BO GIAO DUC VIEN HAN LAM KHOA HOC
VA PAO TAO VA CONG NGHE VIET NAM

HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Ho Truong Giang

NGHIEN CUU TAO BA KHANG THE PON DONG (AFP,
DCP, TXN) VA BUOC PAU UNG DUNG TRONG
PHAT HIEN UNG THU BIEU MO TE BAO GAN

LUAN AN TIEN Si SINH HQC UNG DUNG

Ha Ngi— 2026




e S
—

BO GIAO DUC VIEN HAN LAM KHOA HOC
VA PAO TAO VA CONG NGHE VIET NAM

HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Hb Truwdomg Giang

NGHIEN CU'U TAO BA KHANG THE PON DONG (AFP,
DCP, TXN) VA BUOC PAU UNG DUNG TRONG
PHAT HIEN UNG THU BIEU MO TE BAO GAN

LUAN AN TIEN Si SINH HQC UNG DUNG
Nganh: Cong nghé sinh hoc
Mai so: 9 42 02 01

Xdc nhin ciia Nguwéi hwéng din 1 Nguoi huéng din 2
Hoc vién Khoa hoc va ‘
nﬁgm DOC’%}M}L&———» );(

C', O vA GS. TS. Nghiém Ngoc Minh PGS. TS. Vé Thi Bich Thity

Nguyén Thi Trung

Ha Npi— 2026



LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan rang luin 4n "Nghién cibu tao ba khing thé don dong (AFP,
DCP, TXN) va budc dau img dung trong phdt hién ung thu biéu mé 1é bao gan" la
Kkét qua nghién ctru cla riéng t6i, duge thuc hién dudi sy huéng dan khoa hoc cia
GS.TS. Nghiém Ngoc Minh va PGS.TS. V3 Thi Bich Thuly — Vién Nghién ctru hé
gen (nay 1a Vién Sinh hoc), Vién Han 14m Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.

Lu4n 4n sir dung mot phén s6 liéu tir Nhiém vu Khoa hoc va Céng nghé theo
Nghi dinh thu “Hop tic nghién ctru ché tao bd kit khang thé don dong nano DNA
huynh quang dic hiéu phuc wu chin doin sém ung thu gan”, mi sb:
NDT.102.GER/21.

Céc két qua nghién ciru coa i duge cong bd chung voi cac tac gid khac da
duge su nhit tri cia df”mg tac gia khi dua vao ludn 4n. Céc s lidu, két qua dugce trinh
bay trong luan 4n 14 hoan toan trung thyc va chua timg dwgc cdng bd trong bét ky
mdt cong trinh nao khic ngoai cac cong trinh cong bd clia tic gia. Ludn 4n sir dung
théng tin trich din tir nhidu ngudn tham khio khac nhau va cic thong tin trich din
duge ghi 18 ngudn gbe.

Luén an dugc hoan thanh trong thai gian t61 lam nghién ciru sinh tai Hoc vién
Khoa hoc va Cong ngh¢, Vién Han 14m Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.

Ha Noi, ngay 09 thang 02 nam 2026
Téac gia

-

Ho Truwéng Giang
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LOT CAM ON

Trude hét, t6i xin bay to long biét on sau sic dén GS.TS. Nghiém Ngoc Minh
va PGS.TS. V3 Thi Bich Thily, 1a ngudi thiy, ngudi ¢d voi sy am hidu sdu sic va tim
nhin réng mé di dua ra nhitng goi  thue tidn, gitp t6i tiép can vin dé mot cach sang
tao va hiéu qua hon, luén khuyén khich va hd tro t6i trong viéc xay dung nén tang 1y
thuyét vimg chic, giup t6i dinh hinh 16 rang hudng di ctia nghién ctru va ludn tin tinh
huéng dan, hé trg, cung cip nhitng 161 khuyén quy bau trong sudt qua trinh thyc hién
ludn 4n nay. Nhitng déng gép chuyén mén va su kién nhin coa thay, ¢6 da gitp t6i
hoan thién nghién ctru véi su vitng vang va ty tin.

Nghién ctru sinh ciing xin chén thanh cam on Ban Giam déc, tap thé cdn bd,
giang vién Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam di tao didu kién thuan loi
nhit cho nghién ciru sinh trong qua trinh hoc tip va nghién ctru.

Xin trén trong cam on Ban lanh dao, cic cin bd quan 1y, céc ddng nghiép, tai
Vién Nghién ctru hé gen (nay 1a Vién Sinh hoc), Vién Han lam Khoa hoc va Cong
nghé Viét Nam, nhitng ngudi di déng hanh, chia sé kién thirc, kinh nghiém va khich
1€ toi trong sudt thoi gian thyc hién ludn an.

Cam on dic biét téi Nhiém vu khoa hoc va cong nghé theo Nghi dinh thu “Hop
tac nghién ctru ché tao bo kit khang thé don dong nano DNA huynh quang dic hiéu
phuc vu chin dodn sém ung thu gan”, mi sb: NDT.102.GER/21, d3 tao diéu kién
thuén lgi cho t6i thuc hién nghién ciru nay. Sy hd tro cia Nghi dinh thur da gép phin
quan trong vio qua trinh phét trién dé tai nghién ctu va hoan thanh Iuin an.

Cudi ciing, t6i xin danh [¥i cdm on siu sfc nhét dén gia dinh toi, nhimg ngudi

da lu6n bén canh dong vién, hd tro ca vé tinh than 14n vat chit, 1a nguf“m ddng luc lon

lao giup t6i vugt qua moi khé khin va hoan thanh luin an nay.
Ha N¢i, ngay 09 thang 02 nam 2026

Tac gia

Hé Truwong Giang
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MO DAU

Ung thu gan hién nay duoc xem la mot trong nhing thach thic y t& nghiém
trong mang tinh toan cau, véi ty 1& mic moi va tir vong khong ngimg gia ting trong
nhitng nim gan day. Theo s6 liéu thong ké ndm 2023, ung thu gan giy ra gan mot
triéu ca tir vong mdi nim va nam trong nhém nhiing nguyén nhan tir vong hang dau
do ung thu trén thé gidi. Dy bao tir ndm 2025 trd di, sé ca mic méi ung thu gan co
thé vuot qué 1 tridu truong hop mdi nam [1], cho thdy ganh ning bénh tat ngay cang
16n ddi véi stc khoe cong dong va hé thong y té, dic biét tai cac qudc gia dang phat
trién. Thuc trang nay dat ra yéu cau cap thiét trong viéc ting cudng cic chuong trinh
sang loc, chan doan sém va nghién ctru phat trién céc cong cu phat hién hi€u qua hon.

Ung thur gan bao gém ung thu gan thir phat va ung thu gan nguyén phat, trong
d6 ung thu gan nguyén phat 1a dang bénh 1y 4c tinh khéi phat truc tiép tir té bao gan.
Trong cac thé mé bénh hoc cta ung thu gan nguyén phat, ung thu biéu mé té bao gan
(Hepatocellular Carcinoma — HCC) 1a dang pho bién nhat, chiém khoang 90% tong
sO truong hop [2, 3]. HCC thudng phat trién trén nén cac bénh gan man tinh nhu
nhiém virus viém gan B, virus viém gan C, xo gan do rugu hodc phoi nhiém cac chat
ddc nhu aflatoxin B1. Cac yéu té nguy co ndy tac dong thong qua nhiéu co ché khac
nhau nhung déu dan dén bién ddi di truyén, rdi loan chirc ning té bao gan va hinh
thanh t€ bao éc tinh.

Hién nay, chian doan HCC duoc thuc hién dua trén nhiéu phuong phap nhu
xét nghiém mo bénh hoc, té bao hoc va cac ky thuat chan doan hinh anh (CT, MRI,
PET, siéu am). Tuy nhién, cac phuong phap nay con gip nhiéu han ché trong thuc
hanh 1am sang, dac biét trong phat hién bénh & giai doan sém. Trén thuc té, phén 16n
bénh nhan chi duoc chan doan khi bénh di tién trién, lam giam dang ké hiéu qua diéu
tri triét dé va tién luong séng. Do @6, viéc phat trién céc cong cu sang loc c6 kha nang
phat hién sém, chinh xac va c6 thé ing dung rong rii trong cong dong co y nghia dic
biét quan trong nham nang cao ty 18 séng va cai thién chat lugng diéu tri cho bénh
nhan HCC.

Trong nhitng nim gan day, cac chi thi sinh hoc di tré thanh hudng tiép can
tiém nang trong chan doan sém HCC. Cac diu 4n nhu AFP, DCP, AFP-L3, GPC3
cung v&i nhitng chi thi méi nhu TXN, GP73, OPN, miRNA, ¢fDNA... da dugc chiing
minh c6 gia tri nhét dinh trong phat hi¢n va tién lugng bénh. Trong d6, AFP 1a chi thi
truyén théng nhung con han ché vé do nhay; DCP gitp cai thién do dic hiéu va hd
trg phat hién cac truong hop AFP am tinh; trong khi TXN 12 mot diu 4n méi lién

quan dén qua trinh tién trién, apoptosis va kha ndng xam lan cia khoi u. Vi vay, viéc



két hop bd ba d4u 4n AFP-DCP-TXN duoc ky vong s€ nang cao do nhay, do dac
hiéu trong chan doan, déng thoi tao co s& khoa hoc cho cac xét nghiém da diu 4n
phuc vu sang loc HCC.

Xuat phat tir nhu cau thyc tién d6, viéc nghién ciru tao ra cac khang thé don
dong dac hiéu khang ba chi thi sinh hoc AFP, DCP va TXN c6 y nghia quan trong.
Khang thé don dong khong chi 14 cong cu then chét trong cac ki thuat mién dich hién
dai, ma con 1a nén tang dé phat trién cac bo kit xét nghiém c6 kha nang img dung
rong rai trong phat hién sém ung thu biéu mé té bao gan. Do do, d¢ tai “Nghién ciru
tao ba khang thé don dong (AFP, DCP, TXN) va buéc diu ing dung trong phat
hién ung thw biéu mé té bao gan” duoc thuc hién véi nhitng muc ti€u nhu sau:

1. Tao dugc khang nguyén tai td hop cua ba chi thi sinh hoc AFP, DCP, va
TXN dic trung ung thu biéu mé té bao gan.

2. Tao dugc khang thé don dong cua ba chi thi sinh hoc AFP, DCP, TXN dac
hiéu khang nguyén ung thu biéu mo té bao gan tir cac khang nguyén tai t6 hop da
duoc tao thanh.

