta ¢6 thé quy dinh, chi nhitng trudng hgp mat loan nhip tim hoan toin mdi
duge cot nhu ¢6 tac dung chéng loan nhip tim. Nhung nhu vay, ta phai dung liéu
kha cao va khéng phl hop véi thuc t€, vi & ddy ta chi diing thudc mét 1dn, trong khi
trong diéu tri, ta phai ding thudc nhiéu l4n trong ngay va phai diung nhiéu ngay.
Vi vay, & ddy, ta quy dinh la sau khi ding propranolol, néu loan nhip tim mdt di
trong thoi gian 2 phiit trd lén, thi coi nhu thi nghiém c6 tdc dung.

2.1.8. Thim do liéu ban dédu

Trong thi nghiém nay, vi dy, ldn dau tién, ta thit 2 thi nghiém trén thd véi lidu
propranolo] 12 0,5 mg/kg déu khéng thay cb tiac dung. Ta ting lidu 1én gip déi, ding
lidu 1 mg/kg cho 2 thi nghiém, cling déu khéng cé tic dung. Tiép d6, ta lai ding liéu
gip ddi nita 12 2 mg/kg cho 2 thi nghiém, thay 1 thi nghiém khéng c6 tac dung va 1
thi nghiém ttc ch& duge loan nhip tim 3 phit chidng han. Theo quy dinh & trén, thi
néu thude lam m4t loan nhip tim duge 2 phit trd 18n 14 6 tac dung. Nhu vay, liéu
2 mg'kg cho két qua 12 1 thi nghiém c6 tdc dung, 1 thi nghiém khéng ¢é tac dung,
nén ta 14y lidu 2 mg/kg 1am cd 88, réi tién hanh 8 thi nghiém, thay 5 c¢6 tac dung
chéng han. Ghi k&t qua vao bang 1.

Tiép d6, dung lidu gip 1,5 lan lidu 2 mg/kg titc 1a lidu 3 mg/ke, thit trén 8 thi
nghiém, ta dude 7 thi nghiém cé tie dung. Ting liéu 1én gap 1,5 14n nita, ta duge
lidu 4,5 mg/kg, cling tht trén 8 thi nghiém. Thay ca 8 thi nghiém déu cé tac dung,
ta c6 ED, = 4,5 mg/kg. Do d6, khong cdn phai thi nghiém véi liéu téng thém hon
niia, Ghi céc két qua vao bang 1.

Sau d6, ciing vén 1y lidu 2 mg/kg 1am cd 88, ding lidu th&p biing 70% liéu nay,
tite 1a lidu 1,4 mg/kg, thi v6i 8 thi nghiém, thdy 3 trutng hgp ¢ tac dung. Gidm
liéu tiép nita, ta duge lidu 0,98 mgke (1,4 x 70%), ta quy tron, ding liéu 1 mg/ke,
thii trén 8 thi nghiém, thdy tdt ca cac thi nghiém déu khéng c¢6 tac dung, nén
ED, = 1 mg/kg. Ghi cac két qua thu duge vao bang 1. Nhu viy, ta c6 bang 1 nhu sau:

Bang 1. Tac dung chong loan nhip tim cfia propranolol
trén loan nhip tim do BaCl,; ¢ tho

Lo Liéu propranolol S6 thi nghiém da S6 thi nghiém
(mg/kg) tién hanh cb tac dung
1 1 8 ' 0
2 1,4 8 3
3 2 8 5
4 3 8 7
5 4,5 8 8
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2.1.4. Tinh EDy,

Sau khi dé ¢6 bang trén, ta dé dang tinh EDy, theo cac cach tinh khac nhau,
nhu phuong phap Behrens, phudng phap Spearman-Karber, phuong phap Behrens-
Karber, phuong phap Reed-Muench, phuong phap Bliss, phudng phap Miller-
Tainter, phuong phap Thompson, phudng phap Lipschich, phuong phap Litchfield-
Wilcoxon, phuong phép Perchin, phuong phap Behrens-Schiosser, gidng hét nhu
cach tinh LDj;, (xem sach "D6 Trung Dam, 1996". Phuong phép xac dinh dgc tinh
cdp cua thude, Nxb Y hoc).

Sau déy, xin trinh bay mét cach tinh ED,, ma theo ching téi 14 don gidn nhdt,
d6 1a phuong phap Behrens-Karber. day, chiing tai chi tinh tri 8§ cia EDy, chit
khong tinh sai s& chuéin ctia EDg,. Theo phuong phap Behrens-Karber, ta lap bang
2 nhu sau:

Bang 2. Tinh ED;, clia propranolol theo
phuong phap Behrens-Karber

géy loan nhip tim bing BaCl,  tho 1a EDg, = 1,97 mg/ke.

EDyg, duge tinh theo céng thite sau:

EDﬁo = EDIOU ==

> ad

n

EDy= 4,5 - 2,53 = 1,97 mg/kg

2.1.5. Két lugn

Ay ‘n S trung
| Ligu | SOthi | ggos | Hiu2 | o 6 the | Tich s&
La nghiém . liéu ké . o
{mg/kg) (n)‘ tac dung ti&o () dung ¢ 2 liéu ad
p k& tidp (a)
1 1 8 0 - - .
2 1,4 8 3 0,4 1,5 0,6
3 2 8 5 0,6 4 2,4
4 3 8 7 1 6 6
5 4.5 8 8 1,5 7,5 11,25
Zad = 20,25

Véay, liéu ¢6 hiéu qua chéng loan nhip tim 50% ctia propranolol trén mé hinh



374 PGS. TSKH. DO TRUNG DAM

2.2. Vi du 2: Xac dinh EDg, tac dung ha glucose huyét ctia glibenclamid

trén mé hinh giy ting glucose huyét biing alloxan & chudt céng tring

22,1, M5 hinh thye nghiém

Dang chudt cdng tring khoé manh, khéng phan biét duc cai, cin ning 130 -
200g. Gay téng glucose huyét bang cach tiém trong mang bung dung dich alloxan
monochydrat 10%, pha trong nudc mudi sinh 1y, Héu 150 mg/kg. Sau 7 ngay, glucose
huyét ting 1én tit khoang 4,3 mmol/lit (77,4 mg/dl) 1a trang thai glucose huyét binh
thuong, 1én 11,0 mmol/lit (198 mmol/dl) hosc hon. Dung glibenclamid thi glucose
huyét sé giam vi glibenclamid 12 thuée 1am ha glucose huyét. Tay theo lidu
glibenclamid, glucose huyét & chudt cdng tréng cé thé khéng bi anh hudng, cé thé
giam it ho#ic nhiéu; con néu ding liéu qua cao sé giy tut glucose huyét ¢6 thé din
dén chét.

