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PAT VAN PE

1. Tinh cap thiét ciia dé tai

Ung thu vi (UTV), mot bénh ung thu hay gap nhat &
phu nit va 12 nguyén nhan hang dau gay tir vong do ung
thu & phu nit trén toan thé gigi. Nam 2006, UTV la loai
ung thu thudng gap nhét & phu nit Hoa Ky va Chau Au. O
Viét Nam, ty 1¢ mic bénh UTV ¢6 xu hudng tang dan va
trong nhitng nam gan day UTV ciing 14 loai thuong gip
nhét & phu nir. Mac du ty 1€ méc bénh UTV ¢6 xu huong
tang 1én nhung ty 1& tir vong lai giam dan nho nhiing
thanh tyu maoi dat duge trong viéc phat hién sém, chan
doan chinh xé4c va diéu tri c6 hiéu qua. Hién nay bén canh
cac phuong phap dang duoc ap dung trong chan doan va
diéu tri UTV, céc nha khoa hoc da va dang di sau vao
nghién cttu cic gen, cidc marker ung thu dac hiéu trong do
c6 nhém cic protein mang t€ bao nham gép phin chin
dodn s6m & muc dg sinh hoc phan tu. Tién bd cua khoa
hoc k¥ thuat, dac biét trong linh vuc sinh hoc phan tu
trong thap ky gan ddy cho phép di siu nghién ctru cac dic
diém sinh hoc, cdu trac va chic ning cua nhém cac
protein méi nay. Nhiing bang chimg khoa hoc da ching
minh c6 sy ting cuong bi€u hién cua Heparansulfate
Interacting Protein (HIP) va Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR) & mirc A0 mRNA va protein trong mot
s6 loai hinh ung thu. Két qua ndy da md ra mot trién vong
nghién ctru tng dung HIP va EGFR nhu mét marker ung
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thu dé gop phan chian dodn sém, tién lugng va theo ddi
diéu tri bénh 1y ung thu.

2. Muc tiéu dé tai

1. X4c dinh sy thay déi cia HIP, EGFR & mic do
mRNA va protein tai m6 ung thu vi (so véi u xo
tuyén vu lanh tinh).

2. Khao sat sy thay d6i cua HIP, EGFR & mic do
mRNA va protein trong cic thé ung thu v phin
loai theo mo bénh hoc.

3. Y nghia thuec tién va dong gép méi ciia dé tai

Ung thu cho dén nay van dugc coi 13 mot trong
nhing can bénh nan y vi bénh tién trién tuan tién va kho
kiém soat; co ché bénh hoc chua rd rang va trong nhiéu
truong hop, kha ning can thiép cua ngudi thay thude rat
han ché. Mgt trong nhitng gidi phdp can thiép hiéu qud
nhdt hi¢n nay déi véi cin bénh nay la chin dodn sém va
diéu tri can thiép som.

Pay 13 nghién ctru dau tién ¢ Viét Nam vé HIP va
EGFR ¢ bénh nhan ung thu va. Nhiing két qua nghién
ctru cho thdy mirc 6 sao chép mRNA va biéu 16 protein
ciia HIP, EGFR ting rd rét trong ung thu biéu mé tuyén
v, nhat 13 trong ung thu biéu mé tuyén vu thé ng. Trén
co sO phat hién nay, HIP va EGFR khong chi c6 thé 1a
nhitng marker méi trong chan doan ung thu vii ma con ¢
thé dugc xem nhu mot dich day htra hen (khau then chét)
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ctia liéu phap diéu tri nham ngin chin dong thac tin hiéu
duogc truyén vao trong té bao.
4. Cau tric luin an

Luan 4n duoc trinh bay trong 111 trang (khong ké tai
li¢u tham khao va phu luc), bao gém cac ph?ln: dat van dé
(3 trang); tong quan tai lidu (31 trang); d6i tuong va
phuong phap nghién ctru (18 trang); két qua nghién ciru
(28 trang); ban luan (29 trang); két luan (1 trang); kién
nghi (1 trang).

Lu4n an gém 11 bang, 6 biéu dd, 39 hinh. Trong 128
tai li€u tham khao c6 23 tai liéu tiéng Viét, 105 tai liéu
tiéng Anh. Phy luc gdm cac bang két qua tach chiét RNA,
dam do vach HIP, EGFR va GAPDH, danh sach bénh
nhan.

CHUONG 1
TONG QUAN TAI LIEU
1.1.3. Ung thu vt

Ung thu va (UTV) 1a u 4c tinh phat sinh tr cac t€ bao
biéu mo ctia 6ng tuyén vii (sinh sita va dan sita). Cac don
vi mo c6 chitc nang san xuat stta duoc goi 1a don vi dng
tan - tiéu thuy (6ng tan cling - tiéu thuy tuyén). Trong
viing ndy cdc t€ bao trd nén bat thudng va cé thé tién trién
thanh UTV. UTV lién quan chat ch€ véi hoat dong cua
cac tuyén ndi ti€t nén dugc goi la bénh phu thudc noi tiét.
1.1.4. Cdc phwong phdp chin dodn ung thw vit

Cac phuong phap chan doan UTV c6 thé 1a chup
phim X quang véi su tap trung vao cdc vung nghi ngo,
sieu am sir dung céc séng am tan s6 cao dé x4c dinh 1o
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cac vung nghi ngo cta vu. Siéu am khong gay dau va c6
thé phan biét gitta céc ton thuong lanh tinh va ac tinh. Cho
dén nay, sinh thiét 1a cach duy nhat dé chan doan x4c dinh
UTV. Tuy nhién, diéu quan trong 13 phai chan doan phan
biét u xo tuyén v va UTV. U xo tuyén 12 mot thé lanh
tinh ctia bénh vi, thuong 1a mot u dac don doc (chi c6 mot
u) cila mo xo va tuyén. Loai u nay rat ph6 bién & phu nit
moi lia tudi, nhung u phd bién hon & It tudi 15 - 35 tudi.
Néu u dugc phat hién & mot phu nit tré, vi 1y do tam 1y, ho
thuong muon dugc theo doi. Néu u duoc phat hién ¢
nhitng phu nit 16n tudi du u lanh tinh cling nén phau thuat
cit bo u.

Chinh vi vay, viéc xac dinh tung truong hop u xo
tuyén hay UTV ludn 14 thach thirc ddi véi cac nha té bao
hoc. Hon nira, thong thuong té bao ung thu chi dugc phat
hién khi khoi u da thanh hinh 13, vao thoi diém nay hiéu
qua cua su can thiép bi han ché. Béi vay, trong nhirng
nam gan day nhiéu nha nghién ciru da nghi dén xu hudng
sir dung k¥ thuat chan doan sinh hoc phan tir nham phét
hién nhitng bién d6i vé gen sém nhat trudc khi co bién
d6i vé hinh thai té bao. Viéc tim hiéu cac bién d6i gen
trong qua trinh phat sinh ung thu 1a can thiét giup tim ra
cac ddu an ung thu mdi, gop phan chan doan sém bénh
ung thu.

1.2.3. Cau triic HIP
* Céu tric va chirc ning sinh hoc ciia HIP

HIP thudc nhém céc protein gan véi ribosom L29,

lién quan dén sy dich mi cua té bao c6 nhan. Khoang
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80% trinh ty nucleotid va protein ciia HIP gidng 129,
mRNA ctia HIP c6 chiéu dai 1,3 kb va DNA ctia HIP ma
héa 159 acid amin c6 trong lugng phan tor khoang 24
kDa, pI'la 11,75.