3. Budc dau img dung cac khang thé don dong tao thanh dé phat hién ung thur
biéu mé té bao gan.

Ciu tricc Ludn dn gom 3 chwong:

Chuong 1. Téng quan nghién ciru: Trinh bay tong quan vé dich t& hoc ung thu

biéu mo té bao gan (HCC) trén thé gidi va tai Viét Nam; cac phuong phap chan doan
hién nay; vai tro, tiém nang cua cac chi thi sinh hoc AFP, DCP, TXN; va co s¢ khoa
hoc cho viéc nghién ctru tao khang thé don dong dac hiéu cho HCC.

Chuong 2. Ddi tuong va phuong phap nghién ctru: M6 ta chi tiét d6i tuong,

hoa chét, trang thiét bi str dung; quy trinh nghién ciru tir giai doan phan tich in silico
du doan epitope, tao khang nguyén tai to hop, gay mién dich, dung hop té bao, sang
loc, tinh sach khang thé don dong; va phuong phép tng dung khang thé don dong
trong xét nghiém ELISA danh gi4 hiéu qua phat hién HCC.

Chuong 3. Két qua va ban luan: Trinh bay két qua chi tiét qua trinh tao khang
nguyén tai to hop, khang thé don dong AFP, DCP, TXN; két qua img dung khéng thé
don dong trong phan tmg ELISA trén mau huyét thanh bénh nhén; va phan tich, thao

luan két qua so sanh véi cac nghién ciru trude, néu bat y nghia khoa hoc va thuc tién
cua Luan an.

Dong gop mdoi cua Ludn dn:

- Pi tao thanh cong b ba khang thé don dong tir khang nguyén tai to hop cta ba
chi thi sinh hoc AFP, DCP, TXN phuc vu cho chan doan ung thur biéu mé té bao gan.



- Pi sir dung khang thé don dong tao dugc dé budc dau nghién ciru phat hién
ung thu biéu moé té bao gan. Pong thoi danh gia hiéu qua khang thé vé do nhay, do
dac hiéu khi két hop ba chi thi nay véi nhau.

Y nghia khoa hoc va thuc tién ciia Ludn dn:

- Y nghia khoa hoc: Két qua ciia nghién ctru 1a minh ching cho ning luc lam
cht chudi cong nghé sinh hoc khép kin, tir phan tich tin sinh hoc, thiét ké epitope
mién dich, biéu hién khang nguyén tai to hop, tao té bao lai cho dén timg dung phat
hién khang nguyén trong mau huyét thanh. Day 1a dong gbp quan trong vio nén tang
nghién ctru phat trién sinh phiam chan doan ung thu tai Viét Nam, huéng dén chu
dong hoa cong nghé va giam phu thudc nhap khau.

- Y nghia thue tién: Nghién ctru mé ra tiém ning phat trién bo kit xét nghiém
ELISA da marker (mg dung khang thé don dong néi dia, gitip ting cudng kha ning
phat hién ung thu biéu mo té bao gan, dic biét khi AFP don 1é khong du do nhay. San
phém nghién ctu cé thé trién khai thu nghiém tai cac bénh vién tuyén tinh, tién toi
mg dung rong rii trong cac chuong trinh tim soat cong dong, nhat 1a & nhitng khu

vuc co ty 1¢ méc HCC cao.



Chwong 1. TONG QUAN NGHIEN CUU

1.1. TONG QUAN VE UNG THU BIEU MO TE BAO GAN
1.1.1. Dich t& hoc ciia bénh ung thw biéu mé té bao gan
1.1.1.1. Tinh hinh dich té ciia bénh ung thw biéu mé té bao gan trén thé giGi

Theo T6 chic Y t& Thé gidi, ung thu biéu mé té bao gan (Hepatocellular
carcinoma — HCC) 12 dang ung thu gan nguyén phét phd bién nhat, chiém khoang 80
—90% tong sd ca ung thu gan dugc chan doan [5]. Trén toan cau, HCC hién xép thur
6 vé ty 1é miac méi voi khoang 866000 ca mdi ndm, va ding thir 4 vé s6 ca tir vong
do ung thu, v6i khoang 759000 truong hop tir vong hang nam [6]. Ty 1é mic chuin
hoa theo tudi (Age Standardized Rate — ASR) trung binh toan cau ctua HCC vao
khoang 8.6/100000, trong khi ty 1¢ tr vong ASR 1a 7.4/100000 [6]. Ty 1€ tir vong cao
gan bang ty 1é mac di phan anh tién luong rat kém caa bénh, khién HCC tro thanh
mot trong nhitng nguyén nhan hang dau gay tir vong do ung thu, chi sau ung thu phoi,
ung thu va va ung thu dai truc trang [6].

Phan b dich t& ctia HCC ¢6 su khac biét rd rét gitra cac khu vuc dia ly. Khoang
80% s6 ca HCC toan cau tap trung tai Dong A va Chau Phi ha Sahara, 12 nhiing ving
c6 ty 18 nhiém virus viém gan B man tinh rat cao [5]. Riéng chau A chiém t6i khoang
70% tong sd ca mac va tir vong do HCC trén toan thé gidi. Cac qubc gia dugc xép
vao nhom nguy co cao bao gdbm Trung Qudc, Mong C6, Han Quéc, Viét Nam, Thai
Lan, Campuchia va nhiéu nude thude Trung Phi —noi ty 1¢ méc HCC c6 thé vuot qua
20/100000 dan [5]. Pic biét, Méng C6 hién 1a qudc gia c6 ty 1& méac va tir vong do
HCC cao nhét thé gidi, vuot ngudng 80/100000 dan, phan 16n do ty 1¢ nhiém HBV
va mirc tiéu thu ruou rat cao [5]. Nguoc lai, cac khu vuc c6 nguy co thép nhu Béc
My va chau Au thuong ghi nhan ty 1€ mic HCC dudi 5/100000, nho ty 1¢ nhiém viém
gan virus thdp hon va hé théng y té phat trién hon [6].

Trong vai thap ky qua, ganh ning HCC toan cau di gia ting dang ké vé sb
luong tuyét dbi, chu yéu do bung nd va gia hoa dan sd. Udc tinh, s6 ca moi HCC trén
toan thé gidi nam 2019 dat khoang 747000 ca — ting 70% so v&i nam 1990. Tuy
nhién, khi chuan héa theo tudi, ty 1& méc HCC trén toan cau co xu hudng giam nhe
ké tir cubi nhitng nam 1990 dén nay [5]. Su suy giam nay chu yéu nhd vao hiéu qua
clia cac chuong trinh tiém ching viém gan B dai tra va viéc trién khai rong rai diéu
tri viém gan C bang thudc khang virus. Tai Nhat Ban, ty 16 HCC da giam manh nho
thanh cong trong kiém soat viém gan C. Han Qudc ciing ching kién su sut giam tir
28.9/100000 nim 1999 xuéng con 16.1/100000 nam 2019, phan 16n nho trién khai

tiém ching HBV va diéu tri virus hiéu qua. Trung Qudc, qudc gia chiém ty trong ca



miac HCC 16n nhét thé gidi, ciing dang ghi nhan xu hudng giam ty 18 mic nho chuong
trinh tiém véc xin viém gan B dién rong [5].

Tuy nhién, trai nguoc voi xu hudng nay, mot sé qudc gia trude day co ty 18
HCC thép lai dang ghi nhén sy gia ting nhanh chéng. Tai Hoa Ky, ty 1¢ mac HCC da
ting gap 2 — 3 lan trong ba thap ky qua, chil yéu do dan s6 nhiém viém gan C man
tinh dang gia hoa, cing véi sy gia ting nhanh chéng ctia bénh gan nhiém mé& khong
do ruou (NAFLD). GLOBOCAN 2022 (Hinh 1.1) ciing cho thdy mét sé nudc thude
Trung Pong va Trung A nhu Iran, Iraq, Nepal... dang ching kién murc gia ting dang
ké vé ty 16 mac HCC trong thoi gian gan day.

Nhin chung, néu khong c6 cac bién phap can thi€p toan dién va hi¢u qua, )
ca HCC méi trén toan cau duoc dy bao s& con ting manh trong thoi gian tdi. Theo
du bao cuia WHO, dén nam 2040, sb ca mic méi HCC c6 thé tang thém 55%, dat muc
khoang 1.4 triéu ca mdi nam; dong thoi, sb ca tir vong do HCC ciing c6 thé 1én t6i

1.3 tridu truong hop mdi nim [7, 8].
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Hinh 1.1. Phan ving dich t& ung thu gan trén toan cau (2022)
Ty 1¢ udce tinh trén 100000 dan [6]

1.1.1.2. Tinh hinh dich té ciia bénh ung thuw biéu mé té bao gan tai Viét Nam

Viét Nam nam trong viung dich t& c6 nguy co HCC rat cao. Theo wdc tinh
GLOBOCAN 2022, ung thu gan 13 mét trong nhiing loai ung thur pho bién nhat tai
Viét Nam (Hinh 1.2). Trong niam 2020, ty suat mac méi chuan hoa theo tudi ciia HCC
tai Viét Nam vao khoang 22 - 24/100000, thudc nhém cao nhat thé gidi (gip gan 3
lan mic trung binh toan cau) [5]. S6 liéu nam 2022 cho thay, Viét Nam c6 khoang
hon 24000 ca HCC méi, chiém 13.6% tong ca ung thu méi (xép thir 2 sau ung thu
va) [9]. HCC dic biét thudng gip ¢ nam gidi (gap 3 - 4 1an nir gidi), va 13 nguyén
nhan hang du gy ung thu & nam gi¢i Viét Nam [9].
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84 ca mévi mic ndm 2022, ca 2 gitvl, mod lira tudl
Hinh 1.2. S6 ca mac méi Ung thu gan so v6i mot sb loai ung thu thuong gip
tai Viét Nam theo thong ké cia GLOBOCAN 2022 [9]

Ung thu gan, chil yéu 1a ung thu biéu mé té bao gan, dang 1a nguyén nhan tir
vong do ung thu hang dau & ca nam va nir tai Viét Nam. Theo thong ké gan day, mdi
nam c6 hon 25000 ngudi tir vong vi HCC, chiém khoang 19 — 20% tong sb tir vong
do ung thu trong ca nudc [9]. Piéu dang lo ngai 1a ty 1é tr vong trén sd ca méc gan
nhu twong duong, phan anh thyc trang chan doan muodn va tién luong xau ¢ da sb
bénh nhan. Bio céo ciia Bo Y té ciing cho thay, HCC lién tuc giit vi tri s6 mot trong
céc loai ung thu ¢ sd ca mic va tir vong cao nhit tai Viét Nam trong nhiéu nam trd
lai day [10].