2.2.2. Quy dinh thé nago la glibenclamid ¢6 tde dung hg glucose huyét

Ty theo ngudi nghién citu, ¢6 thé quy dinh glucose huyét ha 1,0 mmol/lit
(18 mg/dl) 12 ¢6 tac dung; nhung ciing c6 thé quy dinh glucose huyét phai ha 1,5
ho#c 2,0 mmol/lit mdi cé hidu qua tac dung. Tuy nhién, diéu nay phai xuit phat
tit thue t&. Néu tinh trung binh khi glucose huyét ha 1,0 mmol/iit, nhung sy ha
d6 dd c6 ¥ nghia thong ké, thi nén quy dinh ha 1,0 mmoel/lit 13 ¢é hidu qua. Néu
quy dinh ha 1,5 hozc 2,0 mmol/lit méi ¢6 hiéu qua, s& rdt khé dat dén midc cb
hidu qué 100% (ED,0).

Trong mé hinh nay, khi glucose huyét ha 1,0 mmol/lit (18 mg/dl), ta cé thé coi
nhu thudc c6 hiéu qua, vi alloxan giy tang glucese huyét rat manh, va vi thude ha
glucose huyét phai ding nhiéu ngay, trong khi 6 day, ta dung ¢é 1 lan. Mat khac,
thugc t&, néu thit mdt 1iéu nio dé trén nhiéu con chudt, glucose huyét trung binh ha
duge 1,0 mmol/lit (18 mmol/dl), thi so véi trude khi ding thude, néu tinh toan, s&
thay su khac nhau ¢6 ¥ nghia théng ké.

T6m lai, trong thi nghiém nay, ta quy dinh 12 sau khi tiém alloxan dugc 7 ngay,
ta dinh lugng glucose huyét, rdi ding glibenclamid, v sau khi ding glibenclamid
duge 2 gid, ta lai 14y mau dinh lugng glucose huyét. Néu glucose huyét sau khi
ding glibenclamid ha duge tit 1,0 mmol/lit (18 mg/dl) tré 1én, thi coi nhu trong thi
nghiém, thude c6 hidu qué tac dung.

2.2.8. Thdm do liéu ban déu

Vi du, 1an thi nhat, ta dung glibenclamid cho 2 thi nghiém véi liéu 25 mg/kg,
thdy ca 2 thi nghiém, glucose huyét d&u gidm hon 1,0 mmol/lit. Ta phai thim do
lan 2 v6i 2 thi nghiém, dung liéu bing mot nda, tic 14 12,5 mg/kg, lai thay cd 2 thi
nghiém, glucose huyét d8u gidm 16n hon 1,0 mmeol/lit. Ti€p tuc gidm liéu xudng con
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2.2. Vi du 2: Xac dinh EDg, tac dung ha glucose huyé&t ctia glibenclamid

trén mé hinh giy ting glucose huy&t bing alloxan & chuét céng tring

2.2.1. Mé hinh thye nghiém

Dung chudt cong tring khoé manh, khong phan biét duc cai, can ning 130 -
200g. Gay tang glucose huyét bdng cich tiém trong mang bung dung dich alloxan
monohydrat 10%, pha trong nudc muéi sinh 1§, liéu 150 mg/kg. Sau 7 ngay, glucose
huyét ting 1én tit khoang 4,3 mmol/lit (77,4 mg/dl) 14 trang thai glucose huyét binh
thudng, 1én 11,0 mmol/lit {198 mmeol/dl) hodc han. Dung glibenclamid thi glucose
huyét s& giam vi glibenclamid 1a thudc 1am ha glucose huyét. Ty theo liéu
glibenclamid, glucose huyét d chudt cdng tring cé thé khong bi anh hudéng, c6 thé
giam ft hodc nhiéu; con néu dung liéu qua cao s& giy tut glucose huyédt c6 thé ddn
dén chét.

2.2.2. Quy dinh thé nao lé glibenclamid ¢6 tde dung ha glucose huyét

Tuy theo ngudi nghién citu, ¢6 thé quy dinh glucose huyét ha 1,0 mmol/lit
(18 mg/dl) 1a c¢6 tac dung; nhung ciing c¢6 thé quy dinh glucose huyét phai ha 1,5
ho&c 2,0 mmol/lit mdi ¢6 hidu qua tiac dung. Tuy nhién, diéu nay phai xuit phat
tit thue t&. Néu tinh trung binh khi glucose huyét ha 1,0 mmol/lit, nhung sy ha
a6 da c6 ¥ nghia thong ké, thi nén quy dinh ha 1,0 mmel/lit 12 ¢é hiéu qua. Néu
quy dinh ha 1,5 hoac 2,0 mmol/lit méi ¢6 hiéu qud, sé rat khé dat d&n mic cé
hidu qua 100% (ED,g).

Trong mé hinh nay, khi glucose huy&t ha 1,0 mmol/lit (18 mg/dl), ta ¢6 thé coi
nhu thudc c6 hiéu qua, vi alloxan giy téng glucose huyét rit manh, va vi thude ha
glucose huyét phai diing nhiu ngly, trong khi § day, ta ding ¢6 1 1dn. Mt khéc,
thyc t&, néu thit mét lifu ndo d6 trén nhiéu con chuft, glucose huyét trung binh ha
duge 1,0 mmol/lit (18 mmol/dl), thi so véi truée khi ding thudc, néu tinh toan, sé
thay su khaec nhau ¢6 ¥ nghia théng ké.

Tém lai, trong thi nghiém nay, ta quy dinh 1 sau khi tiém alloxan duge 7 ngay,
ta dinh lugng glucose huyét, réi dung glibenclamid, va sau khi dung glibenclamid
dude 2 giv, ta lai 14y mau dinh lugng glucose huyét. Néu glucose huyét sau khi
ding glibenclamid ha duge tit 1,0 mmol/lit (18 mg/dl) trd 1én, thi coi nhu trong thi
nghiém, thude ¢6 hidu qua tac dung.

2.2.3. Thdm dé liéu ban déu

Vi dy, 1an thit nhét, ta diing glibenclamid cho 2 thi nghiém véi liéu 25 mg/kg,
thdy ca 2 thi nghiém, glucose huyét déu gidm hon 1,0 mmeol/lit. Ta phai thim do
14n 2 v6i 2 thi nghiém, ding liéu biing mdt nua, tic 12 12,5 mg/ke, lai thdy ca 2 thi
nghiém, glucose huyét déu gidm 16n hon 1,0 mmol/lit. Ti€p tuc giam liéu xudng con
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2.1.4. Tinh EDy,

Sau khi da c6 bang trén, ta d& dang tinh EDg, theo cdc cich tinh khac nhau,
nhu phuong phép Behrens, phuong phép Spearman-Karber, phudng phap Behrens-
Karber, phuong phap Reed-Muench, phuong phép Bliss, phuong phap Miller-
Tainter, phuong phap Thompson, phudng phap Lipschich, phudng phép Litchfield-
Wilcoxon, phuong phap Perchin, phuong phap Behrens-Schlosser, gidng hét nhu
cach tinh LDg, (xem sach "D Trung Dam, 1996". Phuong phép x4c dinh doc tinh
¢4p caa thude, Nxb Y hoc).