Mot sb chirc nang sinh hoc cua HIP da duogc cong
bd: (1) Gan dic hiéu va chon loc Vi
heparin/heparansulfate (HP/HS); (2 Tham gia qué trinh
lién két té bao - té bao dé qua d6 tham gia qua trinh 1am t6
cla trimg, qua trinh phat trién, biét hoa va di can cia té
bao; (3) Tham gia diéu hoa qua trinh dong mau

Khi HIP giam tong hop hoidc bi loai bo hoan toan,
anh huong trim trong dén qua trinh phién ma va hau qua
1am cho murc d6 sinh tong hop protein trong tit ca cac té
bao cua cac co quan bi giam nghiém trong.

* Vai tro caa HIP trong ung thw

Sy tong hop “du thira” ctia HIP ¢ mo ung thu da giai
phong manh mé cic yéu t6 phat trién té bao luu gilr ¢
khoang gian bao. Thong qua con dudng tin hi¢u MAPK,
yéu td phat trién s& tic dong vao cac thu thé trén bé mit té
bao dé théng qua cac con dudng tin hiéu thong tin s&
duoc truyén tir khoang gian bao vao trong nhan dé thuc
day qua trinh phan bao. Piéu nay cho thdy HIP co6 thé
thudc trong nhdém cac tdc nhan hoat hda trong qua trinh
khoi phat va phat trién cua ung thu. Con dudng tin hiéu
ma HIP tham gia c6 thé 1a mot mat xich quan trong gop
phan 1y giai thém co ché cta qua trinh hinh thanh phan
chia, bi¢t hoa va phat trién vo han do cta té bao ung thu.
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Pa s6 cac thé loai ung thu 1 ung thu biéu mé, trong
d6 dong té bao biéu mo 1a dong té bao co sy tong hop HIP
cao hon han so voi cac dong té bao khac nhu 1a dong té
bao soi. Céu trac cua khoang gian bao trong cac khdi u
cling khac biét hoan toan so v&i cac mo binh thuong vé
thanh phan HS/HP ciing nhu sy phong phua vé ching loai
va luong cac yéu t6 phat trién. Thém vao do, sy ting sinh
mach (angiogenesis) trong cic khéi u ciing khién cho s
luong té bao ndi mac (dong té bao c6 muc dd sao chép
HIP rat manh) trong mo sinh thiét cling cao hon rat nhiéu
so v6i mo u xo. Tét ca nhitng diéu d6 déu din dén mot két
qua 13 ting cuong téng hop HIP duoc ting cudng manh ¢
cac khdi u ung thu so voi cac to chire lanh tinh khac, nhu
1 c4c khdi u xo.

1.2.4. Céu tritc va chirc ning ciia EGFR
* Cau tric cia thu thé yéu to phat trién biéu mé
(EGFR)

EGFR la glycoprotein bé mat mang, gia dinh EGFR
c6 bén thanh vién: HER1 (EGFr, ErbB1), HER2 (neu,
ErbB2), HER3 (ErbB3) va HER4 (ErbB4). Trong lugng
phan tr cuia EGFR 1a170 kDaltons (kDa), gdom mot viing
gan két cdc phoi tor nim ngoai mang t€ bao, mot viing
xuyén mang dic hiéu va mot viing trong té bao vdi vai trd
kich thich su tang sinh, biét hoa cua t€ bao binh thuong va
cic t€ bao 4c tinh. Khi phdi tir 13 yéu t6 phat trién biéu mo
(Epidermal Growth Factor: EGF) gin v6i EGFR sé gay
nén su phan cuc thu thé va su tu phosphoryl hoa ving c6
hoat tinh enzym cua thu thé. Diéu nay khoi ddu cho mot
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loat phan tng t€ bao din dén su tang sinh va tién trién dc
tinh cua khoi u: tang sinh mach mau, di can va tc ché qua
trinh chét theo chuong trinh (apotosis).

* Chirc ning ciia thu thé yéu té phat trién biéu mé
(EGFR)

Cac EGFR déu c6 phan dé lién két ngoai mang, phan
xuyén mang va phan trong bao twong cé hoat tinh tyrosin
kinase. Phan ngoai mang, vung III (domain IIT) chinh la
ving dé gian két cac yéu t6 hoat hoa hay wc ché cac thu
thé, d¢ dan truyén tin hiéu vao trong té bao lam té bao co
thé phat trién binh thuong hodc trd nén ac tinh. Phan
trong bao tuong, dau tan carboxy chinh 1a phan dap tng
tra 101 hoat tinh tyrosin kinase va diéu hoa chirc ning
tyrosin kinase. Phan tng tu phosphoryl hda cua tyrosin
kinase xay ra & ving nay n6 dong vai trod chinh trong diéu
hoa su phat trién ting sinh cia té bao. Khi vang mit cac
phéi tir (vi du GF,TGF...), ving tyrosin kinase khong
phosphoryl hoa, ching & dang don phan va vung kinase
khong hoat dong. Vung tyrosin kinase tré nén hoat hda
khi phéi tir gan véi viing ngoai bao két qua 1am phan cuc
dé 16 cac gbc phosphat va tu phosphoryl héa tyrosin diéu
hoa trong vong hoat hdéa cua kinase. Sau khi hoat hoa,
viéc tu phosphoryl héa dé 16 nhiing vi tri gan két cac
protein tin hi€u va hoat héa cac con duong tin hi¢u.

* Thu thé yéu t6 phat trién biéu mé (EGFR) va cac
dich diéu tri trong ung thw

Tang hoat tinh ciia EGFR ciing c6 thé thuc day kha
nang di can cia cac té bao ung thu. Su gia ting biéu 10
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EGFR lién quan véi cac loai hinh ung thu. Uc ché qua
trinh biéu 16 EGFR 12 mdt trong nhimg dinh hudng cia
liéu phap diéu tri gen cho mot s6 loai hinh ung thu. Tir
cac nghién ctru ndy, hai huéng nghién ctru chinh gan day
tiép can san xuat thudc diéu tri ung thu trén 1am sang 1a:
1) san xuét khang thé don dong trc ché cac EGFR & phan
ngoai mang té bao; 2) san xuat chat tc ché tiéu phan ti
tyrosin kinase EGFR dic biét 1a cac EGFRVI-III. Cac chét
nay hoic trc ché phan ngoai mang té bao hoic phan trong
té bao ctia EGFR nhung muc dich chinh 14 ngin chin
dong thac tin hiéu dugc truyén vao trong té bao cua
EGFR.

CHUONG 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU
47 miu cua 47 bénh nhan duoc chan doan UTV va
15 miu caa 15 bénh nhan u xo tuyén va lam dbi ching.
Chéan doan UTV va u xo tuyén va dua trén két qua mo
bénh hoc. Bénh nhan duoc 1§1y mau mo nghién ctru khong
mic bat ky mot ung thu phdi hop nao khic. Cac miu
nghién ctru (mau mod ung thu va md u xo tuyén vi) gom
hai dang miu mé twoi va miu md duc trong block
paraffin. Quy trinh 18y mau dugc dam bao vo trung mo
twoi khong bi hong va bao quan & nhiét do - 80°C tai
Trung tam nghién ctru Gen - protein, Truong Dai hoc Y
Ha Noi.
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2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Nghién ctru mé ta cit ngang, c6 d6i chimg.
2.3. CAC KY THUAT SU DUNG TRONG NGHIEN
CcUU
2.3.1. Quy trinh tach chiét RNA tong sé
2.3.2. Xdc dinh nong dé, dp sach RNA, cDNA bang
phwong phdp quang pho ké

2.3.3. Phwong phap dién di acid nucleic

2.3.4. Ky thudt RT-PCR tong hop cDNA

2.3.5. Ky thuat PCR xdac dinh murc dp sao chép HIP va
EGFR

* PCR ban dinh lwong: Str dung 3 cip mdi dé khuéch
dai toan bo chiéu dai doan gen HIP, EGFR va GAPDH.
San pham sau PCR duoc dién di trén gel agarose 1,5%.
Pam d6 mdi vach HIP, EGFR va GAPDH duoc xac dinh
nhd phan mém chuyén dung ChemiDoc iQ, 7650053, don
vi tinh ddm d6 vach sao chép biéu 16 HIP 1a pixel. Muc
d6 sao chép cua HIP va EGFR duogc tinh bang gia tri
trung binh dam d6 vach HIP va EGFR.