Mic du da c6 mot so cai thién ¢ cip do dia phuong, nhu tai TP. H5 Chi Minh
ghi nhan xu huéng giam nhe ty 16 méc trong vong 2 thap ky qua, c6 thé lién quan dén
viéc md rong tiém chung viém gan B va quan 1y tot hon cac yéu t nguy co, nhung
téng thé trén toan qudc, ganh ning HCC van & muc dang bao dong. Dan s6 ngay cang

tang va gia hoa tiép tuc day sé ca mac moi ting cao: 24502 ca nam 2022, theo dir liéu



GLOBOCAN [9]. Pang cht y, Viét Nam hién duoc To chirc Y té Thé gidi (WHO)
xép vao nhom céac qubc gia cé ganh nang viém gan virus va HCC cao nhét trong khu
vuc Tay Thai Binh Duong. Vi vay, muc ti€u loai trir viém gan virus vao ndm 2030
da dugc Chinh phu Viét Nam xac dinh 13 vu tién y t& qudc gia [10].

So v61 mirc trung binh toan cau, ty 1é mic HCC tai Viét Nam cao hon rat nhiéu.
Véi ASR khoang 23/100000, Viét Nam c6 mirc d6 gap 2 — 3 1an so véi ASR trung
binh cua thé gidi (8.6/100000) [5, 6]. Qudc gia ta thudng ndm trong nhém 5 nude co
s6 ca HCC cao nhat toan cau, bén canh Trung Qudc, An Do va mot sé quoc gia dong
dan khac. Trong khu vuc, ty 1¢ mac HCC cua Viét Nam tuong duong véi cac nudc
DPong Nam A nhu Thai Lan va Campuchia (khoang 20 — 25/100000), va thip hon so
v6i Mong Co —noi ty 18 nay vuot ngudng 80/100000 [5].

Trong khi nhiéu qubc gia Péng A nhu Han Qudc, Nhat Ban da budc dau kiém
soat duge HCC nho chién luge phong chéng viém gan hiéu qua, Viét Nam van dang
dbi mat voi ty 16 mic va tir vong duy tri & mirc cao va 6n dinh. Mot yéu td gop phan
duy tri mtre d6 dich t& nay 1 co ciu nguyén nhan gy bénh khac biét so vdi cac qudc
gia phuong Tay. Tai M§ va chau Au, HCC c6 xu hudng tang chii yéu do viém gan C
va bénh gan nhiém mé& khong do ruou (NAFLD), trong khi tai Viét Nam va cac nudc
chiu A, nguyén nhan chinh van 14 viém gan B man tinh [5, 10].

Mic du chuong trinh tiém phong viém gan B toan dan da duoc trién khai hon
20 ndm qua va dugc ky vong s& gitip lam giam dan ty 16 mac HCC trong tuong lai,
nhung hién tai hiéu qua rd rét van chua thé ghi nhan do nhom nguoi trudng thanh va
ngudi cao tudi, nhiém virus trude khi co chuong trinh tiém chung, hién dang & do
tudi nguy co cao méc HCC. Do do, ganh nang HCC tai Viét Nam dugc du bao s€ con
duy tri & muc cao trong nhiéu nim téi néu khong c6 nhing chién lugc kiém soat
manh mé va déng bo hon.

1.1.2. Cac yéu t6 lién quan dén co ché bénh sinh ciia HCC

Ung thu biéu mé té bao gan (Hepatocellular carcinoma — HCC) 13 hau qua cua
mot qua trinh phuc tap, dién ra kéo dai trén nén ton thwong gan man tinh. Vé mit
bénh hoc, HCC thudng phét sinh théng qua chudi tién trién tir viém gan man — X0
héa — x0 gan — loan san ndt tai tao — ung thu hoa. Qua trinh nay di kém véi su
tich lity dan cac bién ddi di truyén va biéu sinh trong té bao gan, két hop vdi céc tac
dong moi trudng va rdi loan chuyén hoa, din dén mat kiém soat ting sinh va hinh
thanh khdi u 4c tinh. Ngoai ra, HCC thuong di kém voi ting sinh mach mau bat
thuong, hoai tur trong khdi u va sy xAm lan vi mach, phan anh tinh chét tién trién va

kha nang di can cta bénh. Nhitng dac diém bénh hoc nay c6 lién quan chat ché dén



su r6i loan cac con duong tin hi¢u phan tir va biéu hién cac d4u 4n sinh hoc nhu AFP,
DCP va TXN la cac chi dau quan trong dugc nghién ctru trong luédn an.
1.1.2.1. Yéu t6 di truyén

Yéu t6 di truyén dong vai trd quan trong trong co ché bénh sinh va tién trién
ctia ung thu biéu mo té bao gan. Nhiéu dot bién gen mic phai (somatic mutations) da
duoc xac dinh c6 lién quan dén HCC, trong do ndi bat 1a dot bién vung promoter
thudc phién ma nguoc cia telomerase (TERT), chiém dén 44 — 60% trudng hop va
thuong 1a dot bién sém nhét trong qua trinh sinh ung thu [3]. Dot bién TP53, mot gen
{rc ché khdi u quan trong, xuat hién trong khoang 30 — 50% ca HCC, dac biét lién
quan dén bénh nhan nhiém HBV va tiép xuc aflatoxin B1. Trong khi d6, CTNNBI
(ma héa B-catenin), mot gen chu chdt ciia con duong Wnt/B-catenin, thuong dot bién
620 —40% HCC, dac bi¢t & bénh nhan khong do virus [3].

Ngoai ra, cac dot bién khac nhu AXINI, ARID1A, ARID2, KEAP1/NFE2L2,
tham gia vao diéu hoa tin hiéu Wat, stra chita nhiém sic thé va kiém soat stress oxy
hoa, cling dugc ghi nhéan trong ty 1€ nho hon nhung c6 ¥ nghia sinh hoc cao [3].

Bén canh cac dot bién somatic, cac bién thé di truyén dong mam (germline
polymorphisms) nhu PNPLA3 (rs738409 C>G), TM6SF2, MBOAT7 cling duogc
chtrng minh 1am ting nguy co HCC thdéng qua co ché tich tu m& trong gan, viém gan
khong do rugu (NAFLD/NASH) va xo gan [3].

Viéc xac dinh cac dot bién nay khong chi gitip hiéu 16 hon vé sinh bénh hoc
ctia HCC ma con 1a co sé cho cac tmg dung 14m sang nhu chan doan som, phan tang
nguy co, tién lugng bénh va ca thé hoa diéu tri. Vi du, cac dot bién CTNNBI c¢6 thé
lién quan dén khang liéu phap mién dich, trong khi cac liéu phap dich vao TERT,
Wnt/B-catenin hodc TP53 dang dugc nghién clru va thir nghiém 1am sang [11].
1.1.2.2. Yéu té méi trwong
a) Virus viém gan B (Hepatitis B Virus - HBV)

HBV 12 mét loai DNA virus c6 thé tich hop vao bd gen cua vat chu gay dot
bién xen k&, din dén kich hoat gen gy ung thu. Mic du hau hét bénh nhan mic HCC
do HBV déu c6 biéu hién xo gan, tuy nhién cic nghién ctru thong ké cho thady HBV
lam ting nguy co mic HCC ngay ca khi khong c¢6 xo gan. Nguyén nhén 1a do HCC
c6 thé xay ra truc tiép ma khong can trai qua giai doan xo gan [12, 13].

Theo udc tinh ciia T chirc Y té Thé gidi, c6 khoang 360 triéu ngudi bi nhiém
HBV va nguy co tién trién thanh HCC chiém dén 25% cac truong hop. Ty 1é nhiém
HBV chiém khoang 70 - 80% cac truong hop HCC & Chau A va Chau Phi (Hinh 1.3),

thong qua rat nhiéu con duong nhu: truyén mau, quan h¢ tinh duc khéng an toan, tur



me sang con; va 20 - 30% cac truong hop ¢ phuong Tay, chil yéu lay truyén do: cac
thu thudt y hoc can thi¢p va quan hé tinh duc khong an toan [14].

Ty 1é nhiém HBV cao & Chau A di din dén nguy co mic HCC vuot tréi & nam
gidi (40 tudi) va & nir gisi (50 tudi). Mot nghién ciru cling cho thiy & Chau Phi, bénh
nhan & do tudi 30 hodc 40 bi HCC c6 thé 1a do tiép xtc véi aflatoxin B1, tuy nhién
khi c6 yéu to dong nguy co 1a HBV s& 1am tang kha niang mac HCC [15].