Sau déy, xin trinh bay mét cach tinh ED, ma theo chiing t5i la don gidn nhat,
d6 14 phuong phap Behrens—Karber. O day, chiing tdi chi tinh tri s6 cia EDsg,, chit
khéng tinh sai 88 chuéin clia EDy,. Theo phuong phép Behrens-Karber, ta 1ap bang
2 nhu sau:

Bang 2. Tinh EDg, cha propranolol theo
phuong phap Behrens-Karber

ED;, duge tinh theo céng thite sau:

EDg = EDygp = -

> ad

n

EDg = 4,5 - 2,63 = 1,97 mg/kg

2.1.5. Két lugn

: . 848 trun
1y | Liéu nsgif:“n S5c6 | 1ac2 | pinh o6 tigf Tich s&
(mg/kg) (n). tac dung £i&p (d) dggg.(i 2 liéu ad
ké tiép (a)
1 i 8 0 - -
2 1,4 8 3 0,4 1.5 0,6
3 2 8 b 0,6 4 24
4 3 8 7 1 6 6
b 4,5 8 8 1,6 7.5 11,25
Zad = 20,25

Vay, liéu ¢6 hidu qua chéng loan nhip tim 50% c@a propranolol trén mé hinh

gdy loan nhip tim biing BaCl, 6 thé 1a EDy, = 1,97 mg/kg.
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mét nita, tic 1a 6,256 mg/kg, ta 14y trén 14 6 mg/kg cho 2 thi nghiém, thay két qua
nhu sau:

— Trong thi nghiém thi nhat, glucose huyét 7 ngay sau alloxan 13 13,32
mmol/lit, va glucose huyét 2 gid sau glibenclamid la 11,77 mmol/lit. Tinh ra,
glucose huyét gidm 1,55 mmol/lit. Do d6, trong thi nghiém nay, glibenclamid ¢6
higéu qua tac dung.

— Trong thi nghiém thi 2, glucose huyét 7 ngay sau alloxan 1a 12,05 mmol/lit,
va glucose huyét 2 gid sau glibenclamid 13 11,07 mmol/lit. Tinh ra, glucose huyét
ha 0,98 mmol/lit, thdp hon quy dinh 0,02 mmol/lit. Do dé, trong thi nghiém nay,
glibenclamid khéng ¢6 hiéu qua tic dung.

Nhut vay, thit v6i lidu 6 mg/kg cho 2 thi nghiém, thiy 1 thi nghiém cé hiéu qua
va 1 thi nghiém khéng ¢6 hiéu qua, nén ta lay liéu 6 mg/ke 13 lidu ¢o s4.

Liéu 6 mg/kg 12 1ifu co 4, ta da thit duge 2 thi nghiém. Ta thi thém véi lidu
ndy 4 thi nghiém nita, thdy cé 3 thi nghiém c6 tac dung va 1 thi nghiém khéng c6
tac dung. Nhu vay, vdi lifu 6 mg/kg, thit 6 thi nghiém, ¢6 4 thi nghiém c6 hidu qui
tae dung. Ghi két qua vao bang 3.

Téng li€u 1én 1,5 14n thanh 9 mg/ke, thit 6 thi nghidm, thdy 5 thi nghiém c6
hiéu qua tac dung. Ting tiép liéu 1én 1,5 l4n nita, ta duge lidu 13,5 mg/kg, thi 6 thi
nghiém, thiy ca 6 thi nghiém déu 6 hiu qud tac dung. Ta ¢6 ED,, = 13,5 mg/ke.
Ghi k&t qua vao bang 3.

Ti€p d6, ciing 14y liu 6 mg/kg 1am liéu cd s8, ding lidu thap bing 70%, ta duge
lidu 4,2 mg/kg, thi 6 thi nghidm, thay 2 thi nghidm c6 hiéu qua téc dung. Gidm tiép
1iéu cdn bing 70%, ta duge lidu 2,98 mg/kg, 14y tron la 8 mg/kg, thit 6 thi nghidm,
thay khong 6 thi nghiém nao ¢6 hiéu qui tac dung. Ta cé liéu ED, = 3 mg/kg. Ghi
cée két qua thu duge vao bang 3.

T cac k&t qua thu duge trong thuc nghiém, ta ¢6 bang 3 nhu sau:

Bang 3. Tac dung ha glucose huyé&t caa glibenclamid trén
ting glucose huyét do alloxan & chudt cong trang

Lo Liéu glibenclamid | S& thi nghi¢m S6 thi nghiém
(mg/kyg) dd tién hanh cd tic dung
1 3 6 0
2 4,2 6 2
3 51 6 4
4 9 6 5
5 13,5 6 6
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2.2.4.. Tinh E.Dso

Nhu trén da trinh bay, ¢6 nhiéu cach tinh EDy,. Chiing t6i xin trinh bay ¢ day

cach tinh ma ching téi cho 14 don gidn nhat. D6 14 phuong phap Behrens-Karber.
Vi & day, chi ¢6 § dinh tinh tri s& ciia EDg chit khdng tinh sai s8 chufn caa ED,,
nén ta 1ap bang 4 nhu sau:

Bang 4. Tinh ED,, caa glibenclamid theo

phuong phap Behrens-Karber

1 . S6 trung
. Lidu | DO I ggogtac| HU2 | 4 cotae | Tich
Lo nghiém liéu ké . i
(mg/kg) dung . dung 2 liéu | sé ad
(n) tié€p (d) e
ké tiép (a)
1 3 6 0 - - -
2 4,2 6 2 1,2 1 1,2
3 6 6 4 1,8 3 5,4
4 9 6 5 3 4.5 13,5
5 13,5 6 6 4.5 5,5 24,75
Zad = 44,85

EDg duge tinh theo cdng thic sau:
Y ad

n

EDw = EDIDO -

Do dé: EDy, = 13,5 - 7,48 = 6,02 mg/kg.

2.2.5. Két luan

Liéu ¢6 hiéu qua ha glucose huyét 50% cta glibenclamid trén mé hinh gdy ting
glucose huyét béing alloxan & chudt c8ng tring 13 EDg, = 6,02 mg/kg.

TAI LIEU THAM KHAO

Db Trung Pam (1996), Phudng phap xac dinh djc tinh cfp cla thude, NXB Y hoc,
Ha Néi.
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CHUONG 30

PHUONG PHAP NGOAI SUY
LIEU CO HIEU QUA TUGNG DPUONG
GIUA NGUOI VA PONG VAT THi NGHIEM

PGS.TSKH. P Trung BPam

Mjt thude trude khi duge st dung, phai nghién citu trén dong vat thi nghiém,
nhung két qua lai phdi dua vao sl dung trén ngudi. Mét trong nhitng diéu kién
quan trong la phai x4c dinh liéu cé tic dung t&i wu ding cho ngudi (cé hiéu qua
nhﬁ't‘, nhung lai khong dgc). Vi vay, phép ngoai suy tit cac két qua thi nghiém véi
dong vat chuyén sang ngudi c6 mot ¥ nghia rit quan trong,

Trong nghién citu thyc nghiém ciing nhu trong thyc hanh, ngudi ta bidt rd lidu
ding c6 hiéu qua trén ngudi bao gid ciing th4p hon trén dong vat thi nghiém, néu
tinh liu cho 1 kg cdn ning. Nhiing nghién citu duge 1y thye nghiém ciing cho thay,
théng thudng & nhiing con v4t nh, lidu ¢6 hiéu qua tinh theo mét don vi cin ning,
cao hdn ¢ nhiing con vat lén.