* PCR dinh lwong: San pham sau PCR cta HIP, EGFR
va GAPDH dugc dién di mao quan trén may Agilent 2100
Bioanalyzer két qua dién di c¢6 thé cho biét dong thoi ca
kich thudc va néng do doan DNA duogc phan tach. Xac
dinh gid tri cia HIP va EGFR thong qua ty 1€
HIP/GAPDH va EGFR/GAPDH.
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2.3.6. Ky thudt Western blot xdc dinh mitc dp biéu hién
protein HIP

2.3.7. Ky thudt héa moé mién dich xdc dinh biéu hién
protein EGFR

~ CHUONG3
KET QUA NGHIEN CU'U

3.3. KET QUA XAC PINH MUC PQ BIEU HIEN
GEN HI'P TRONG UNG THU BIEU MO VU ]
3.3.1. Két qud sao chép mRNA cua HIP 6 mo u xo tuyén

vii va mo ung thw biéu mo tuyén vu

* Hinh danh dién di trén gel agarose

Muc do sao chép cua HIP va GAPDH thé hién bai
mRNA, dugc thuc hién nhd ky thuat PCR trén mau
cDNA ctia md u xo tuyén va lanh tinh va mé6 UTBM
tuyén va. Mot cdp moi dic hiéu duoc thiét ké dua trén
trinh tu gen HIP va GAPDH d3 duoc cong b & GenBank.
Poan gen HIP dugc nhan c6 kich thudc 504 bp va
GAPDH 1a 350 bp (hinh 3.3).

) sy Ung thuy

1 2 2 < =) 5 7 3 =] 10 11 12 13 L

HIF
504 bp

SAPDH
250 bp

Hinh 3.3. Hinh anh dién di san pham PCR ciia HIP va
GAPDH trén gel agarose 1,5% ciia md u xo tuyén vi
va mé UTBM tuyén vi. Mé u xo vii (I-7)va mé ung thu
(8-14). M (Marker): thang chudan DNA chudan 100 bp.
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Nhén xét: Dam do vach san pham PCR ctia HIP cac mau
mo UTBM tuyén vii 16 hon nhiéu so v6i mé u xo tuyén
vu lanh tinh. Pam d6 vach san phém PCR cua GAPDH
kha dong déu, khong c6 su khac biét gitta mau ung thu va
u X0 tuyén V.

* Hinh danh dién di mao qudn

GAPDH

= ‘ St Ung thu

SAPDH

M
)

ph
i If
*"g

,,,J‘L, _

Hmh 3. 4 Hlllh anh dlen d1 mao quan san pham
PCRcua HIP va GAPDH mo u xo tuyen vi va mo
UTBM tuyén vii
Nhin xét: Trén hinh anh dién di mao quan, cac mau mo
u xo tuyén va dinh san pham PCR cua HIP thdp hon
nhiéu so voi cac miu mé UTBM. Tuy nhién dinh san
pham PCR cua GAPDH kha dong déu khong co sy khac

biét gita cac mau mé UTBM va u xo tuyén v.

Két qua sao chép mRNA cta HIP thu dugc tir dién di mao
quan tuong duong véi hinh dnh thu duogc tir dién di trén
gel agarose cuia san pham PCR

3.3.2. Két qua sao chép mRNA HIP & mé ung thw biéu
mo tuyén vii thé ong

* Hinh dnh dién di trén gel agarose
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GD | Go Il GBI
123 4 5 6 7 8 9 1011 12 1314 15 16 M

HIP
504 bp

GAPDH
504 bp

Hinh 3.5. Hinh anh dién di san pham PCR ciia HIP va
GAPDH ¢ cac giai doan khac nhau cia mé UTBM
tuyen vii thé dng trén gel agarose 1,5%. Mau 1-6:GP I
mau 7-11:GD II; mau 12-16:GP III; M (Marker): Thang
DNA chudn 100 bp

Nhén xét: Dam do vach san phém PCR cua HIP tang dan
theo giai doan trén mé6 UTBM tuyén v thé dng. Pam do
vach PCR san pham ctia HIP ting cao nhat & cic mau mo
ung thu GB III, thip dan & GP II va GP 1. Nhin chung,
dam do vach PCR cia GAPDH khong c6 su khac biét
gitta cAc mau mo ung thu & cac giai doan khac nhau.

Bang 3.3. Gia trj trung binh dam do vach PCR HIP
ciia cAic miu md u xo' v md ung thu tuyen vii thé dng
M6 | M6 ung thu thé 6ng p
u xo
Giai doan (1) |GbI|GbII| Gb |p(1,2a)
(2a) | (2b) 1 | <0,05
(2¢) | p(1,2b)
S6 lugngmau | 15 | 6 16 14 |<0,01
Pamdo vach | 131 | 173 | 199 | 221 |P(l.2¢)
HIP trung binh <0,01
(don vi pixel)
+ SD +10| £6 | £11 | £10
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[ p(2a-2b) < 0,01; p(2a-2¢) < 0,01; p(2b-2¢) < 0,05. |

Nhdn xét:

bam dd trung binh vach dién di san phém PCR thé hién
su sao chép mRNAcua HIP & m6 u xo vi la 131 trong khi
d6 0 md6 UTV thé 6ng 1a 173, 199, 221 va tang theo giai
doan tir giai doan I dén giai doan III. Sy khac nhau nay c6
¥ nghia thdng ké voi p < 0,05 va 0,01.

* Hinh dnh dién di mao quadn

| “
=i Rt M 4 |

o o | GP1
e e (7D ]I
| a0 :

e 3 i GD III

- i i
Hinh 3.6. Hinh anh dién di mao quan san phim PCR
ciia HIP via GAPDH theo giai doan UTBM tuyén vii
thé ong

Nhén xét: Trén hinh anh dién di mao quan, nhitng mau
mo6 UTBM tuyén v thé ong & cac GD khac nhau mirc do
sao chép gen HIP ciing khac nhau. Cac dinh HIP tang cao
hon 6 rét & GP III va thap dan & GD 11, thip nhat &6 GD
. Két qua nay twong dong vdi két qua PCR ban dinh
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luong gen HIP. BPinh GAPDH kha dong déu gitta cac mau
mod UTBM va u xo vu, khong c6 su khac biét.

3.3.2. Két qud sao chép mRNA ciia HIP ¢ mé ung thw
vit giai doan II theo cdc thé mé bénh hoc

* Hinh anh dién di trén gel agarose

Thé tay Thé tiéu thuay Thé éng Thé nhay
1. 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 M

HIP
504 bp B

GAPDH
504 bp

Hinh 3.7. Hinh anh dién di sin phim PCR trén gel
agarose cia HIP va GAPDH ¢ md ung thw va giai
doan II theo cac the md bénh hoc. Thé tiy (1-3); thé
tieu thuy (4-8); thé ong ( 9-13) va thé nhay (14-16) M
(marker): Thang DNA chudn 100 bp

Nhéan xét: bam do vach san phém PCR cua HIP ¢ cac
mau mo ung thu cing & GD 11 15 nhat ¢ hai thé nhay va
thé dng, thdp hon & hai thé tiéu thuy va thé tuy. Trong
khi, ddm d¢ vach PCR cua GAPDH kha dong déu, khong
c6 su khac biét giita cac madu mé6 UTBM & céac thé mo
bénh hoc.