Viét Nam nam trong ving luu hanh HBV cao véi khoang 6.6 triéu nguoi
nhiém HBV man (tuvong duong 8% dan sd). Thong ké tai Bénh vién Chg Ray cho
thiy 66% bénh nhan mac HCC ¢ tién sir viém gan B [10].

b) Virus viém gan C (Hepatitis C Virus - HCV)

Nhiém HCV ciing 12 nguyén nhan 1én gdy HCC, dic biét ¢ cac nude phat trién.
Khong giéng nhu HBV, HCV 1a mét loai RNA virus khong tich hop vao b gen cua
vat chii va do d6, nguy co tién trién thanh HCC chu yéu do sy xo héa gan sau quéa
trinh gdy t6n thuong man tinh cia HCV. Thoi ky bénh toan phat ctia ngudi nhiém
HCV, céc triéu ching c6 thé kéo dai kha 1au (khoang 6 - 8 tuan) roi bénh tu khoi
khong can diéu tri bat ky mot loai thude gi. Tuy vay, s6 nguoi bénh tu khoi nay chi
chiém khoang 15 - 30% cac truong hop (khac véi viém gan B 1a 90%). SO con lai
hodc s€ trd thanh viém gan C man tinh hoac tré thanh ngudi lanh mang virus viém
gan C (nghia 1a sau khoang 6 thang co thé khong dao thai HCV ra khoi co thé). Diéu
dang lo ngai nhat 14 khi bi viém gan C man tinh 14 c6 thé bi bién ching xo gan (khoang
10 - 20%) va din dén HCC (khoang 5%). Ty 1¢ bién ching thanh HCC so véi viém
gan B ciing cao hon nhiéu [16].

Trén thé gidi, khoang 20% ca HCC quy cho HCV (tong cong viém gan B va
C chiém 62% ca HCC) [17]. Nhiém HCV 12 bénh gan man tinh phd bién nhat & nhimng
bénh nhan bi HCC ¢ Bic My, Chau Au va Nhat Ban (Hinh 1.3). Theo thong ké cua
WHO, trén thé gidi c6 khoang 170 triéu nguoi nhiém HCV (chiém khoang 3% déan
s6 thé gidi). Téap trung chu yéu 0 céac khu vyc: Nam my, Chau Au, Chau A; thong qua
hinh thirc 1ay truyén chu yéu 1 dung chung bom kim tiém va tinh dyc khong an toan.
M&i ndm c6 khoang 3 - 4 tridéu ngudi mic méi tai nhitng diém néng nay [12].

O Viét Nam, ty 1é nhiém HCV (khoang 1% dan sé) thép hon HBV. Hién theo
uoc tinh khoang 21% bénh nhan mic HCC tai Viét Nam nhiém HCV va nguy co
HCC ¢ ngudi xo gan do HCV chiém khoang 1-5% mdi nam [10].
¢) Tién st str dung d6 udng c6 con

Hién nay, ngay cang c6 nhiéu ngudi bi xo gan do tién st sir dung d6 udng co
con. Xo gan lién quan dén rugu, bia co ty 16 mic hang nam trén thé gidi tir 1% dén

3% va chiém khoang 18 — 30% cac truong hop HCC [5]. Udng rugu truong dién
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ciing 13 yéu t6 dong nguy co gy ra HCC cung cac cian nguyén khac; vi du, mot s6
nghién ctru cho thdy nguy co mic HCC ting 1én ¢ nhimg ngudi mang HBV udng
ruou so voi nhitng nguoi khong udng ruou [18].

Theo nhitng nghién ctiru cong déng, nhimg ngudi co tién sir str dung dd udng
c¢6 ¢on v6i lwong 16n 50g (ruou tiéu chuan)/ngdy c6 nguy co mac HCC cao gap 2 lan
nhimg ngudi khong udng ruou; véi nhitng trudng hop udng > 80g (rwou tiéu
chuan)/ngay, trén 10 nam thi nguy co ting gap 5 - 7 1an [19].

Tai Viét Nam, tiéu thu rugu bia & muic cao 1a van dé dang lo ngai: mot khao
sat cho thdy c6 dén 77% nam gi6i Viét Nam udng ruou, trong d6 31% thudc nhom
ubng “nguy co cao”. Diéu nay giai thich vi sao nam gidi Viét Nam mac HCC nhiéu
gap nhiéu 1an nir [20].
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Hinh 1.3. Ty 1é mic ung thu biéu mé té bao gan

theo khu vuc dia ly va nguyén nhan nam 2020 [3]

1.1.2.3. Yéu t6 chuyén héa

Gan nhiém m& khong do rugu (NAFLD), dic biét & dang ning 1a viém gan
nhiém mé khong do ruou (NASH), dang 1a yéu t6 nguy co quan trong ctia ung thu
biéu mo té bao gan. NAFLD c¢6 ti 1& mac toan cau khoang 20 — 25% va gia tang song
song voi sy gia ting ctia béo phi, dai thao dudng typ 2 va hoi chimg chuyén hoa [21].
Tich tu triglyceride trong té bao gan (steatosis) & NAFLD thuong kém theo cac rdi
loan chuyén héa nhu béo phi, ting huyét ap, réi loan lipid méu va dai thao duong
[22]. O giai doan tién trién NASH, ton thuong té bao gan két hop viém man va xo
hoa nhiéu hon, qua d6 1am ting nguy co phat trién xo gan va HCC [22]. Trén thuyc té,
dich t& hoc cho thiy NASH dang trd thanh nguyén nhan gia ting nhanh nhat cia HCC
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[22]. Nhiéu nghién ctru 16n ghi nhan NAFLD/NASH 1a yéu t6 nguy co hang dau
(chiém 59% cac trudng hop HCC & M), trong khi dai thao duong typ 2 ciing gop
mit ¢ nhiéu bénh nhan mic HCC (chiém 36% theo mot nghién ciru) [22]. Béo phi,
dé khang insulin va dai thao dudng typ 2 1a trung tim cuia hoi chimg chuyén hoa va
cling thuc ddy sinh ung ¢ gan. Béo phi giy dé khang insulin din dén ting insulin
huyét va kich hoat manh truc tin hiéu insulin/IGF-1, giup té bao gan ting sinh qua
mirc va giam chét theo chuong trinh. Pong thoi, mé m& tiét ra nhiéu adipokine va
cytokine viém (chang han leptin, IL-6, TNF-a) twong tic vé6i té bao gan, thuc day
viém man va xo héa gan. Cac yéu td sinh hoc nhu cuong insulin, leptin va IL-6 da
duogc ghi nhan tuong tic véi vi md gan gay viém, xo va doc tinh md& (lipotoxicity)
[22]. Trong khi d6, bénh nhan dai thdo duong typ 2 (thuong kém NAFLD) c6 nguy
co HCC ting gip 2 — 3 lan so v&i ngudi khong, do ting tin hiéu ting truong qua
insulin/IGF va tinh trang viém man nghiém trong hon (mét nghién ciru cho thay tiéu
duong type 2 chiém 36% nguy co HCC) [22].

1.2. CAC PHUONG PHAP PANG PUQC SU DUNG VA NHU CAU PHAT
TRIEN PHUONG PHAP MOI TRONG CHAN POAN UNG THU BIEU MO
TE BAO GAN

1.2.1. Cac phuong phap chén doan hinh anh

Céac phuong phap chan doan hinh anh doéng mot vai trd vo cling quan trong
trong qua trinh chan doan, theo doi va danh gia hiéu qua diéu tri ung thu biéu mo té
bao gan, cling nhu theo ddi sy tai phat sau diéu tri. Cac k¥ thuat ndy bao gom siéu 4m
thuong, siéu 4m twong phan (CEUS), chup cit 16p vi tinh, chup cong hudng tir, chup
mach k¥ thuat s6 hoa xo4 nén, xa hinh, va PET/CT. Trong thuc té can 1am sang hién
nay, siéu 4m thuong, CT va MRI dang duogc 4p dung rong rii nhat [23].

* Uu diém chung cua cac phuong phap chan doan hinh anh:

- Phat hién khdi u va danh gia chi tiét: Cac phuong phap nhu siéu 4m thuong,
siéu am twong phan, CT, MRI, PET/CT gitip phat hién khdi u, xac dinh kich thudc,
vi tri va murc d6 xam lan. Ngoai ra, cac phuong phap nay con phat hién dugc hé théng
mach mau ting sinh cta khdi u, nhitng ton thuong kém theo nhu: Céac hach di cin
hodc cac co quan ung thu thir phat.

- Khong x4m 14n hodc xam l4n t6i thiéu: Da s6 cac ki thuat chan doan hinh
anh khong gy dau don hay anh huong 16n dén co thé bénh nhan.

* Nhuoc diém chung:

- Han ché trong phat hién khdi u nho & giai doan sém hodc d6i véi khdi u ndm
sdu trong nhu mo gan. Mot sé phuong phap c6 do phan giai thip hodc phu thudc vao

ky nang nguoi thuc hi¢n, gay khé khan trong viéc phat hién som.
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- Khong xac dinh duoc tinh chat khdi u: Khong phan biét duoc chinh xac u
lanh tinh hay ac tinh, nguyén phat hay tha phat.

- Chi phi cao va han ché tiép can: Cac ky thuat nhu MRI, PET/CT c6 gid thanh
cao va khong phai luc nao ciing c6 san & tat ca cac co so y té.

- Nguy co phoi nhiém birc xa va tac dung phu: Mot s phuong phap sir dung
tia X hodc dong vi phong xa, giy phoi nhiém birc xa; thudc can quang c6 thé gy di
g hodc anh hudng dén chirc ning than.

- Yéu cau vé thiét bi va k¥ thuat: Can c6 trang thiét bi hién dai va doi ngii
chuyén mén cao dé thyc hién va phan tich két qua chinh xéc.

Trong chan doan ung thu biéu mé té bao gan, cic phuong phap chan doan hinh
anh can két hop hop 1y vdi cac thir nghiém sinh hda, sinh thiét mo hodc cac xét nghiém
mau dé co ky vong ting do chinh xac va hiéu qua chan doan. Mdi phwong phap ¢o
vu nhugc diém riéng, nén viéc lya chon phuong phap phtt hop véi mdi bénh nhan s&
hd tro tdi wu trong viéc phat hién sdém va diéu tri hiéu qua.