Véy ddu 12 nguyén nhén ctia nhiing khac biét trén? Tim ra nguyén nhén sé
ghip ta ngoai suy duge liéu ¢6 hidu qua tuong duong tir dong vit thi nghiém sang
ngudi, déng thdi ciing ngoai suy dudc lidu ¢6 hiéu qua tuong duong tir con vat nay
sang con vit khie,

I. CAC YEU TO ANH HUGNG DEN LIEU CO HIEU QUA TUONG
DUONG GIUA CAC LOAI BPONG VAT

1.1. Sy chuyén héa thuéc

Y&u t6 ddu tién ngudi ta nghi dén 1a sy chuyén héa thuse. Thusc bign héa cang
nhanh thi litu ding phai cang l6n méi dat duge hidu qud va dac biét 1a dat duge
khoéng thdi gian tac dung cé ¥ nghia.
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Méi tuong quan gida hiéu qua tac dung duge ching minh trong thi nghiém véi
meperidin. Ch& phAm nay 14 mdt thude giam dau gAy nga ¢6 hiéu qua & ngudi,
nhung ¢6 hidu qua kém & ché, vi thude bi chuyén héa nhanh trong cd thé ché. Vi dy,
trong co thé ngudi, 1 gid, thude bi chuyén héa 17% lidu ding, con & chd la 70%.
Chuft nhét tréng c6 khoi lugng nhd hon, su bién héa meperidin cén dién ra véi téc
d6 16n hon nhidu. Ciing nhu vay, phenylbutazon 1a thudc bién ddi cham trong co thé
ngudi, nhung chuyén héa nhanh trong cd thé thd, chudt lang va ché, diic biét la
chuyén héa rit manh trong co thé chudt nhit tréng.

Théng s& phdn anh sy bién déi caa thude 12 nta ddi chuyén héa (metabolism
half-life) ctia thudc trong huyét tuong. Brodie (1962) da x#c dinh nita ddi chuyén
héa cua thude, tite 14 thoi gian cdn dé thude trong huyét tuong bién héa mat di mét
niia cua hexobarbital (bang 1).

Bang 1. Nwta d3i chuyén héa, thdi gian tdc dung va néng 48 giy ngh
c(a hexobarbital & cac loai dong vat khac nhau (theo Brodie, 1962)

A -

Kh6ilugng | Niaddi | Théi gian ti‘;‘;gn‘?:u
Loai déng vit trung binh | chuyén héa | tac dyung lite tinh
(kg) {(phuat) (phut) (mg)

Chudt nhét tring 0,02 19 12 89

Chuft cong tréng 0,2 60 49 64

Tho 2 140 90 57

Cho 10 260 3156 18

Ngudi 70 360 ' - 20

Qua bang 1, ta thay, néi chung, ddng vat cé khéi lugng cang nhé, thi nia doi
chuyén héa cang nhd, tic 14 toe 49 bién héa thude cang 16n.

1.2. Néng d9 t8i thiédu c6 hi¢u qua trong huyét tuong

Déy ciing 14 mét nguyén nhan rit quan trong. Chiing ta biét rd ring, ¢ ddng
vAt ndo ma ndng &% t&i thidu cha thudc c¢é hiéu qua trong huyét tuong cang 16n, thi
cang phai diing liéu cao hon méi dat duge ndéng d6 cé higu qua do.

Brodie (1962) da xAc dinh ndng dé hexobarbital trong huyét tudng caa con vat lic
b4t ddu tinh sau khi ngl. Néng db nay, ro rang 14 ndng db ti thidu ¢6 hidu qui gdy nga
cla hexobarbital trong huyét tuong (bang 1). Bang 1 cho thiy, & cic con vat nhé, ndng do
hexobarbital trong huyét tuong lic con vat bit ddu tinh 1én hon & cac con vat on. Tuy
nhién, ¢ ddy c6 ngoai 18 1a ndng do hexobarbital lic tinh & ché lai thap hon 8 ngudi.
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1.3. Thdi gian c¢6 hiéu qua tac dung

Thai gian ¢6 hidu qua tac dung (vi du nhu trudng hgp hexobarbital) 13 thdi gian
ma con vat ngi. Thoi gian nay thudng phu thude vao lidu ding. Néu lidu eAng cao
thi thoi gian ¢6 higu qua téc dung thudng lén, va néu qua cao, con vat s& chét. Bang
1 ciing cho ta thay, véi mgt liéu vita 0 gdy nga, thi thdi gian c6 hiéu qua téc dung
& con vat nhd ngén hon & con vat lén.

1.4. Sy hd hap té& bao

Nhu trén da néu, néi chung, & nhiing con vat nhs, chuyén héa thuse thuong
16n. Sy chuyén héa nay cé lién quan véi mic dé trao ddi chét va cing lién quan dén
sy hé hép cla cic mb. Kreds (1950) da xac dinh hoat dong hé hép ¢ mét s6 md cla
nhing dong vat khac nhau trong thi nghiém 4t cdt in vitro thong qua nhu ciu si
dung oxy (mV/kg/gid) tinh theo trong lugng khé cha cac md (bang 2).

Bang 2, Hoat dong hd haip & cac md ciia cac dong véit khic nhau
trong thi nghiém trén 14t cit in vitro (Kreds, 1950)

Lodi (ian Nhu cau oxy (mg/kg/gid) theo khéi lugng khé
déng vat lzig)g Nio thtfq::thén Gan | Léach | Phéi
Chugt nhit 0,02 32,9 46,1 23,1 16,9 12,0
Chudt cong 0,21 26,3 38,2 17,2 12,7 8,6
Chuét lang 0,51 27,3 31,8 13,0 11,6 8,5
Thé 2,0 28,2 - 34,5 11,8 14,2 8,0
Méo 2,7 28,9 22,7 13,2 8,4 3,9
Ché 15,9 21,2 27,0 11,7 6,6 4,9
Citu 49 19,7 27,5 8,5 6,9 5,4
Bo 420 17,2 23,5 8,2 4,4 4,3
Ngua 625 15,7 21,7 5,4 4,2 4,4

Qua bang 2, ta thay, trit mét s6 ngoai 18, cdn néi chung, hé hap t& bao cia cac
mé khéac nhau nhu no, vé thugng than, gan, lach, phdi déu ¢6 khuynh hudng giam
di 6 cAc con vat cang 16n.

Bang 2 cling cho th4y, nhu cdu oxy cda vé thugng thén 14 cao nhit trong s6 b co

quan nghién cttu. Sau dé, dén nio, réi gan, va cudi cing 1a lach va phéi.
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1.5. T khd&i (theo %) cha ndi tang so vdi co thé

Khi dénh gi4 sy hé hdp t& bao déi véi chuyén héa thude, néu chi tinh cudng do
trao d6i chit thong qua nhu cdu oxy cla mdt don vi khoi lugng ndi tang thi chua
d%, ma con phai xét d&n ty khéi noi tang so vdi khéi lugng co thé (bang 3), vi mot
loai déng vat ¢6 cd quan, vi du, gan ching han, ¢6 hoat déng hd hap cao, ciing tic 12
¢6 nhu céu oxy cao tinh theo mét don vi khéi lugng ciia gan, néu ty khéi gan, so véi
co thé lai cao, thi hoat dong hé h&p tinh theo mdt don vi khdi lugng co thé sé 16n.