Bang 3.4. Gia tri trung binh dam do vach PCR HIP
cua ciac mau ung thu vi giai doan II theo phan loai mo
bénh hoc

M6 ung thu
Loai mo Mo6u | Thé | Thétiéu | Thé éng | Thé
hoc X0 tuy thuy nhay
SL mau 15 3 5 16 3
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bam do
vach HIP 131 141 174 199 254
trung binh
(don vi
pixel)

SD +10 +5 +4 +11 +5

Nhdn xét: Dam do vach mRNA trung binh ctia HIP & cac
mau md ung thu cing & G II cao hon & hai thé nhay va
thé ong: 199 va 254, trong khi d6 ¢ hai thé tiéu thuy va
thé tiy: 141 va 131.

* Hinh dnh dién di mao qudn

il Ghe D

- fL o = Thé tay

| uumﬂ;mﬂmgﬁijw,_zﬁ_

e s GA;DH ~ Thétidu thay
| HIP |

TJLW,MﬁAm_ﬁu_;W _________ .. T

...... —e o — e Thé éng
{ HIP /{ GAPDH

J{ N “ e e— JT Thé nhay

GAPDH

Hinh 3.8. Hinh 4nh dién di mao quan sin phim PCR
ciia HIP va GAPDH theo cac thé mé bénh hoc
Nhin xét:- Trén hinh anh dién di mao quan, nhitng mau
mo6 UTBM tuyén vu trén cung giai doan II nhung & céc
thé mo6 bénh hoc khac nhau c6 muc do sao chép gen HIP
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khac nhau. Cac dinh san Ph?ll’l’l PCR cua HIP tang cao 1o
rét 0 UTV thé nhay va thé 6ng, giam dan ¢ UTV thé tiéu
thuy va thap nhat ¢ UTV thé tuy. Dinh san pham PCR cua
GAPDH kha dong déu gitra mau m6 UTBM tuyén vu,
khong c6 su khac biét, gifra cac thé mo bénh hoc. Két qua
nay tuong dong voi két qua PCR ban dinh lugng gen HIP.
3.3.4. Danh gia ty l¢ HIP/GAPDH cua cdc mdu nghién
cuu dugc dinh lwong bang dién di mao qudn

Bang 3.5. Gia tri ty 1¢ HIP /GAPDH trén dién di mao
quan

Loai mo hoc U xo Ung thu
S6 luong mau 4 21
Ty 1¢ 0,40 1,26
HIP/GAPDH
SD + 0,10 + 0,44

Nhan xét: Ty 16 HIP/GAPDH & cac mau mo UTV cao rd
rét so v&i cac mau mo u xo tuyén va. Ty 16 HIP/GAPDH
& cac mau mé nghién ctru khang dinh HIP ting cudng sao
chép rat rd ¢ nhitng mé ung thu.

3.3.5. Mirc dé biéu hién  protein HIP ¢ mé u xo vi va
mé ung thuw biéu mé tuyén vi.

U xo Uno thw
1 2 3 10 11 M kDa

' _1 Iplr"r‘ M 100

70
—— - .
ll“'ﬂtq 5
-d-—- HE S8

35

o

—
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Hinh 3.9. Hinh anh dién di SDS-PAGE protem tong 50
clia moé u xo' va mo ung thw biéu md tuyen vi (nhudm
Coomasie blue) .
M: marker (protein ladder, SM 1811, Fermantas), 1- 6:
mau u xo;
7-11: mdu ung thu

Nhdn xét: Trén ban gel polyacrylamid xuat hién cac vét
protein voi1 cac trong luong phan tir khac nhau. Khong c6
khac biét vé su phin b6 va dam do cac vét protein gitra
cac mau mo ung thu Va u Xo tuyen va. Két qua nay cho
thay su déng nhat Ve lugng protein tong so duoc tach
chiét sir dung trong mdi giéng dién di
* Mirc dp biéu hién protein HIP ¢ mé u xo véi mé ung
thuw vii bang ky thudt Western blot

Ban gel chuyén qua mang nitrocellulose ¢ diéu kién
thich hop s& cho u voi khang thé bac 1, bac 2 theo dung
quy trinh, phat hién mau bang co chat BCIP/NBT, két qua
dugc chyup bang may UV chuyén dung, bang protein HIP
thu duogc co trong luong phén tir bang 24 kDa

U xo Ung thw
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

M
- 70
—

-
- 27
24 kDa P> —— e —

. 15

Hinh 3.10. Két qua Western blot danh gia mirc dd
biéu hién protein HIP & u xo' vd md ung thw biéu md
tuyén va. M: marker (protein ladder, SM 1811,
Fermantas); 1-5 : u xo tuyén vii; 6-11: mdu UTBM tuyén
vil.
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Nhdn xét: Protein HIP biéu hién & vi tri marker ung voi
trong lugng phan tir khoang 24kDa. Bam dg vach protein
HIP 6 & m6 ung thu v, trong khi d6 & mé u xo dam do
nhat hon rat nhiéu.

U xo Gbl Gbll Gb Il
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M  kDa

24kDa 27

- 15

Hinh 3.11. Két qua Western blot d4anh gia mirc do biéu
hién protein HIP ciia md ung thw thé 6ng theo tirng
giai doan.

M: marker (protein ladder, SM 1811, Fermantas), 1-3:
madu u xo tuyén vii; 4-5: mau ung thir GP I; 6-8: mau ung
thu GD II; 9-11: mau ung thw
GDb IIL

Nhin xét: Cac vach protein HIP biéu hién rd hon & mo
ung thu so v&i md u xo tuyén va va ting theo giai doan
trén 1am sang cua ung thu tuyén va thé ong tir GBI —
GDbIII

* Mivc dp biéu hién protein HIP 6 mé ung thw vii giai
doan II theo phdn loai moé bénh hoc

Thé tay Thé tidu thu Thé nhay
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M kDa

70
55

35

27
24kDap=

—15
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Hinh 3.12. Két qua Western blot danh gia mirc d9 biéu
hién protein HIP cia mé6 ung thw vu giai doan II theo
phan loai mo bénh hoc. M: marker (protein ladder,
SM 1811, Fermantas), 1-3: thé tity; 4-6 thé tiéu thity; 7-9:
thé éng; 10 -11: thé nhay.

Nhdn xét: Protein HIP biéu 10 khac nhau theo thé loai mod
bénh hoc cua ung thu va. Protein HIP biéu 16 cao hon &
UTV thé 6ng va thé nhay, thap hon ¢ thé tiéu thuy va thé
tuy.

3.4. KET QUA XAC DPINH MUC DPQ BIEU HIEN
EGFR TRONG UNG THU BIEU MO TUYEN VU

3.4.1. Két qud sao chép mRNA EGFR ¢ mé u u xo so
v6i mé ung thuw vii biéu mé tuyén vi

Muc do sao chép cia EGFR ciing nhu HIP, dugc
thyc hién nho ky thuat RT-PCR trén mau cDNA cia md u
x0 vi va ung thu. Poan gen EGFR dugc nhan co6 kich
thuoe 420 bp, gen GAPDH Iudn dugc khuéch dai song
song trén tat ca cac mau nghién ctru (hinh 3.13).

* Hinh danh dién di trén gel agarose

U <o Ung thu

EGFR
a20 bp B

1 2 3 4 = (=3 7 8 i= 10 11 "M
SGSAPDH
R >=

Hinh 3.13. Hinh anh dién di sain phim PCR cia EGRF
va GAPDH trén gel agarose 1,5% ciia m6 u xo va mo
UTBM tuyén vi. Mo u xo vii (1-3) va mé ung thu vii ( 4-
11); M (Marker): Thang DNA chudn 100 bp.
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Nhén xét: Pam d6 vach san pham PCR cua EGFR céc
mau mé UTBM tuyén v rd hon nhiéu so vi md u xo
tuyén vu lanh tinh. Bam d6 vach san phém PCR cua
GAPDH kha dong déu, khong co su khac biét giira mau
ung thu va u xo tuyén vu.