1.2.2. Phuwong phap chin doan md bénh hoc, té bao hoc va sinh thiét 16ng

- Chéan doan té bao hoc: Trong qua trinh nay, viéc thu thap mau té bao hoc véi
kha ning chan doan cao thudng dugc thuc hién thong qua phuong phép choc hut té
bao, dic biét 1a k§ thuat choc hit t& bao bing kim nhé dudi su huéng din cia siéu
am. Phuong phép nay dugc coi 1a chinh x4c va mang lai gi tri chan doan cao. Céac
mau bénh pham té bao hoc thuong dugc phét lam kinh va st dung phuong phap
nhuom Giemsa [12].

- Chan doan mé bénh hoc: Mb bénh hoc duge coi 1a phuong phap chan doan
chinh xac nhat trong viéc dinh rd ung thu biéu mo té bao gan. Su 1dy mau bénh pham
thuong dugc thuc hién thong qua céc phuong phap sinh thiét, tir thiét, hodc sinh thiét
trong phau thuat. Trong cac k¥ thuat nay, sinh thiét bang kim nho dudi sy huéng dan
ctia siéu am hodc cit 16p vi tinh da trd thanh phuong phéap phd bién, két hop giita tinh
an toan va dam bao du bénh pham can thiét dé dwa ra chan doan md bénh hoc [12].

- Sinh thiét 16ng (liquid biopsy): La phuong phap phan tich cic thanh phan
khdi u lvu hanh trong dich co thé (chii yéu 1a mau) nhu DNA khéi u tu do (circulating
tumor DNA — ctDNA), té bao u luu hanh trong hé tuan hoan (circulating tumor cells
— CTCs), RNA (dac biét 1a microRNA luu hanh trong hé tuan hoan) hodc céc thé
ngoai bao (extracellular vesicles — EV) chira phan ttr dac hiéu khéi u. Pay duoc xem
1a giai phap bd sung hodc thay thé it xdm 14n cho sinh thiét mo truyén thong [24].

* Nhuoc diém:

- Sinh thiét (I4y miu mo hodc té bao) 1a mot thu thuat xam 14n, c6 thé gay dau,

nhiém trung méu, nhiém trung hodc ton thuong cac co lan can. Viéc lay mau khoi u
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néu khong dugc xac dinh chinh xé4c vi tri hodc khong du ) lugng can thiét c6 thé dan
dén két qua tinh toan hodc du doan sai. Phan tich mé bénh hoc va té bao hoc thuong
mat thoi gian, gdy cham tré trong viéc bat dau diéu tri. Trong mét s6 truong hop, thu
thuat sinh thiét c6 thé gay lan rong té bao ung thu doc theo dudng kim sinh thiét, mic
du di nguy co nay thip. Pdi véi cac ton thuong rat nho hodc sau, viéc 1dy mau sinh
hoc ¢c6 thé gap kho khan hoac khong kha thi. Mot s6 bénh nhén c6 tinh trang suc khoe
yéu, rbi loan dong mau hodc vi tri khéi u kho tiép can c6 thé khong thich hop dé thuc
hién sinh thiét.

- Sinh thiét 1ong 1a phuwong phap hién dai c6 nhiéu wu diém, tuy nhién ciing c6
nhting han ché nhit dinh nhu: Yéu cau ky thuat va chi phi cao, do dac hi¢u con co
nguy co nhiéu 16m, d6 nhay & giai doan sém con han ché, chua phé bién va chua thé
trién khai rong rai.

1.2.3. Xét nghiém cac chi thi sinh hoc dic hiéu ung thw biéu mé té bao gan

Céc chi thi sinh hoc cia HCC bao gdm ca thanh phan protein, glycoprotein va
DNA dic hiéu do khéi u tiét ra hodc san sinh trong qua trinh bién d6i 4c tinh cua té
bao gan. Nhiing chi thi ndy c6 thé dugc phat hién trong méu ngoai vi, thong qua cac
xét nghiém don gian va it xdm 1an, do d6 co tiém ning 16n trong tdm soat cong dong
va theo di bénh nhan c6 nguy co cao. Bang 1.1 dudi day tong hop mot sb chi thi
sinh hoc quan trong di va dang duoc ng dung hodc nghién ciru trong chan doan
HCC [25].

Bang 1.1. Mot sb chi thi sinh hoc chan doan HCC d3 va dang dugc nghién ctlru

Chi thi phan tir Po nhay (%) Po dic hiéu (%) S6 lrong mau
thir nghiém (n)
AFP 62 87 689
AFP-L3 55 90 689
AFU 56.1 69.2 512
DCP 48 86 689
SCCA 12-84 48-100 12
SCCA-IgM 51-89 48-78 12
GP73 72.4 - 74.6 61.5-97.4 60 - 4217
* Uu diém:

- Mot sb xét nghiém chi thi phan tur gitp phat hi¢n som céc biéu hién phan ti
cua HCC déi khi ¢ giai doan khoi phat.

- Céc chi thi phan tir dac hiéu véi HCC c6 thé giup dua ra chan doan chinh
xéc, giam kha nang dua ra két qua am tinh gia hodc duong tinh gia.

- Phan anh sy thay ddi cép do phan tu: Cac chi thi sinh hoc c6 thé phan anh sy
thay di & cap d6 phén tir va gen, gitip hiéu rd hon vé co ché phat trién ciia HCC.
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- Khong xam 1an va tién loi: Xét nghiém chi thi phan tir thuong 1a khong xam
l4n, khong dau d6n va tién loi cho bénh nhan.

- D& thuc hién va lap lai: Cac xét nghiém nay thudng d& thuc hién, va két qua
¢6 thé duoc 1ap lai nhiéu 1an dé theo dbi su thay dbi va tién trién ciia HCC.

- H tro quyét dinh phuong phap diéu tri: Két qua xét nghiém chi thi phan tir
6 thé hd trg quyét dinh vé lwa chon phuong phap diéu tri va theo ddi dép tng cia
bénh nhan.

* Nhuoc diém:

- Boi héi may moc, trang bi hién dai, ngudi thye hién chuyén moén cé ky thuét
xét nghiém cao do do han ché cho viéc trién khai rong rai.

- Do tin cay tuy theo chi thi sinh hoc: Céan lua chon dang chi thi sinh hoc vi
mot s6 chi thi sinh hoc ¢ thé khong du ddc hiéu hodc do nhay.

Trong nhiéu thap ky, AFP 1a chi thi sinh hoc huyét thanh phé bién nhét duoc
ap dung trong chian doan HCC. Mic du cho dén nay viéc tim kiém cac chi thi sinh
hoc chéan doan, tién luong hoidc du doan khiac cho HCC van dang duoc nghién ctru
mé rong thi AFP van la chi thi sinh hoc dugc sir dung phé bién nhat trong phac do
chan doan HCC. Dbi véi nhitng bénh nhan c¢é nguy co tién trién thanh HCC, xét
nghi¢m cdac chi thi sinh hoc bd sung co thé phat hién HCC ¢ giai doan sém hon, ting
kha ndng chira khdi cho bénh nhan. Cac chi thi sinh hoc méi nhu Des-gamma-carboxy
protrombin (DCP) va AFP-L3 (dang dong phan cua AFP lién két véi lectin Lens
culinaris agglutinin), GPC3, TXN,... da dugc nghién ctru nhu 1a céc chi thi sinh hoc
thay thé hodc bo sung cho AFP va sy két hop cia chiung duong nhu ¢6 tic dung cai
thién hiéu suat chan doan sdm so véi xét nghiém chi co6 AFP don 1¢ [26].
1.2.3.1. Alpha —fetoprotein (AFP)

AFP 1a mot glycoprotein c6 khdi lwong phan tir 70 kDa duoc tao ra boi gan
bao thai va tai 6i trong giai doan ba thang dau thai ky. Pugc phat hién 1an dau tién
vao nam 1956 boi nha nghién ctru ngudi Anh Barry va cong sy. Do dugc tim thdy
trong mau thai phu nén ban dau, AFP duoc got 1a "mod gan bao thai" (Fetal Liver
Tissue) va dugc xac dinh trong huyét thanh thai tir ngay thir 50 ctia thai ky. Trudc khi
duoc goi 1a AFP, n6 da c6 cac tén goi khac nhau nhu: "gan bao thai" (fetal liver),
"protein chuin" (standard protein), "protein ngay" (day protein) va "alpha-
fetoglobulin". Trong sinh ly binh thuong, AFP gidm nhanh sau khi sinh va duy tri &
mirc thp (< 8 ng/ml) trong sudt cudc doi [26].

Gen AFP 1a mét thanh vién thudc ho gen albumin, bao gém bdn gen chinh ¢o
lién quan dén qua trinh phat trién va chic ning gan. Trong s6 d6, AFP ton tai dudi
ba dang ddng phan chinh: AFP-LI, AFP-L2 va AFP-L3, dugc phan biét dua trén ai
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luc ciia chung véi lectin Lens culinaris agglutinin. Mdi dang nay c¢6 ham luong bién
thién trong cac trang thai sinh 1y hodc bénh 1y khéc nhau, va dic biét AFP-L3 thuong
ting cao O bénh nhan ung thu biéu mé té bao gan (HCC), dugc xem 1a chi dau sinh
hoc ¢6 d6 dic hiéu cao. Biéu hién cua AFP chu yéu duoc diéu hoa & muc do phién
ma. Gen nay duogc dinh vi trén nhanh dai ctia nhidm sic thé s6 4 & ngudi (4q11—q13),
va c6 cdu tric diéu hoa phirc tap, bao gdm it nhat hai viing chirc nang: mot trinh tu
tdng cuong (enhancer) va mdt trinh ty trc ché (silencer) hoat dong mot cach doc lap
[27,28].