Bang 3. Ty khéi (theo %) cia mét s& ndi tang so vdi co thé
d mot s6 déng vit va ngudi

Loai dong vt Lach Gan Théan
Chu6t nhit tring 0,5 5,6 1,7
Chudt céng tréng 0,3 3,4 1,1
Méo 0,3 3,6 1,0
Ché 0,25 2,8 0,3
Ngugi 0,2 2,4 0,4

Bang 3 cling cho thay, trit mt vai ngoai 1§, néi chung, dong vat cang nhd thi ty
khéi elia ndi tang so vdi cAn ning cd thé cang ldn.

1.6. Su sinh nhiét

Né&u xuét phat tit nhitng diéu kién thidt yéu ctia sy chuyén hoéa thi khi xac dinh
lidu ¢6 hidu qua tuong duong cua thudc déi vdi cac loal ddng vat khac nhau, ré rang
12 phai tinh toan dién céc théng s& dic trung, mot mit 14 cudng d9 trao ddi chat
lidn quan d&n tinh dic hidu ctia chiing, mit khéac 1a khéi hugng co thé.

Trong s& nhilng cai chung nh4t, chi s6 todn dién ctia sy trao di chat, trude hét
1a chuyén héa cd ban, dugde tinh theo sy tidu hao nang lugng trén chdc phén sinh Iy
guan trong clia sy sdng va cac qua trinh héa sinh trong diéu kién nghi hoan toan,
nhiét d$ thich hgp va khéng #n udng gi. D9 16n cia né phy thude vio tinh dic higu
chia loai, tudi con vat va lién quan véi khéi lugng co thé.

Néi chung, chuyén héa co ban & loai ¢6 va tinh theo khéi lugng cd thé ¢ thé
dudge bidu thj bdng coéng thitc sau day cha Brodie v Proctor (1932) va cia Kleiber
(1952);

H = aW®?
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trong dé: H: sy sinh nhiét;
W: khéi lugng cd thé;

a: hé 86 ddc trung cho mét loai dong vat.

Vi 6 mi clia khéi Iugng co thé nhé hon 1, nén néu tinh trén mét don vi khéi
luong, thi s6 lugng trao ddi chat (cting 1a chuyén héa cd ban holic sy sinh nhidt) §
con vét 1dn va ngudi thdp hon, cdn con vat nhé thi chuyén héa cd ban cao hon.

1.7. Dic trung cta ty thé

Khi nghién citu sy phy thugc H = aW*™ vé& sy sinh nhiét (ciing 1 sinh nang
lugng t& bao), Smith (1956) da thay cé su lién quan gitia khéi lugng co thé va mot s5
thdng s8 v& chitc nang va hinh thai cita ty thé, 1a bd phan cfu tric dudi t& bao, tryc
tiép ddm bdo phdn ning hugng clia co thé do sy oxy héa trong t& bao.

V& vin dé nay, tac gid d4 nghién clu t8 chic gan clia 4 lodi dong vét 13 chuft
cdng tréing, th, ciru va bé (bang 4), vi gan 12 cd quan chil y&u dam nhan nhiém vu
chuyén héa thude.

Bang 4. M6t s6 dic trung ty thé chia gan 4 loai déng vt (Smith, 1956)

Dic diém ty thé Cl}.“@t Thé Citu Bé
cong

Khéi ludng gan (kg) : 0,01 0,064 0,636 | 6,07
Lugng ty thé trong 1g gan (x 109 89 47 50 38
Tdng s6 ty thé trong gan (x 10") 9,4 30 313 2376
Khéi lugng 1 ty thé (mg x 107 3,6 3,9 4,7 5,4
Dién tich m#t ngodi 1 ty thé (um? 10,8 11,8 13,2 14,5
Nhu cdu oxy 1 ty thé (ml/gié x 1072 19,6 14,7 15,2 15,4

Béng 4 cho thdy, d6i v6i 4 thong s6 14 khéi lugng gan, tdng s6 ty thé c6 trong
gan, khéi lugng 1 ty thé va dién tich miit ngodi clia mét ty thé, thi con vat cang to,
¢6 tri s6 cang 16n. Nhung vi liu lugng thudc, ching ta thudng tinh theo mdt don vi
khéi lugng cg thé, nén & day, s6 lugng va kich thuédc ty thé ciing phai tinh theo mot
don vi khéi lugng co thé ciia con vat, thi méi phan anh diing duge su chuyén hoa
thudc cling nhu sy hé hip t& bao. Dic biét & day, ching ta thdy, néu tinh s6 lugng
ty thé trong 1g gan, thi nhiing con vat cang nhé, s§ lugng ty thé cang 16n.
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1.8. Cytocrom C

Mang ty thé chita hé enzym ho hip t& bao, ddm bdo cho qui trinh oxy héa.
Chinh & mang ty thé, xay ra phan ing oxy hda clia chu trinh tricarboxylic va oxy
héa acid béo.

Su phu thudc gita khdi ludng co thé va ty 1é cytocrom C trong mét s& cd

quan cua mét sd loat ddong vat did dude Rosenthal va Drabkin xac dinh tit nim
1943 (bang 5).

Bang 5. Nong dé cytocrom C trong mét s6 md clia mot s6
dong vat va ngudi (Rosenthal va Drabkin, 1943)

T8 chitc mé Loai déng vat HZ’?{L‘;E:;?E‘I’:;;“’
V6 thugng than Chubt nhit tring 1105
Tho 354
Ché 302
Ngudi 45
Vo dai nao Chu6t nhit tréng 479
Thé 252
Gan Chubt nhit tring 525
Tho 125
Ngua 24
Phi Thé 45
Nguoi 9

Bang trén cho thay, & cing mét loai cd quan, con vat cang nhé thi ham lugng
cytocrom C cang cao.

Hé cytocrom chi€m vi tri then chét trong mach hé hip va do d6 hoat dong cua
cdc enzym ndy cé thé duge ding lam chi s§ dic trung cho cudng d cla qué trinh
oxy héa. Ham lugng succinat-oxydase va malat-dehydrogenase cing tdng }én khi
chuyén tit loai ddng vat 16n dén loai dong vat nhé hon.

1.9. Khéi lugng cua thin

P51 v6i hdu hét cie thube, con dudng thai trit chd y&u 12 qua thén. Than cang
16n, hoat dong cang manh thi téc db loai trit thudc khéi cd thé cang nhanh va hidu
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qua tac dung ctia thudc cang giam. Do d6, than ciing 14 mdt yéu t8 dnh hudng dén
li€u ¢ hiéu qua tuong dudng gida céc con vat.