3.4.2. Két qui sao chép mRNA EGFR ¢ mo ung thw
biéu mo tuyén vu thé ong

* Hinh dnh dién di trén gel agarose

U o SP SB [<1>)
2 3 a s =) 7 8 9 o 2 3 a M

Hinh 3.15. Hinh anh dién di mRNA trén gel agarose
cia EGRF va GAPDH trén mo u xo vii va mé6 UTBM
tuyén vi thé ong. Mo u xo vii (1-3) va mé ung thu thé
ong GDb I (4 -6),GDP II (7-10), GP III (11-14). M
(Marker): Thang DNA chudn 100 bp.

Nhdn xét: Dam d6 vach cia EGFR & nhiing mau ung thu
rd hon nhitng mau u xo va d6 dam tang dan theo cac giai
doan ctia UTV thé 6ng. EGFR duoc ting cudng sao chép
0 mo6 ung thu so v6i mo u xo tuyén vi. Trén cung mot thé
mo bénh hoc su tang cuong sao chép cua EGFR tang theo
giai doan 1am sang cta ung thu biéu mo tuyén vu.

Bang 3.8. Gia tri trung binh ddm d¢ vach PCR EGFR
ciia cac mau u xo' va ung thw va thé ong

Mou| Mo UTV thé 6ng
lanh |GDIl | GbPII | Gb p
III
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S6 lugng mau | 15(1) | 6(2a) | 16(2b) | 14(2¢) | p (1,2a)

bb vach <0,05

EGFR trung 100 | 122 191 217 |p(1,2b) <

binh (donvi 0,01

pixel) p(1,2¢) <
+ SD £11 | £13 | £33 | +33 | 001

p (2a-2b) < 0,01; p (2a-2¢) < 0,01; p (2b-2¢) < 0,05.

Nhén xét: Dam d6 trung binh vach dién di san pham PCR
thé hién sy sao chép mRNA cia EGFR & m6 u xo vua la
100 trong khi 6 ¢ mé UTV thé éng 1a 122, 191, 217 va
ting theo giai doan tir giai doan I dén giai doan III. Su
khac nhau ndy c¢6 ¥ nghia théng ké véi p < 0,05 va 0,01,

* Hinh danh dién di mao qudn

Hinh 3.16. Hinh anh dién di mao quén san phAm PCR
ciia EGFR va GAPDH theo GP UTBM tuyén vi thé
ong
Nhin xét: Trén hinh anh dién di mao quan, nhitng mau
mo6 UTBM tuyén v thé dng & cac GP khac nhau c¢6 muc
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do sao chép gen EGFR ciling khic nhau. Cac dinh san
pham PCR cua EGFR tang cao hon 16 rét ¢ GD III, giam
dan & GD 11 va thap nhat & GP 1. Két qua nay tuong dong
v6i két qua PCR ban dinh luong san pham PCR cia gen
EGFR. Pinh san pham PCR cta GAPDH kha dong déu
gilta cac mau mdé UTBM va u xo v, khong c6 su khac
biét.

3.4.3. Két qua sao chép mRNA EGFR ¢ moé ung thu vi
giai doan II theo phédn loai moé bénh hoc

* Hinh danh dién di trén gel agarose

U xo Thé tay Thé tidu thuy Thé éng Thé nhay
12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15616 17 18 M
——

N =
EGFR g | ————

GAPDH
3s0be >E

Hinh 3.17. Hinh anh dién di san phim PCR cia EGFR
va GAPDH mo6 ung thu va GD II theo phan loai mé
bénh hoc ong trén gel agarose 1,5%. U xo vii (1-3); thé
tuy (4-6), thé tiéu thuy (7-10), thé ong (11-15), thé nhay
(16-18). M (Marker): thang DNA chudn 100 bp.

Nhdn xét: Dam do vach san phém PCR cua EGFR ¢ cac
mau mo ung thu cung & G 11 16 nhit ¢ hai thé nhay va
thé ong, thap hon & hai thé tiéu thuy va thé tuy. Trong khi
dam do vach PCR cua GAPDH kha déng déu, khong co
su khac biét gilta cac mau md UTBM & cac thé mo bénh
hoc

Bang 3.9. Gia tri trung binh dam d¢ vach PCR EGFR
ciia cac mau ung thu vi giai doan II theo phan loai mo
bénh hoc
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— Ungthw_
. The The Thé | Theé
Loaim6 | Uxo | gy tieu | ong |nhay
hoc thuy
SL mau 15 3 5 16 3
DD vach
EGFR TB 100 154 168 191 207
(don vi
pixel)
+ SD + 11 +4 +47 +33 + 10

Nhdn xét: Pam do vach mRNA trung binh cia EGFR &
cac mau mo ung thu cung & G 11 cao hon ¢ hai thé nhay
va thé éng: 191 va 207, trong khi d6 & hai thé tiéu thuy va
thé tay: 168 va 154,

* Hinh danh dién di mao qudn

[

]

EGFR

GAPDH

MS 2872508

M

EGFR

Thé nhay

M3 2775706

R

EGFR

GAPDH

NS 3329706

GAPDH

M3 5190106

1 pom

Thé thu iy

M

. A

M

GAPDH

MS 29259-06

M

+ | EGFR

lM

GAPDH

MS 28831-06

| gom

GAPDH

1

M3 4811807

M

s [EGR

GAPDH

M

MS 24453-06

Hinh 3.18. Hinh anh dién di mao quén san phAm PCR
cua EGFR va GAPDH theo cac thé mo bénh hoc

Nhdn xét:
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- Trén hinh 4nh dién di mao quan, nhitng mau m6é UTBM
tuyén v trén cung giai doan II nhung ¢ cac thé md bénh
hoc khac nhau c6 mtrc d6 sao chép gen EGFR khac nhau.
Céc dinh san pham PCR ctia EGFR ting cao 1 rét ¢ UTV
thé nhay va thé éng, thip hon & UTV thé tiéu thuy va thap
nhat & UTV thé tiy. Pinh san pham PCR cia GAPDH
kha dong déu gitta mau mdé UTBM tuyén vu, khong co su
khac biét gitta cac thé mo bénh hoc. Két qua nay twong
dong vai két qua PCR ban dinh luong gen EGFR.

3.4.4. Danh gia ty l¢ EGFR/GAPDH cua cdc méu
nghién curu dwoc dinh luwong bang dién di mao qudn

Bang 3.10. Gi4 tri ty 16 EGFR/GAPDH trén dién di

mao quan
Loai mod hoc U xo Ung
thu
S6 luong miu 2 14
Ty I¢ 0,73 1,09
EGFR/GAPDH
SD + 0,09 + 0,25

Nhin xét:Ty 18 EGFR/GAPDH & cic mau mo UTV cao
rd hon so voi cac miu md u xo tuyén va. Ty 18
EGFR/GAPDH & ciac mau md nghién ctru khang dinh
EGFR tang cuong sao chép ¢ nhirng mo ung thu.