Trong qué trinh phat trién ciia gan bao thai, cac trinh ty ting cudng nay hoat
d6ng manh mé, gitip thiic diy phién ma gen AFP, tir d6 san sinh mot lugng 16n AFP
phuc vu cho chirc ning biét héa va tang truong cia té bao gan dang phat trién. Tuy
nhién, khi gan budc vao giai doan truéng thanh sau sinh, cac yéu té diéu hoa phién
mi s& thay ddi: cac trinh tu ting cudng ctia AFP dan bi loai khoi khu vuc tiép can
promoter ctia gen AFP, trong khi cac yéu té diéu hoa gen Albumin dugc tuyén chon
dé dam bao phién ma bén viing ctia albumin (mot protein chirc ning chu yéu ctia gan
truong thanh). Chinh su chuyén d6i nay phan anh mot co ché diéu hoa gen tinh vi
nham dam bao tinh dic hiéu theo thoi gian va giai doan phat trién cua té bao gan. Do
d6, mirc AFP trong mau giam manh sau sinh va duy tri & muc rat thip trong ngudi
truéng thanh khoe manh [27, 28].

Tuy nhién, & mdt s6 trang thai bénh 1y, dac biét 1a trong ung thu biéu mo té
bao gan, co ché kiém soat phién ma nay co thé bi pha vd. Cac nghién ctru di chi ra
rﬁng khi vung uc ché bi x6a bd, hodc cac trinh tu tang cuong bi tai kich hoat bat
thuong, gen AFP c6 thé duoc “mo khoa” trd lai, dan dén su ting biéu hién AFP mot
cach bat thuong trong huyét thanh ngudi bénh. Pay 1a co ché giai thich hién tugng
taing AFP huyét thuong gip trong nhiéu ca HCC, va ciing 1a co so cho viéc str dung
AFP nhu mot chi thi sinh hoc trong chan doan va theo d6i bénh gan ac tinh [27, 28]
(Hinh 1.4).
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Hinh 1.4. Co ché sy ting biéu hién cia AFP trén bénh nhan mac HCC [29]
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AFP khong chi 12 mot ddu 4n sinh hoc trong chan doan ung thu biéu mo té bao
gan (HCC), ma con dugc ghi nhan co vai tro sinh hoc phiic tap trong co ché bénh
sinh ctia HCC. M6t s nghién ciru da chi ra rang AFP c6 thé tham gia vao qua trinh
{rc ché mién dich chéng khdi u, tao diéu kién cho su phat trién va lan rong cua té bao
ung thu gan. Cuy thé, AFP duoc ching minh 1a c6 kha ning tuong tac véi dai thuc
bao, lam suy giam hoat dong thuc bio ciing nhu {rc ché biéu hién phan tir khang
nguyén Ia, 1a nhom phan tir MHC 16p II ¢6 vai tro thiét yéu trong viéc trinh dién
khang nguyén va hoat héa dap tmg mién dich té bao T. Ngoai ra, AFP con trc ché
hoat dong ciia cac té bao diét ty nhién (Natural Killer — NK), lam giam sy phat trién
va hoat héa cua té bao lympho T, ddng thoi thiic ddy hoat dong ciia cac té bao tc ché
mién dich, gop phﬁn tao ra moi trudong vi mo u thuén lgi cho sy phat trién cia HCC
[30, 31]. Mic du co ché phan tir chi tiét vé cach AFP diéu hoa ting sinh té bao gan
va hinh thanh khéi u van chua duoc 1am sang to hoan toan, nhung nhiéu nghién ciru
da phat hién AFP c6 kha nang lién két v6i cac thu thé dac hiéu trén mang té bao, bao
gém ca té bao thuong va té bao u. Su hién dién déng thoi ctia AFP va cac thu thé
tuong tmg trong nhau thai goi y rang AFP c6 thé st dung cac thu thé nay nhu mot co
ché van chuyén xuyén nhau thai, tir tuan hoan ctia me sang thai nhi, mgt dac diém c6
thé duoc tai sir dung trong bdi canh ung thu dé hd tro sinh u [30].

AFP bit dau duoc nghién ctru trong cac bénh 1y gan tir diu nhimg nim 1960
va nhanh chong duoc nhdn dién 1a dau an quan trong trong ung thu biéu mé té bao
gan. Nam 1963, nha khoa hoc Abelev lan dau tién cong bd vai tro cia AFP nhu mot
dau 4n ung thu gan, mé dudng cho viéc tng dung AFP nhu mot xét nghiém thuong
quy trong tim soat va chan doan HCC [12]. Cac nghién ctru sau d6 khang dinh rang
AFP huyét thanh ting cao & hau hét bénh nhan HCC, tr& thanh chi thi sinh hoc kinh
dién cho bénh Iy nay. AFP hién dugc sir dung khong chi trong chan doan ban dau,
ma con trong theo ddi tién trién bénh, danh gia dap Gng diéu tri va tién lugng 1am
sang. Tuy nhién, do nhay va do dic hiéu ctia AFP trong phét hién HCC sém van con
han ché, dic biét trong cac truong hop u nho hodc u biét hoa tdt. Vi vay, nhiéu nghién
clru gan day da tap trung vao viéc tdi vu hda ngudng AFP dé ting do chinh xac chan
doan, cling nhu két hop AFP véi cac ddu 4n khac (nhu DCP, AFP-L3) nhim cai thién
hiéu qua phat hién sém HCC. Theo khuyén cdo cia Hiép héi Gan My (AASLD,
2005), AFP c6 thé duoc str dung dé chian doan HCC khi khéi u c6 kich thudc trén 2
cm. O ngudng AFP > 200 ng/ml, c6 thé chan doan HCC ma khong can sinh thiét
trong mot sb tinh huéng dac biét [12]. Hoi Gan hoc Nhat Ban (2011) cling xem mirc
AFP vuot qua 200 ng/ml 13 mot trong nhiing tiéu chi chinh xac cho chan doan HCC
[12].
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Déng chti ¥, hidu qua ctia AFP phu thudc rat 16n vao chi sé ngudng (cut-off
value) va ty 18 luu hanh HCC trong cong dong. Trong nghién ctru ciia Trevisani va
cong sy (2001), voi ngudng AFP 13 20 ng/ml trong mot quan thé c6 ty 16 mac HCC
la 5%, gia tri dg doan am tinh (NPV) dat t&i 97.7% trong khi gia tri du doan duong
tinh (PPV) chi 1a 25%, cho thay AFP & ngudng nay hitu ich hon cho loai trir HCC
hon 14 chin doan xac dinh [19]. Néu ty 16 mic HCC trong cong dong tang 1én 20%,
PPV ciing ting 1én dén 61% trong khi NPV van duy tri & mirc 90%. Trong cac phan
tich so sanh, ngudng AFP > 20 ng/ml c6 d6 nhay cao nhit (60%) cho phat hién sém,
trong khi cac ngudng cao hon (> 100, > 200, > 400 ng/ml) c6 do dic hiéu ting dan,
1én dén 99% & ngudng > 200 ng/ml (Hinh 1.5), nghia 1a c6 it kha ning duong tinh
gia nhung lai ¢6 nguy co bo st HCC giai doan som [32].

0,75
0,5

0,25

AFP >20 ng/ml AFP >100 ng/ml AFP >200 ng/ml AFP >400 ng/ml

B D6 nhay B D6 dic hiéu
Hinh 1.5. BJ nhay va d¢ dac hi¢u theo gia tri ngudng AFP trong giai doan sém ung
thu biéu mé té bao gan. [32]

Tuy nhién, hiéu qua chin doan cia AFP khong ddng nhit giira cac khu vuc
dia 1y va cong dong dan cu khac nhau. Mot s6 nghién ctru da ghi nhan AFP dugc tng
dung sang loc hiéu qua hon trong quén thé nguoi chau A, dic biét & Nhat Ban, Trung
Quéc va Viét Nam, 13 nhitng noi co ty 1& cao nhiém HBV va HCV, trong khi ¢ cac
cong ddng phuong Tay, noi nguyén nhan chu yéu 1a NAFLD va hoi chimg chuyén
hoa, hiéu suit sang loc cia AFP thuong thap hon dang ké. Su khac biét nay co thé
lién quan dén co ché sinh bénh hoc khong dong nhat caa HCC giita cac ving va biéu
hién AFP thay ddi theo dic diém di truyén, mién dich cta timg quan thé. Thuc té nay
da duoc théng ké va xac nhan trong nghién ciru cia Wu va cong su (2019), qua phan

tich dit liéu dich t& va chan doan tai nhiéu qudc gia trén thé gidi [33].
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Mic du vay, AFP van dugc xem 1a mot khang nguyén dic trung ctia HCC
trong khoang 70 — 95% trudng hop. Khi ndng 46 AFP huyét thanh vuot trén 400
ng/ml, xac sudt mac HCC 1a rat cao. Nguoc lai, trong truong hop di cin gan tir céc
khdi u nguyén phat khac (nhu dai tryc trang, phoi), mirc AFP thuong chi ting nhe,
hiém khi vuot qua 350 — 400 ng/ml [12]. Ngoai ra, AFP ciing c6 thé ting trong cac
bénh gan lanh tinh, nhu viém gan virus cip, viém gan man va xo gan do rugu do lién
quan dén qua trinh tai tao té bao gan. Piéu nay 1am giam d6 dic hiéu cua AFP, dic
biét trong céc khdi u nhé hodc giai doan rat sém cua HCC. Mot sb bénh ly 4c tinh
ngoai gan, nhu ung thu ndi mac tir cung biét hoa huéng sinh duc, ciing co thé gay
taing AFP huyét thanh 1én mirc twong dwong véi HCC (khoang 350 — 400 ng/ml) [12].
Nhiing trudng hop nay gop phéan 1y giai vi sao do nhay va d6 dic hiéu cia AFP suy
giam dang ké khi chan doan HCC giai doan sém. Mic du phan 16n bénh nhan mac
HCC c6 tang AFP, nhung nhiéu nguoi chi ting & muc trung binh hodc cin ngudng
chan doan, dic biét & giai doan dau. Tham chi, khoang 9% bénh nhan c6 thé c6 murc
AFP rét cao va kéo dai dai dang, ma khong tuwong tng véi kich thude khbi u hay tién
trién bénh [12].