Trong khi nghién citu van dé nay, Adolph (1949) di xac dinh ring, déi véi cac
loai déng vat ¢é vi khac nhau, khéi lugng than W, (r 14 tit chit rein tiéng Phap c6
nghia 14 than) 1a mét ham s& cha khéi lugng cg thé va duge bidu thi bing cong thic
cling giéng nhu céng thitc xac dinh sy sinh nhiét theo khéi lugng co thé, chi khac §
s0 mil cia W.

W, = a, Wi
trong dé: W,: khé Jugng ciia than ;
W: khéi hugng co thé ;

a,: hé s6 clia than dic trung cho mét loai déng vat.

Khi khéi lugng cd thé ting 1én (& nhitng con vat 1én), vi du ting 10 1in ching
han, thi khéi lugng than ciing ting, nhung khéng ting duge 10 1an (vi s& mii cia
khéi lugng ¢ thé nhé hon 1). Do d6, ndu tinh t§ khéi clia than so véi khéi lugng co
thé, thi & con vat 16n s& gidm di so v&i & con vat nhé. D6 1a 1y do tai sao ma chuyén
héa thuéc & nhitng con vat nhé manh hon (néu tinh theo mot don vi khéi lugng co
thé), va do d6, lidu c6 hiéu qua tuong duong phai 1n han.

1,10, Dién tich bé mit cd thé

Trén ddy 12 mét s6 y&u t§ c6 anh hudng dén liéu cé hidu qua tuong ducng gita
cac loai dong vat khac nhau. Tuy nhién, trong thuc t€, méi phuong phéap déu c6
nhitng khé khin nhét dinh trong viée 4p dung. Vi thé, ngudi ta da ap dung mét
phudng phép tién lgi hon 1a tinh liéu c6 hidu qua tudng duong dua vao dién tich bé
mit co thé cia céc loai ddng vat khac nhau.

Dién tich b& mét co thé & dong vat 6 vi ¢6 lién quan chi#it ché véi chuyén hoéa co
bén, Trong khi viée hinh thanh ni#ng lugng tinh theo 1 kg khdi lugng & cac dong vat
¢6 vii ¢6 dj 16n khéc nhau, thi sy sinh nhiét tinh theo m{t don vj dién tich b8 mit co
thé lai cho k&t qua kha giéng nhau d6i véi nhiing dong vat khac nhau, Néi cach
khéc, dién tich b& mat co thé va si sinh nhiét clia co thé 1a ham s§ cha nhau 48 véi
kh&i lugng co thé va khéng phu thude véo loai déng vat. Sy sinh nhiét nay phan
anh sy trao d8i chat, sy hé h&p t& bio va ciing phan anh sy chuyén héa thude, nén
liéu c6 hidu qua tuong duong cta thudc tinh theo dién tich bé mit co thé c6 méi
tuong quan vé lugng tuong ty nhau va thuc t& 13 déng nhét khong chi véi cac loai
dong vat khéc nhau, ma ca cho ngudi niia (Berger, 1949; Noordwijk, 1964).
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Berger (1949) da lam thi nghiém vé tac dung giin cd cha mephenesin trén 4
loai ddng vat va trén ngudi. Xac dinh liéu ¢6 hiéu qua téc dung tuong dudng l1am
liét cg van hoan toan, éng thiy & chudt nhit trdng 13 200 mg/kg, & chudt céng tring
14 110 mg/kg, 9 thé 1a 50 mg/ke; & ché 12 30 mg/kg va 6 ngudi 1a 17 mg/kg. Nhu vay,
lidu c6 hidu qua tdc dung tudng dudng cia mephenesin & cic con vat khic nhau va
& ngudi, néu tinh theo mét don vi khél lugng co thé, thi rat khac nhau,

Ong da tién hanh can khdi lugng co thé va do dién tich bé mat ¢ thé cla ting

loai dong vAt vA ngudi, rdi tit @6, xéc dinh lidu c6 hiéu qui tac dung tuong duong
tinh theo 1 don vi dién tich b& mit co thé va dd thu duge k&t qua trong bang 6.

Bang 6. Liéu c6 hidu qua tuong duong cia mephenesin
ddi voi mot sO loai dong vat va ngudi (Berger, 1949)

Chuét | Chudt

Chi s8¢ nhit cong Tho Ché | Nguoi
tring trang

Liéu c6 hiéu qua tudng
dudng tinh theo 1 don vi 200 110 60 30 17
khéi lugng cd thé (mg/kg)
Kha lugng co thé (kg) 0,02 0,20 2,0 10,0 60
Dign tich co thé (em?) 66 336 1600 | 4670 | 16000
Liéu co hiéu qua tuong
duong tinh theo 1 don vi 0,061 0,065 0,062 0,064 0,064

dién tich cd thé (mg/em?)

Béng 6 cho théy, néu lidu Iugng duge bidu thi theo 1 kg khéi lugng co thé thi
lidu c6 hidu qua tudng dudng tinh tix con vat nhd dén 16n va réi @6n ngudi gidm di
(con vat cang 16n thi lidu cé hidu qud tudng dudng cang nhd). Vi du, & chudt nhit
trdng, liéu mephenesin cé hidu qua tudng duong, néu tinh theo 1 kg khél lugng co
thé, gdp gén 12 14n liu & ngudi, Tuy nhién, n&u tinh 1iéu lugng theo 1 don vi dién
tich bé mit co thé, thi lidu cé hidu qua tuong dudng clia mephenesin & chudt nhét
tréng c6 d6 16n xap xi va thuc t&€ giong nhu ¢ ngusi. Lumb (1964) ciing thu duge
nhitng két qud tuong tu déi véi 3 loai thudc gidn cd khac la d-tubocurarin,
succinylcholin va galanin.
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II. NGOAI SUY LIEU CO HIEU QUA TUGNG DUONG GIUA NGUOI
VA DONG VAT THI NGHIEM

Duya vao bang 6 va nhiéu thyc nghiém khac, ta c6 thé ngoai suy liéu c6 higu
qua tudng dudng ti¥ mét loai ddng vat ndy sang loai ddng vat khac ho#de sang ngudi
va nguge lai theo bang 7.

Bang 7. Hé s8 ngoai suy liéu c6 hidu qua tuong dudng
gitta cAc loai dong vat va ngudi

T Sane nh(é):‘,l rz‘gng 06:: :r?;ng Thé Ché | Ngudi
Chuét nhét tring 1 0,56 0,25 0,15 0,085
Chudt céng tring 1,82 1 0,45 0,27 0,15
Thé 4 2,20 1 0,60 0,34
Ché 8,67 3,67 1,67 1 0,57
Ngudi 11,76 6,47 2,94 1,76 1

Ap dung 1. Lidu c¢6 hiéu qué (vi dy c6 téac dyng ha s8t) cha thude A & chuft
cdng tréng 1a 15 mg/kg. Tinh liu c6 hiéu qua tuong duong cia thude A § ngudi?