3.4.5. Mirc d¢ biéu 1o EGFR 6 mé u xo vii va mé ung
thw biéu mé  tuyén vii

Ngoai k¥ thuat Western blot xac dinh muac do biéu 10
protein tach chiét tir mo twoi hodc mo sinh thiét, ky thuat
héa mo6 mién dich duoc st dung dé xac dinh muac d6 biéu
16 protein trén cac mo luu trir trong block paraffin.
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Bang 3.11. Sy bié¢u hién EGFR trong cic miu md
nghién ciru

Mirc dd S6 trwong | Ty 1é %
hop
0 21 33,9
1+ 17 27,4
2+ 10 16,2
3+ 14 22,5
Tong 62 100

Nhgn xét: EGFR duong tinh chiém 38,7%, trong d6
duong tinh manh chiém 22,5%.

T8 N BRI R
A. Hinh 3.21. UTBM 6ng nhuém HMMD véi EGFR
duong ti 3 (+). Ma sb6 GFB: 30681-06. B. Hinh 3.22.
UTBM 6ng nhuém HMMD véi EGFR duong tinh 2(+).
Ma s6 GFB 35498 - 06. HMMD x 200.

4

A.Hinh 3.23. UTBM thé tiéu thuy nhuém HMMD v&i
EGFR duong tinh 2(+). Ma s6 GFB Ma s6 GFB: 30128 -
06. B. Hinh 3.24. UTBM thé tay nhuém HMMD voi
EGFR duong tinh 2(+). M4 sd: 30329 - 06. HMMD x
200.
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CHUONG 4
BAN LUAN

4.3. XAC PINH MUC PO THAY POI GEN HIP
TRONG UNG THU BIEU MO TUYEN VU

* Mirc dp sao chép mRNA ciia HIP ¢ mé u xo vii va mo
ung thw biéu mé tuyén vi

Két qua quan sat dam do vach PCR sau khi di¢n di
trén gel agarose cho thdy ¢ cdc miu mé ung thu vach xuét
hién rd hon nhiéu so v6i miu mé u xo va (hinh 3.3). Biéu
nay ching to rang & mo ung thu HIP duoc ting cudng sao
chep, trong khi san pham sao chép cua gen nay 6 mo u xo
v yéu hon rd rét. Két qua nay phu hop véi cac nghién
ctru trude day trong do cac tac gia cling ching minh rang
mRNA cua HIP dugc tang cuong sao chép manh cac
dong ung thu biéu mo hon 1a dong té bao soi, dic biét 1a
cac dong té bao biéu mo ac tinh, chua biét héa. Su tang
cuong sao chép HIP & mé ung thu biéu md tuyén v so
v6ol u xo v da chimg té HIP c6 ¥ nghia trong loai hinh
ung thu nay.

Mot cau hoi dat ra: mic do sao chép cua HIP trén
cung mot thé loai mé bénh hoc c¢6 khac nhau thi c6 phu
thudc vao giai doan tién trién ctia khdi u hay khong?
Chung t61 da tién hanh khuéch dai doan gen HIP cua 36
mau mo ung thu vi thé dng ¢ ba giai doan va cing tién
hanh so sanh voi cac miu u xo va ddi ching. Két qua
buéc dau cho thidy HIP dugc ting cudng sao chép &
nhitng mo ung thu biéu mo thé dng trong khi d6 xuat hién
kém hon & cdc miu mo u xo lanh tinh. Cac mau mo ung
thu & cac giai doan khac nhau thi su sao chép cua HIP
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ciing & nhimg muc do khac nhau. Pam d6 vach ctia mau
ung thu giai doan III c6 gia tri cao nhat va giam & cac
mau ung thu giai doan trudce d6 (giai doan II va giai doan
I) (hinh 3.5).

bam d¢ vach PCR cua HIP va GAPDH duoc xac
dinh st dung phdn mém iChemidocQ, 76S00530. Két
quéa & bang 3.3, ddm do vach trung binh cia mau mé u xo
va 14 131 (don vi pixel) trong khi & mé ung thu va thé
ong theo giai doan tir I- IT va III 1a 173, 199 va 221. Piéu
nay khéng dinh mot 14n nita sy khac biét rd rét mac do
sao chép cua HIP ¢ ung thu biéu mo tuyén v so véi u xo
vi. Thém vao do, & cung mot loai mé bénh hoc, su khac
biét nay ciing kha rd rét theo giai doan tién trién ciia bénh.

Két qua twong tu khi phéan tich dinh lugng trén may
Agilent 2100 Bionalyzer (hinh 3.4), dinh HIP & cac mau
mo ung thu cao hon ro rét so voi cac mau mé u X0, cO sy
khac biét giira cac giai doan cia UTBM tuyén vii thé 6ng,
trong khi d6 dinh GAPDH kha dong déu ¢ cdc mau u xo
va UTBM tuyén vi thé dng & cac giai doan (hinh 3.6).
Két qua RT-PCR ban dinh luong va dinh luong gen HIP
trén dién di mao quan ludn cé su twong doéng. Néu mot
khi nghién ctru voi mdt sb luong mau du 16m, thi co thé
dua ra gia tri cut-off ctia HIP d6i v&i ung thu v ndi riéng
va ung thu néi chung va c6 thé ing dung gia tri ndy trong
chan doan, theo ddi diéu tri d6i v4i bénh nhan ung thu
* Mirc dé sao chép mRNA va protein HIP ¢ cdc thé mé
bénh hoc khdac nhau cia ung thw vu trong cung mot
giai doan ldm sang

Két qua nghién ctru trén 27 mau mo ung thu va cliing
giai doan 2 gdm thé 6ng, thé nhay, thé tiéu thuy va thé tay
cho théy dam do6 vach PCR di¢n di trén gel agarose 1,5%
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ting & cac thé ong va thé nhay giam hon ¢ thé tiéu thuy
va thé tiry. Gia tri trung binh ddm d6 vach PCR cao nhat ¢
thé nhay (254) va giam dan tir thé dng (199), thé tiu thuy
(174) va thap nhat & thé tay (141), (biéu dd 3.2). Cing
trong nghién ctru ndy, két qua da chi ra rang sy biéu hién
gen HIP ¢ thé nhay 13 cao nhat, phai ching day ciing 1a
thuc té trong chan doan ung thu v, bénh nhan ung thu va
thé nhay don thudn rat it gip trong khi d6 thé nhay phdi
hop véi cac thé khac dic biét 1a thé ong hay gip hon, nén
biéu hién gen HIP ctia ba mau thé nhay ting hon so voi
cac thé khac. V&i két qua nghién ctru, cho thay su biéu
hién ciua HIP khong nhiing thay doi theo giai doan cia
ung thu ma con c6 su khac biét gitra cac thé mo bénh hoc.
HIP ting cuong tong hop ¢ cac thé md bénh hoc c6 do ac
tinh cao va giam & cac thé do ac tinh thap hon. Két qua
nghién ctru cling phu hgp véi nghién clru cua cac tac gia
nudc ngoai. Theo Carson D va cong su, biéu hién ctia HIP
phu thudc vao do ac tinh cua té bao ung thu vu. O cac
dong té bao ung thu c6 d6 4ac tinh va di cin cao sy biéu
hién cua HIP duoc ting cudng hon cic dong té bao ¢ do
ac tinh thap.Viéc phat hién biéu hién gen HIP trén céc thé
mo bénh hoc cua ung thu va cling luén duogc tién hanh
dong thoi song song bang hai k¥ thuat ban dinh luong va
dinh lugng bang dién di mao quan nham so sanh danh gia
su trong déng vé két qua cua hai ki thuat. Gen GAPDH
duoc coi nhu mot gen noi chuin, sy sao chép gen nay
khong chi khong phu thudc vao chu ky phén chia cling
nhu qua trinh biét hoa cia t& bao ma con khong cé tinh
dic hiéu té bao va dic hiéu to chirc. Ty 18 HIP/GAPDH
(bang 3.5) d6i voi cac mau u xo tuyén v 1a 0,40 thap hon
1o 1ét so voi cac mau UTBM tuyén va 1a 1,26 - minh
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ching b xung cho sy biéu 16 gen HIP & cac mau md
nghién ctru. Két qua cho thay ca hai phuong phap déu co
mot két qua twong dong tuy rang d6 nhay c6 khac nhau.
Piéu nay co y nghia thuc tién boi 18 mot khi HIP duoc st
dung nhu mot ddu an sinh hoc mai trong chan doan va
tién lugng ung thu va thi ching ta c6 thé tién hanh ban
dinh luong & cac phong xét nghiém chi c6 thiét bi don
gian hon hoic dinh lugng mau néu phong xét nghiém cé
trang thiét bi t6t hon.