Trude nhitng han ché ciia AFP, cic nghién ctiru di tap trung phat trién va tim
kiém céc chi thi sinh hoc bd sung nham nang cao hiéu qua chan doan HCC, dic biét
& giai doan sém. Trong s d6, AFP-L3 (phan doan giau fucosyl hoa ciia AFP) va DCP
(Des-gamma-carboxy prothrombin, hay con goi la PIVKA-II) da dugc xac dinh 1a hai
chi thi huyét thanh co gié tri cao. Pac biét, cac nha khoa hoc Nhat Ban da tién phong
tich hop bo ba ddu 4n AFP, AFP-L3 va DCP vao mé hinh sang loc HCC. Mt phan
tich tong hop dua trén 12 nghién ctru, véi dit liéu tir 919 bénh nhan mic HCC va 1549
dbi chimg, cho thiy d6 nhay va d6 dic hiéu gop khi két hop ca ba ddu 4n huyét thanh
dat 0.91 va 0.84, vuot trdi so voi khi st dung AFP don 1¢ (0.65 va 0.88) [34]. Déng
thoi, thude do hiéu qua chan doan tong thé, dién tich duéi duong cong ROC (AUC)
cling cho thiy su vuot tréi ciia md hinh két hop (AUC = 0.95) so véi chi ding AFP
(AUC = 0.88) [34]. Nhitng dir liéu nay da cung ¢ co s cho viéc dong thoi st dung
AFP, AFP-L3 va DCP trong cac phac dd sang loc HCC hién dai, dac biét 1a tai cac
qudc gia co ty 18 bénh cao va chuong trinh tim soat cong dong rong rii.
1.2.3.2. Des-gamma-carboxy prothrombin (DCP)

Nam 1984, Liebman va cac cong su lan dau tién bao céo vé su tang né)ng do
DCP trong huyét thanh ctia bénh nhan mac bénh ung thu biéu mo té bao gan. Ké tir
d6, DCP da trd thanh mot dau 4n sinh hoc hitu ich trong vi¢c chan doan HCC. Hién
nay, cac nha nghién ctru da kham phé ra nhiéu hoat dong sinh hoc ctia DCP lién quan
dén qua trinh phat trién ctia HCC [35, 36, 37].
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Des-gamma-carboxy prothrombin 13 mot protein bat thuong duoc tao ra boi
su thiéu vitamin K cta prothrombin, mot yéu td dong mau dugc san xuét boi gan.
DCP c6 trong lugng phén tir 72 kDa, chira ba goc acid glutamic, do d6 khong c6 kha
nang tuong tac véi canxi, anh huong dén hoat dong dong mau. Khi cic té bao gan
dang trong qua trinh bién ddi 4c tinh, hé thdng carboxyl hoa phu cam tng béi vitamin
K gip tré ngai, din dén san sinh ra DCP (nén con c6 tén 1a PIVKA-II, protein induced
by vitamin K absence/ antagonist-II) (Hinh 1.6).
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Hinh 1.6. Sy hinh thanh va giai phong PIVKA-II (DCP) vao mau [38].

Cho dén nay da c6 nhiéu nghién ctru da chimg minh ring DCP dugc tiét ra tir
céc té bao ung thu biéu mo té bao gan, thuc diy sy phat trién va di cin cia HCC thong
qua cic co ché kich thich yéu t6 tang truong va yéu t6 twong tac can ché tiét gitra cac
té bao HCC va cac té bao ndi md mach mau [35]. Nong d6 DCP trong huyét thanh c6
thé duoc do ludng thong qua phuong phap ELISA. Nong ¢6 DCP binh thudng 14 0 —
7.5 ng/ml. Vi ngudng cut-off 1a 25 ng/ml thi xét nghiém DCP c6 do nhay la 87% va
d6 dic hiéu 1a 85% trong chan doan HCC [35]. Nhiéu nghién ctru cho thdy sy ting
DCP phan anh tinh trang cua bénh, kich thudc khéi u, sy xdm l4n tinh mach cta.
Ngoai ra sau phau thuat cit bo khéi u hodc sau diéu tri ung thu gan bang mot sb
phuong phép thi ndng do6 DCP c¢6 thé giam rd rét. Do d6 néu ndong d6 DCP ting tro
lai sau diéu trj thé hién bénh tai phat hodc diéu tri that bai.

Mot trong nhimg loi thé 16n nhat cia DCP 1a tinh dic hiéu cao: khac voi AFP
thuong ting trong cac bénh gan lanh tinh nhu xo gan, viém gan man ho#c gan nhiém
md do rugu, DCP it bi anh hudng bdi céc tinh trang khong ac tinh, tir d6 giup gidam
ty 1¢ duong tinh gia trong tim soat HCC. Ngoai ra, nhiéu nghién cru da chi ra rang
néng d6 DCP huyét thanh c6 mbi lién hé chit ché véi cac dic diém sinh hoc ac tinh

cua khoi u, bao gdbm: xam lan vi mach mau, hinh thanh huyét khéi tinh mach cura,
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kich thude khdi u 16n, giai doan TNM tién trién va ty 1¢ tai phat cao sau diéu tri. Pac
biét, trong cac truong hop HCC co huyét khdi tinh mach ctra, mot yéu td tién lugng
song con trong diéu tri, DCP thuong ting 1 rét va ¢ thé phat hién trudc khi cac tén
thuong mach méau dugc xac dinh qua chan doén hinh anh, hd trg quyét dinh li¢u c6
thé can thiép phau thuét hay can chuyén sang cac phuong phap diéu tri thay thé nhu
TACE, hoic liéu phap mién dich. Bén canh vai tro tién luong, DCP con chimg minh
hiéu qua trong chan doan HCC giai doan sém, vo1 d nhay va d§ dac hiéu vuot troi
so voi AFP, dic biét & nhitng bénh nhan c6 khdi u nho hodc AFP am tinh. Nhiéu
nghién ciru cho thiy ngudng DCP khoang 40 — 50 mAU/ml ¢6 thé dat do nhay 70 —
80% va dg dac hicu trén 80% trong phat hién HCC sdém. Quan trong hon, do mtrc
biéu hién DCP khong dong bién v&i AFP, nén khi két hop DCP va AFP, hiéu qua
chan doan duoc cai thién rd rét, dién tich dudi dudng cong (AUC) c¢o thé vuot mde
0.90, cao hon dang ké so véi sir dung AFP don 16. Nho d6, DCP da duoc nhiéu huéng
dan quéc té, ddc biét 1a tai Nhat Ban va Han Qudc, dua vao nhu mot dau 4n sinh hoc
tiéu chuan két hop trong bo ba AFP, AFP-L3, DCP dé ning cao hiéu qua sang loc va
chan doan HCC mét cach chinh xac va sém hon [39]. DCP thé hién d6 dic hiéu cao
trong viéc chan doan HCC, v6i nhiéu nghién ciru trén toan cau chi ra raing DCP ¢6 do
nhay cao hon va mang gia tri chan doan doc 14p so véi AFP trong viéc chan doan sém
HCC. Khi két hop st dung ca hai protein DCP va AFP, s& gia tang kha nang phat
hién som ung thu biéu mo té bao gan. Hiéu qua chan doan ctia DCP (Des-gamma-
carboxy prothrombin) trong phét hién ung thu biéu mé té bao gan (HCC) di duoc
khfmg dinh qua nhiéu nghién ctru quy mo khac nhau, déc biét l1a trong so sénh tryc
tiép voi AFP va AFP-L3. Trong nghién ctru cia Baek va cong sur (2009) [35], céc tac
gia da danh gia do chinh xac chan doan ctia DCP & cac nhom bénh nhan c6 khéi u
gan voi nhiéu kich thudc khac nhau. Két qua cho thiy, di duong kinh khéi u nhé hon
3 cm, tir 3 — 5 cm hay 16n hon 5 cm, DCP van vuot troi vé d6 chinh xac chan doan so
v&i AFP, bat ké kich thude khoi u. Diéu nay dac bi¢t quan trong trong bdi canh nhu
cau phat hién HCC ¢ giai doan rat sém ngay cang cap thiét.

B6 sung vao bang chimg nay, Andreana va cong sy (2009) d tién hanh tong
hop dir liéu tu nhiéu nghién ctru, cho théy dd nhay ctia DCP dao dong tir 58% dén
89%, trong khi d9 dic hi¢u dao dong tir 93% dén 97% vuot trdi hon hau hét cac dau
an huyét thanh khac, bao gdm AFP va AFP-L3 [36]. Tuy nhién, tac gia ciing luu y
rang su khac biét vé do nhay trong cac bao céo cé thé 1a do str dung cac phuong phap
dinh lugng khac nhau, ngudng chan doan khong déng nhét, hodc su da dang vé nén

tang bénh ly gan ciia nhom ching trong tirng nghién ctru.
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Xu huéng ndy ciing duge xac nhdn trong cac nghién ciru méi hon. Gan day,
Chen va cong su (2023) da thuc hién mdt nghién ctru bénh chirng 16n, so sanh hi¢u
qua chan doan ciia AFP va DCP d6i véi HCC, dic biét 1a HCC lién quan dén viém
gan B. Két qua cho thiy AFP c¢6 AUC tuong ddi thap, chi dat 0.655 d6i véi HCC va
0.668 ddi véi HCC lién quan HBV, v61 d) nhay va dd dac hiéu khong cao [37]. Trong
khi d6, DCP thé hién hiéu sut vuot troi hon rd rét, véi AUC lan lugt 1a 0.746 va
0.773 ddi v6i HCC va HCC lién quan HBV. Khi sir dung ngudng 40 mAU/ml, DCP
dat do nhay 59.92% va do dac hiéu lén té1 89.35% (1a mot mic dac hi¢u cao trong
bdi canh 1am sang dé chan doan HCC).