Ta 14y § cft bén trai, hang chudt cong tring, d6i chifu sang ngudi, ta duge hé 86
0,15. Vay liéu ¢6 hidu qua ha s5t tuong dudng cha thudc nay & ngudi 1a:

15 mg/kg x 0,15 = 2,25 mg/kg
Néu ngudi ning 60 kg thi liéu ding cAn € ha s6t la:
2,25 mg/kg x 60 kg = 135 mg

Apd ung 2; Liéu dung c6 hiéu qua (v dy c6 téc dyng gidm dau) ctia thude B (vi
dy analgin) & ngudi 12 500 mg. Tinh liéu ¢6 hidu qua tuang duong cia thude B &
chu¢t nhét trdng? (V{ du khi nghién citu mét thuée xem c6 tac dung giam dau hay
khéng vA mudn dung analgin 1am thudc tham chifu && so sanh véi thude nghién
citu, thi phai tinh xem ding liéu analgin 12 bao nhiéu cho nghién citu thuc nghiém
¢ dong vat).

Li€u ding ¢ hiéu qui gidm dau cha thude B & ngudi 12 500 mg. Ta eoi nhu
ngudi can néng 13 50 kg, thi lidu diing c6 hidu qua gidm dau & ngudi tinh cho 1 kg
cén n{ng 14 10 mg/kg,

25 PPNC-A
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Trén bang 7, § ¢t bén trai ta 1y hang ngusi (hang duéi cling), d6i chidu sang
chuét nhét tring, ta duge hé s6 11,76. Vay lidu cé hidu qua gidm dau tuong duong &
chudt nhét trdng chia thude B 1a:

10 mg/kg x 11,76 = 117,6 mg/ky
Néu chugt nhit tring cin ning 20 g, thi liu ding cho mAt ~on chudt 1a:

117,6 mgkg x 20
1000

=2,352 mg
Dé cho gon, ngudi ta thudng ap dung cac hé s§ ngoai ..ay nhu § béng 8.

Bang 8. Hé s6 rat gon liéu c6 higdu qua tuong duong
gilta ngudi va mot s6 loai dong vat

Sang Chujt Chuét
nhit cong Thé Cheé Ngudi

T tring tring
Chuét nhét tréng 1 1/2 1/4 1/6 1/12
Chubt cong triing 2 1 1/2 1/4 1/7
Thé 4 2 1 3/5 13
Ché 7 4 5/3 1/2
Nguoi 12 7 3 2 1

Trén thyc t€, cac hé s8 ngoai suy clia thd ¢6 thé ap dung cho khi, vi ching c6
kich thudc tuong tu nhau (xem bang 9).

Sau day 134 mdt s§ 6 lidu trung binh vé khéi lugng cd thé cdn duge va dién tich
bé mit co thé do duge cia mdt s& déng vat thi nghiém va ngudi d€ ching ta tham

khéo (bang 9).

Bang 9. Khdi lugng va dién tich cd thé cua mot s6 dong vt va ngudi

Loai ddng vit Khéi lugng co thé (kg) | Dién tich co thé (cmY)
Chuét nhét tring 0,018 60
Chudt nhit tring 0,020 66
Chudt céng tring 0,150 250
Chudt céng tring 0,200 336
Thé 2,0 1600

25 PPNC-B
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Bang ¢ (ti&p theo)

Loai dong vat Khdi lugng cd thé (kg) | Dién tich cd thé (ecm®)
Khi 3,0 2400
Ché 8,0 4000
Ché 10,0 4670
Tré em 20,0 8000
Nguéi 16n 60,0 16000
Ngudi 16n 70,0 17000

Viée ngoai suy liu c6 hiéu qua tuong ducng giita ngudi va dong vat thi nghidm,
cling nhut giita cac loai ddng vat véi nhau 13 diing trong hdu hét cac trudng hgp. Tuy
nhién, d4y la linh vyc nghién citu trén co thé sinh vat, nén khéng thé tranh duge
céc ngogi 8. Vi vay, trong khi van dung, cdn phai canh gidc véi nhitng trudng hop
ngoai 1é nay,

I11. XAC DINH DIEN TICH BE MAT CG THE CUA NGUG1

Nhu da phén tich 6 trén va trong thyc hanh 1am sang, cach tinh lidu ding theo
dién tich bé mit co thé 1& phuong phéap tinh chinh xéc, va khi tinh liéu theo dién
tich bé mat co thé thi bat ky 1a ngudi cao to ho#ic lun bé, ké ca tré em déu chi dung
mét lidu duy nhit gidng nhau,

Nhung d6i véi nhitng thuée théng thudng, néu lidu déc cach xa lidu diing, ngudi

-ta vAn tinh liéu theo tudi hogic theo cAn niing. Tuy nhién @51 vdi nhitng thudc ma
liéu doc gin véi lidu cé higu qua nhu thuée chita ung thu ching han, thi phai tinh
liéu theo dién tich b& mat co thé.

Vige do dign tich b8 mit co thé 12 vige lam tudng d6i khé khin, nhung ngudi ta
da xfy dung duge nhiing céng thite, nhitng bang tinh ho#ic nhing toan dd dé tinh
dién tich bé m4t ca thé ngudi, dua vao khoi lugng co thé va chidu cao 1a cac thoéng s6
dé can do. Sau day 13 mét s phuong phap:

3.1. Xac dinh dién tich bé mit co thé ngudi bing cong thitc

Di¢n tich bé mit co thé ngudi theo can ning va chidu cao ¢6 thé tinh theo cong
thic ctia Dubois (Arch. Intern. med., 1916, 17, 863) nhu sau:

S - a.wﬂ.'l% , HIJ,TZE
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trong dé: S: dign tich b& mat cd thé, tinh theo cm? ;
a: hing s8 d6i v4i méi loai ddng vat. Véi ngudi, a = 71,84 ;
W: khéi lugng co thé, tinh bdng kilogam ;
H: chiéu cao, tinh bing cm.
Vi du: Tinh dién tich bé mit co thé cla mdt ngudi co chidu cao 1a 170 cm va cén
ning 13 60 kg.
Theo cach tinh théng thudng, ta phai logarit héa ca 2 v& clia phudng trinh trén,
ta duge:
log 8 =log 71,84 + 0,425 log 60 + 0,725 log 170

Ti d6, ta sé tinh duge log S 14 bao nhiéu. Sau dé, tra bang antilog, ta sé duge 8
14 bao nhiédu,

Trong vi du trén, ta cé:
log 5 =1,85637 + 0,425 x 1,77815 + 0,725 x 2,23045

=1,85637 + 0,75571 + 1,61708

= 4,22916
Tra bang antilog, ta s& duge 8 = 16950 em® = 1,695 m?
Ta ciing c6 thé tinh S bing thude tinh logarit, bing may tinh hosic may vi tinh

{mot s8 loai mdy tinh, may vi tinh c6 cai dit chuong trinh logarit).

3.2. Xac dinh dién tich bé mit co thé bing bang

C6 thé xac dinh dién tich bé mit cd thé ngudi biing bang 10.