Ky thuat Western blot dugc st dung dé xac dinh
muc d6 biéu 10 protein HIP. Khang thé dic hiéu khang
HIP str dung trong nghién ctru nay do chinh nhém nghién
ctru san xuat [1]. Nhom tac gia da tong hop khang thé
khang HIP nguoi tir tho theo mot quy trinh chuan sir dung
phén doan peptid HIP déc hi¢u co chiéu dai 16 acid amin
dugc lién két v&i protein mang (KLH). Luong protein
tong s6 dugc cho vao cac giéng dién di trong ky thuat
Western blot xac dinh méc dd biéu hién protein HIP la
1,5ug. Trong qué trinh lam luon chay song song hai ban
gel, mot ban gel dung chuyén mang dé 1am Western blot,
mot ban nhudm protein védi Coomasie blue G250 dé lam
d6i ching.Ban gel polyacrylamid 12% sau khi chay dién
di va nhuém Coomasie blue, xuét hién cac vét protein voi
cac trong luogng phan tir khac nhau (hinh 3.9). Khong c6
su khac biét vé su phan bo va dam do cac vét protein gitra
cic miu mo ung thu Va u Xo tuyen vi. Két qua nay cho
thay su déng nhat vé lugng protein tong s6 duoc tach
chiét va st dung trong mdi gleng dién di lam co s& cho sy
so sanh va tinh ty 1& HIP/tong luong protein toan phan.
Trong khi d6 ban gel polyacrylamid 12%, duoc chuyén
mang nitrocellulose, st dung ky thuat Western blot cho
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thay vach protein HIP 12 mot vach rd nét duy nhat, ching
t6 khang thé thu dugc c6 d6 dic hiéu cao (hinh 3.10, hinh
3.11, hinh 3.12). Vach protein HIP ¢6 trong lugng phan tur
24 kD duoc quan sat 1d hon & cic mau mé ung thu vi so
v&i mau u xo. Pam do cua vach nay thay ddi theo céc giai
doan ciia ung thu va thé éng v6i khuynh hudng ting dan
tir giai doan I dén giai doan III. Vach protein HIP biéu
hién 16 hon & ung thu va thé 6ng, thé nhay, thap hon & thé
tiéu thiy va thé tay. Két qua khao sat mirc do biéu hién
protein HIP & céc thé loai té bao hoc khac nhau va giai
doan tién trién khic nhau ctia mé ung thu v tuong dong
v6i két qua sao chép mRNA cia HIP ¢ cac mé nay. Phat
hién nay phu hop v6i nhén dinh cua Jacobs va cong su vé
su sao chép va biéu hién HIP ¢ cac dong té bao: su biéu
hién ctia HIP ¢ cac muc do khac nhau tai cac dong té bao
ung thu va dic biét ting cudng tai cac dong té bao co dd
ac tinh va di can cao.

4.4. XAC PINH MUC PO THAY POI GEN EGFR
TRONG UNG THU BIEU MO TUYEN VU
* Murc dp sao chép mRNA ciua EGFR ¢ u xo vu so voi
mé ung thw biéu mé tuyén vii

Trong nghién ctiru nay, mic d§ sao chép mRNA cua
EGFR ¢ m6 ung thu vu da duoc khao sat mot cach c6 hé
théng. Hinh anh dién di trén gel agarose (hinh 3.13) cho
thdy, san pham PCR cua doan gen EGFR chi xuét hién
mot bang duy nht tuong tng véi vi tri 420 bp. D6 chinh
1a san phim PCR cua doan gen EGFR can khuéch dai.
Nhu véy, diéu kién phan tng RT-PCR (nhu da mo6 ta
trong phan phuong phap) dé nhan doan gen EGFR la
hoan toan thich hop. Ciing nhu ddi véi gen HIP, sau nhiéu
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phan Gng thim do, ndong 46 cDNA dua vao phan tng
PCR khuéch dai gen EGFR 1a 800 ng va dam bao su
twong duong giita cac mau. Két qua cho thdy, EGFR duoc
tang cuong sao chép & nhitng mo ung thu bi€éu mo tuyén
vi nhung EGFR xuat hién kém & mo u xo vi. Su tang
cudng sao chép gen EGFR con thay déi theo giai doan
cua ung thu vi thé ong, tang dan tir giai doan I dén giai
doan III (hinh 3.15). Piéu nay khang dinh mot lan nira su
khac biét ro rét muac do sao chép cia EGFR ¢ ung thu
biéu md tuyén vii co sy khac biét rd so voi u xo vi. Su
khéc biét nay trén cung loai mo6 hoc, theo giai doan bénh
trén 1am sang cling c6 su khac biét 1o rét va sy sao chép
cua EGFR tang theo giai doan cua bénh trén lam sang.
Ciing gidng nhu gen HIP, nghién ciru ciing st dung ky
thuat dién di mao quan budc dau khao sat su tuong doéng
v6i két qua RT-PCR ban dinh luong. Két qua dién di mao
xac dinh gia tri cua gen EGFR va gen GAPDH ciing cho
két qua twong déng véi RT-PCR ban dinh luong. Pinh
GAPDH kha dong nhét giita cac mau ung thu va u xo,
trong khi d6 khéc biét rd giita cac mau u xo va ung thu va
dinh EGFR ting cao & cac mau mo ung thu, ting theo giai
doan ctia ung thu thé éng trong khi d6 dinh EGFR cua cic
mau md u xo thap hon 6 rét trong dién di mao quan (hinh
3.14; 3.16). Két qua nay ciing phu hop véi két luan cua
Kersting C. rang: sy khuéch dai gen EGFR c6 su lién
quan chit ch& véi qué trinh phat trién cua khdi u theo cac
giai doan trén 1am sang.

* Muc do sao chép mRNA cua EGFR mo ung thw vu
ciing mot giai doan trén lim sang & cdc thé mé hoc
khac nhau
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Su tang cudng sao chép gen EGFR c6 thay d6i khéc
nhau giita cdc thé loai t€ bao hoc khic nhau trong cling
mot giai doan II clia ung thu biéu mo tuyén vi hay
khong? Trong nghién ctru nay, 27 mau mo ung thu vu
cung giai doan II trén lam sang, gdm thé ong, thé nhay,
thé tiéu thuy va thé tiy di duoc phan tich. Két qua nghién
ctru cling cho thay dam do vach PCR cia mRNA EGFR
dién di trén gel agarose (hinh 3.17), cling tuong tu nhu
mRNA HIP ting & cac thé éng va thé nhay giam hon ¢
thé tiéu thuy va thé tay. Tinh trung binh dam d¢ vach
PCR (don vi pixel) cua tung thé giam tir thé nhay (207),
dén thé 6ng (191), thé tiéu thuy (168) va thap nhat o thé
tay (154). Viéc phat hién biéu hién gen EGFR trén cac thé
mo bénh hoc cia ung thu va dugc tién hanh dong thoi
song song voi phuong phap dinh lugng trén may Agilent
2100 Bioanalyzer, két qua dién di mao quan ciing cho mot
két qua twong ddng, cac miu mo ung thu & cic thé mod
bénh hoc khac nhau biéu hién EGFR cling khac nhau,
dinh EGRR cao ¢ thé nhay va thé éng giam dan & thé tiéu
thiy va thé tiy. Két qua nghién ctru cho thiy su biéu hién
ctia EGFR ciing nhu HIP khong nhitng thay doi theo giai
doan cta ung thu ma con co6 sy khac biét gitra cac thé mo
hoc.

Ciing nhu gen HIP, két qua thaim do ban dau xac
dinh néng d6 gen EGFR vé6i 14 mau ung thu va 2 mau u
X0, gla tri ty 16 EGFR/GAPDH & cac mau md UTBM
tuyén v 1a 1,09 £ 0,25 cao hon han so v6i cic mau u xo
1a 0,73 + 0,09 (bang 3.10), két qua ndy mot laan nita 13
ching minh cho su biéu 16 gen EGFR & cic miu md
nghién ctru ludn ¢ su ting cudng & cac mdé UTBM tuyén
vi. Su thanh cong budce dau cua nghién ciru sé tao tién dé
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cho vi¢c nghién ctru xac dinh mot ngudng cut-off cta ca
gen HIP va gen EGFR dé ung dung trong chan doan, theo
ddi diéu tri ung thu néi chung va ung thu v noi riéng trén
lam sang.
* Mivc dp biéu hién protein EGFR trong ung thw biéu
mé tuyén vii

K¥ thuat hoa mé mién dich dugc thuc hién dé danh
gia muc d6 biéu 10 protein trén cic mo luu trit trong block
paraffin ctia mo ung thu biéu mé tuyén vi. Mtc d6 biéu
hién ctia EGFR cao & cic mé ung thu, khéng c6 su biéu
hién EGFR & cac mé u xo0. Két qua ndy ciing twong doéng
v6i két qua ctia Meche A. va cong su: EGFR chi biéu
hién & cac md ung thu khong co biéu hién & md u xo
tuyén vii va nhitng khbi u cé hién tugng qua san té bao
tuyén vi. Su biéu hién & cac thé md bénh hoc trén cung
mot giai doan khong c6 sy khac nhau nhiéu. Trong nghién
ctru cta ching t6i & ba mau ung thu vi thé nhay té bao
bat mau nau & mic d6 0 va do 1 (duoc coi 1a co két qua
am tinh). Tai sao lai ¢c6 sy khac nhau gitta mirc do
khuyéch dai cta gen va boc 10 protein cia EGFR? Thong
thuong thi sy biéu hién cua cac san pham protein tuong
tmg voi su khuyéch dai ciia gen. Tuy nhién, nhiéu gia
thuyét van cho rang sy khuyéch dai gen cia gia dinh
EGFR lién quan tryc tiép dén tinh chat ctia ung thu hon la
sy biéu hién cua thu thé EGFR - tirc san phém protein ctuia
gen. Thém nira, mdc du gen ma hoa protein EGFR thuong
bi khuyéch dai khi co sy biéu hién qué mirc cua protein
nay, nhung nguoc lai su biéu hién cta protein nay khong
phai lac nao cing twong ung voi su khuyéch dai gen.
Piéu nay cing tuong ty nhu két qua trong nghién ctru
mic du biéu hién gen EGFR cua thé nhay 1a cao nhét
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trong bon thé mo bénh hoc ung thu vl clia cidc mau mo
nghién ctru nhung sy biéu hién san pham cua gen la
protein thap.

Céac két qua nghién ctru trén cho chung ta mot buc
tranh tong thé vé co ché phan tir cua HIP, EGF va EGFR
trong bénh sinh ung thu via. Nhu vay dudi sy tac dong cua
cac tac nhan nao do hoat hoa qua trinh sao chép va phién
ma HIP trong té bao, sau do HIP s& dugc van chuyén

“tich cuc” ra bé mat ngoai té bao dé co thé canh tranh vai
Vi tri g:fm cua EGF trén vi tri dac hiéu caa HP/HS. EGF
duogc giai phong sé gin véi thu thé (EGFR) trén bé mit té
bao dé khai dong con duong tin hiéu (MAPK) vao trong
nhan thic ddy qua trinh phan chia va biét hoa té bao.
Thém vao d6, HIP ciing s& tac dong truc tiép va thic day
qué trinh phién ma mét protein dich nao dé dac hiéu cua
qua trinh bénh hoc ung thu nhu cac dau 4n ung thu dic
hiéu trén bé mat mang. Piéu do ching té6 HIP chua chic
d3 phai diém dau cua con dudng tin hiéu dé co thé khoi
phat sy phat trién bt thuong cua té bao 1a tién dé cua qua
trinh khai phat ung thu? Vay phai ching HIP s& c¢6 mbi
lién hé nao do voi cac gen ung thu? hodc véi nhiing tac
nhan giy dot bién hay cac yéu t6 tham gia qua trinh sta
chita DNA? S& can c6 nhiéu nghién ctru nira méi ¢ thé
tra 101 duoc nhitng cau hoi ndy. Song cho du thé nao di
chang nita thi nhitng két qua nghién ctu trén ciing di cho
thdy vai tro cia HIP, EGFR trong bénh hoc phan tir cia
ung thu biéu mo tuyén vi, md ra mot trién vong tmg dung
HIP va EGFR khong chi 1a mot marker méi trong chan
doan ung thu v ma con c6 thé 1a 1a mot cai dich day hira
hen cho liéu phap phén tir tri nhdm ngin chin dong thac
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tin hiéu dugc truyén vao trong té bao ma HIP va EGFR la
khau then chot.

KET LUAN
Qua nghién ctru danh gid mirc 46 sao chép mRNA va
biéu hién cta protein twong tac v6i heparansulfat (HIP) va
thu thé yéu t6 phat trién biéu mo trén 47 mau mo ung thu
biéu mo tuyén v va 15 miu mo u xo tuyén vi ching toi
¢ nhitng két luan sau :
1. Mirc d6 sao chép mRNA va biéu hién protein cia
HIP va EGFR
+ Mirc d6 sao chép mRNA va biéu hién protein
HIP va EGFR & mé UTBM tuyén v cao hon so véi & mo
u X0 tuyén vii va ting theo giai doan tién trién trong ung
thu va thé dng.
+ Ty 1¢ HIP/GAPDH & cac mau ung thur 1a: 1,27 +
0,44 cao hon han so véi cdc miu u xo tuyén vu la 0,40 +
0,10. Ty 1¢ EGFR/GAPDH ¢ cac mau ung thu 1a 1,09 +
0,25 cao hon so v&i cac mau u xo tuyén vula 0,73 £ 0,09.
2. O giai doan II caa UTBM tuyén v:
+ Mitc d sao chép mRNA va biéu hién protein
HIP phu thudc vao cac thé mo bénh hoc: tang cao 6 UTV
thé dng va thé nhay, thap dan ¢ UTV thé tiéu thuy va thé
tuy
+ Mitc d sao chép mRNA EGFR ting cao nhat &
UTV thé 6ng, va thé nhay, thap dan & UTV thé tiéu thuy
va thé tiy
Mtrc d0 biéu hién protein EGFR: két qua
HMMD ty 18 (+) cao & UTV thé dng, thip hon & thé tiéu
thuy, thé tay va thé nhay
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KIEN NGHI

Trong diéu kién co thé cling vai xét nghiém mo bénh
hoc (tiéu ban mé bénh hoc soi dudi kinh hién vi quang
hoc) nén két hop cac xét nghiém danh gia muc d6 biéu thi
ctia HIP va EGFR chan doan sinh hoc phén tir dé c6 thém
thong tin & mic do phan tir trong chan doan tién luong
bénh va theo doéi hiéu qua diéu tri bénh ung thu va.