Céch tra bang

Déi chidu hang doc 1A cin ning vdi hang ngang 1a chiéu cao 38 cho &8 li¢u dién
tich bé mét co thé tinh ra m®. Mt ngudi c6 cén ning 1a 60 kg va chidu cao 1a 1,70 m
s& ¢6 dién tich bé mit cd thé 13 1,70 m2
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Bang 10. Bing tinh dién tich bé mit co thé nguwdi (m?)
(Cao tit 50 dén 130 cm)
Chiéu cao
{cm)
- . 90 95 160 105 | 110 115 120 125 130
Can nang
{kg)
10 0,50 0,52 0,54 0,56
12,5 0,66 0,57 0,59 061 | 0,64
15 0,59 0,62 064 066 069 0,71 0,73
17,5 0,63 066 068 0,71 {0,73 0,76 0,78 0,80
20 0,67 0,70 0,72 0,75|0,78 0,80 0,83 0,85 0,88
22,5 6,76 0,79 (0,82 0,84 0,87 0,89 0,92
25 0,82 (0,8 0,88 0,91 094 0,96
27,5 0,86 1089 092 095 0,97 1,00
30 0,92 0,95 0,98 1,01 1,04
32,5 0,9 0,98 1,02 1,05 1,08
35 1,02 1,056 1,08 1,11
375 1,08 1,11 1,14
40 1,14 1,17
42,5 1,17 1,21
45 1,24
47,6 1,26
50 1,29
52,5
55
87,0
60
62,5
65
67,5
70
72,6
75

77,5
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Bang 11. Bang tinh dién tich bé mit cd thé ngudi (m?)
(Ngudi cao tit 135 dén 195 cm)
Chiéu

cao

(cm) | 135 140 145 150 155 | 160 165 170 175 180 | 185 190 1956
Cin
ning (kg)
10
12,5
15
17,5
20 0,90
22,6 0,956 0,97 1,00
25 0,99 1,02 1,04 1,07
27,5 1,081,061,08 1,11 1,14 | 1,16
30 1,071,101,131,151,18 | 1,21 1,24
32,6 1,111,14 1,16 1,191,22 | 1,26 1,28 1,31
35 1,141,171,201,23 1,26 | 1,291,32 1,36
37,5 1,171,21 1,24 1,27 1,30 1,33 1,36 1,39 1,42
40 1,211,241,271,30 1,33 | 1,37 1,40 1,43 1,46
425 1,241,271,301,34 1,37 |1,401,43 1,46 1,60 1,63
45 1,271,301,34 1,37 1,40 | 1,441,47 1,50 1,63 1,56
47,5 1,301,383 1,371,40 1,44 11,47 1,501,631,67 1,60 | 1,63
50 1,331,836 1,40 1,43 1,47 | 1,501,541,57 1,60 1,64 | 1,67 1,70
52,6 1,36 1,39 1,43 1,46 1,50 | 1,63 1,67 1,60 1,64 1,67 | 1,70 1,74 1,77
55 1,381,421,461,491,53 | 1,661,601,631,671,70 | 1,74 1,77 1,80
57,6 1,451,481521,56 ]1,591,631,661,701,74 | 1,77 1,80 1,84
60 1,471,511,551,69 | 1,62 1,66 1,70 1,73 1,77 | 1,80 1,84 1,87
62,6 1,641581,61(1,6561,691,721,761,79 | 1,83 1,871,91
65 1561,601,6411,681,721,751,791,82 | 1,861,950 1,94
67,5 1,631,67(1,711,741,78 1,82 1,86 | 1,90 1,93 1,97
70 1,651,691 1,731,77 1,81 1,85 1,89 | 1,92 1,96 2,00
72,6 1,7211,761,80 1,84 1,88 1,91 | 1,951,99 2,03
75 1,74 11,78 1,82 1,86 1,90 1,94 | 1,98 2,02 2,06
77,5 1,811,851,891,93 1,97 | 2,01 2,05 2,09
80 1,83 1,87 1,92 1,96 2,00 | 2,04 2,08 2,12
82,5 1,90 1,94 1,98 2,02 | 2,06 2,10 2,14
85 1,96 2,01 2,06 | 2,09 2,13 2,17
87,6 1,99 2,03 2,07 | 2,12 2,26 2,20
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Bang 11 (tiép theo)

Chiéu cao
{(cm)

Cin 135 140 145 150 155 | 160 165 170175 180 | 185 190 195
nang (kg)
90 2,062,101 2,14 2,18 2,22
92,5 2,082,12 | 2,17 2,21 2,25
95 2,15 (2,19 2,23 2,28
97,5 2,17 2,22 2,26 2,30
100 2,24 2,28 2,33
102,5 2,26 2,31 2,35
105 2,33 2,38
107,5 2,40

3.3. Xac dinh bé mit co thé bing toan 44

Trong phuong phap dung toin 44, d8 cho két qua tinh duge chinh xaec hon,
ngudi ta di xdy dyng 2 toan ¢4, mét cho tré nhd va mdt cho tré 16n va ngudi 1én
(toan d6 1 va toan 43 2).

Vi du 1: Tinh dién tich bé miit cd thé ctia mét ngudi 1dn cao 1,70 m, cin ning 60 kg.

Trudng hgp nay, ta phai ding toan db 2. L&y mét thude thing (t6t nhat 1a 18y
mét thude nhya trong), d4t mép thude vao diém 170 cm & cit bén trai va diém 60 kg
& cot bén phai. Mép thude cét cot giita & diém 1,69. Nhu vy, ngudi dé ¢6 dién tich
bé& mit ¢o thé 14 1,69 m?.

Vi du 2: Tinh dién tich b8 mit co thé chia mot tré nhé cao 65 cm, cin ning 6 kg.

Trudng hgp nay, ta phai ding toan dd 1. Ciing 18y mét thude thing, dat mép
thudc vao diém 85 cm d cot bén trai, va diém 6 kg 3 cot bén phai. Mép thude cdt cot
gita & diém 0,31. Nhu vay, em bé d6 ¢ dién tich bé mit co thé 1a 0,31 m>

Vi du liéu dung mét 14n cha cisplatin 13 80 mg/m?, thi liéu ding cho ngudi ¢
dién tich bé mit cd thé 1,69 m? 1a:

80 mg/m® x 1,69 m? = 135,2 mg
va lidu cho em bé c6 dién tich b8 mit cd thé 0,31 m? la:
80 mg/m? x 0,31 m% = 24,8 mg.

Trong thyc hanh st dung thude, néu ta tinh liéu theo tudi ching han, thudng
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phai ghi chi tiét liéu cho ngudi 16n 1a bao nhidu, lidu cha tré em 1-2 tudi 14 bao
nhiéu, 3-5 tudi, 6-9 tudi, 10-15 tudi... 1a bao nhiéu. Con khi huéng dan liéu ding
theo dién tich bé mit cg thé, thi chi ¢6 1 lifu chung cho t&t ¢a cac lda tufi, ma lai
dat duge @6 chinh xéc cao hon nhiéu.

Todn J6'1 J€ tinh dién fich cd thé tré nhd  Todn d5'2 d& tinh dién 1ich cd 1hE 1ré loh vi nqidi o

Chiév cao  Dign fich ca thé  NAG! liong Chi€y cao Dién fich cd thé khér lidng
fcm) (m?) (kg) (em) (m2) ( kg)
— 30
E féo0
- - 29
- 48 . ¥ _Ezaa iyt 150
3 - E % e
95 g7 : . 1
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