Dic biét dang chu ¥, khi két hop DCP va AFP, hiéu suit chan doan dugc cai
thién rd rét: AUC tang 1én 0.781, voi do nhay 67.56% va do dac hié¢u 81.95% [37].
Diéu nay cung c¢b mot trong nhiing quan diém hién dai trong sang loc ung thu gan,
rang viéc két hop cac dau 4n sinh hoc, thay vi str dung don 1¢, c6 thé toi wu hoa do
chinh x4c chan doan va hd tro phat hién HCC & giai doan sém hon. Nhimg két qua
nay tiép tuc khang dinh DCP khong chi 1a mot ddu an thay thé AFP, ma con 1a yéu t6
tang cuong hiéu qua chan doan khi két hop, nhat 1a trong cac mo hinh sang loc HCC
hién nay.
1.2.3.3. Thioredoxin (TXN)

Thioredoxin 1a mdt loai protein rat phé bién co kich thuéc 12 kDA, c6 mat
trong tat ca cac loai sinh vat tir vi khuan Archeabacteria dén nguoi, va cé vai tro trong
qua trinh tong hop DNA théng qua viéc hoat dong nhuw mot ngudn cung cap hydro
cho enzym ribonucleotide reductase. Thioredoxin con quan trong trong qué trinh
chuyén héa cta co thé, kiém soat qua trinh oxy hoa khir (redox) 1a mot co ché kiém
soét sinh hoc co ban trong co thé [40]. Hé thdng thioredoxin (TXNs) bao gdm TXN,
nicotinamid adenin dinucleotid phosphate dang khir (NADPH), va thioredoxin
reductase (TXNRD), dong vai trd quan trong trong viéc diéu chinh su can bang qua
trinh oxy hoa khir trong té bao va bao vé té bao khoi ton thuong do cac tac nhan oxy
hoa (ROS) [41]. Co ché hoat dong ctia hé théng TXN dién ra theo chu trinh: NADPH
cung cap dién tir cho TXNRD (mdt enzym dimer chira selenocysteine ¢ trung taim
hoat dong), sau d6 TXNRD s¢& khur TXN tir dang oxy hoéa (disulfide) vé dang khu
(dithiol). TXN & trang thai khir s& tiép tuc truyén dién tir & khir cac cau disulfide trén
nhiéu protein dich khac nhau, qua dé tac dong dén ciu triic va chlrc ning cua cic
protein nay [40]. Nho chu trinh trén, hé thong thioredoxin déng vai trd quan trong
trong viéc trung hoa ROS va duy tri méi truomg khtr ndi bao: TXN 1a chét cho dién
tir cho cac enzym chdng oxy héa nhu peroxiredoxin (dé phan huy H»O») va cho

ribonucleotide reductase (dé tong hop DNA). Bén canh chitc ning chdng oxy hoa,
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TXN con tham gia diéu hoa cac qué trinh tin hiéu té bao: protein ndy c6 thé twong tac
va diéu chinh hoat tinh ctia nhiéu yéu t6 phién ma nhay cam véi trang thai oxy hoa-
khir (vi du: NF-kB, AP-1), anh huéng dén biéu hién gene lién quan sinh truong va
apoptosis. Ngoai ra, TXN c6 thé duoc tiét ra khoi té bao theo co ché khong dién hinh
(leaderless secretion) va khi hién dién ngoai bao, n6 co thé dong vai trd nhu mot
cytokine nho diéu hoa dap tmg mién dich [40].

Céu trac ctia TXN d3 1a muc tiéu cta nhiéu nghién ctru ké tir khi chudi axit
amin ctia vi khuan Escherichia coli (E. coli) dugc giai ma vao nam 1968. Nghién ciru
nay chi ra ring TXN cta E. coli bao gdm 108 axit amin va cac nghién ciru sau ching
minh thioredoxin ctia nguoi bao gdbm 105 axit amin. O ngudi, TXN1 (thioredoxin
dang té bao chit) chura trinh tir axit amin ngan: Cys-Gly-Pro-Cys dic trung tai vi tri
hoat dong, hai cysteine tao cau disulfide noi phan tr khi TXN ¢ dang oxy hoa va s€
tach ra ¢ dang khr dé chuyén dién tir. TXN c6 cdu truc bac ba dang nép gip
thioredoxin (thioredoxin fold) dién hinh: mot 15i gdm cac gip nép beta (beta-sheet)
duoc bao quanh béi cac xoan alpha (alpha-helix). Pic diém cau tric ndy tao nén trung
tam hoat dong linh dong cho phép TXN thuc hién chirc nang xtic tdc cac phan ung
trao d6i disulfide. Su luan chuyén giita dang khir (dithiol) va dang oxy hoa (disulfide)
tai cau ndi Cys32-Cys35 chinh 13 co s& cho hoat tinh enzym ctia TXN, gitip protein
nay khir cac cau disulfide trén protein dich va tham gia diéu hoa trang thai oxy hoa-
khir cua té bao.

TXN thuong duge phat hién ting cuong biéu hién trong nhiéu loai ung thu,
bao gém ung thu phéi, v, gan, dai trang, cd tur cung, tuyén tuy va da day. Su biéu
hién qua mutrc ctia TXN c6 lién quan chit ché dén qua trinh ting sinh té bao ac tinh,
trc ché hién tuong chét té bao theo chuong trinh (apoptosis), thuc day kha ning xam
1an va di can cta khdi u, ddng thoi phan anh tién luong x4u ¢ ngudi bénh. Trong moi
truong vi md khdi u vén giau cac tac nhan oxy hoa (ROS), TXN dong vai tro nhu
mot yéu td bao vé gitip t& bao ung thu thich nghi va sdng sét, trong khi cac té bao
binh thuong thuong khong chiu dung duoc ap luc oxy hoa kéo dai. Mét khac, khi hé
thong chong oxy hoa noi sinh, bao gom TXN bi suy giam, co thé roi vao trang thai
stress oxy hda man tinh, tao diéu kién cho sy tich tu ROS, tir d6 khoi phat hodc thtc
day tién trién ciia nhiéu bénh 1y, dic biét 14 ung thu.

Nhu vy, TXN vira 1a mot thanh phan bao vé té bao khoi ton thuong oxy hoa,
vira tham gia vao cdc tién trinh sinh hoc then chét nhu diéu hoa apoptosis, kiém soat
su xam 1an va hd tro tang truong khdi u, nhitng dic diém gitp giai thich tai sao TXN

c6 vai tr0 trung tam trong sinh bénh hoc cua ung thu:
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+ Qua trinh sinh ung thu biéu mé té bao gan (HCC), ¢6 lién quan mat thiét véi
mét can béng oxy hoa khir néi bao. Tinh trang viém man tinh ¢ gan (do virus, rugu
hodc nhiém ddc,...) ddn dén san sinh qua mic ROS va gy stress oxy hoa, qua do
thuc day dot bién DNA va bién doi ac tinh ¢ té bao gan. Tuy nhién, néu néng do ROS
ting qua cao, té bao co thé bi ton thuong ning, ngig tang sinh hoic chét theo chuong
trinh. Do d6, cac té bao ung thu phai thich nghi bang cach tang cuong hé thong chéng
oxy hoa nham giir mirc ROS & ngudng vira du dé kich thich ting sinh nhung khong
gy doc té bao [41]. Hé thong thioredoxin 1a mot co ché chéng oxy héa trong yéu s&
dugc diéu hoa ting cao trong cac khdi u gan. Nhiéu nghién ctru da chi ra rang TXN
biéu hién murc d6 cao trong mé ung thu so voi mo lanh, va sy hoat héa vu thé cua
truc TXN/TXNRD mang lai 1oi thé cho té bao ung thu trong méi trudng stress oxy
hoa cao [42].

Trong cac trudng hgp HCC, TXN ting cao gop phan thiic day nhiéu duong tin
hi€u sinh ung quan trong. Cu thé, TXN hoat hoa yéu t6 HIF-10, trong diéu kién thiéu
oxy ndi khdi u, lam tang tiét yéu td tang truéng mach mau VEGF-A, qua d6 kich
thich hinh thanh mach mau méi nuéi khéi u va ddy manh sy phat trién cua té bao ung
thu gan. Bén canh do, biéu hién TXN trong HCC c¢6 tuong quan thudn véi sy hoat
héa cta cac chuong trinh gen thic day ting sinh nhu phic hop mTORCI, cac muc
tiéu ctia E2F, cling nhu gen Myc [42]. Nhiing thay doi nay cho thay TXN khong chi
don thuan chong lai ROS ma con can thiép vao mang lu6i diéu hoa ting truong ciia
té bao ung thu. Nghién ctru dang cha ¥ gin ddy ctia Chengmeng va cong su (2023)
[43] dd 1am sang to mot co ché mai: TXN tuong tac 6n dinh protein cam Gmg oxy hoa
BACH]1, kich hoat duong dan AKT/mTOR, qua d6 ting cuong tinh chat t& bao gdc
ung thu va thuc day di cin trong HCC (Hinh 1.7).

Tinh té bao géc
Tinh di can
Khong nhay véi Lenvatinib

Hinh 1.7. Thioredoxin tao diéu kién cho ung thu biéu moé té bao gan phat trién va di
can bang cach ting do 6n dinh BACHI. [43]
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Phat hién nay gitp 1y giai vi sao nhitng khdi u gan biéu hién TXN cao thudng
c6 dic tinh xam 14n manh va di kém tién lugng x4u. Nhiéu khao sat 1am sang cho
thdy mic TXN (ctng voi TXNRD) ting cao c6 lién hé chat ché voi thé trang u ac
tinh, bao gém u kich thude 16n, xam lan mach, di can xa, cling nhu khang tri hoa chat
va thoi gian séng ngén hon & bénh nhan HCC. Ngugc lai, chit trc ché noi sinh cta
thioredoxin 1a TXNIP thuong bi giam bicu hién trong HCC, cang lam ting cuong
hoat dong ciia TXN va tao diéu kién thuan loi cho té bao ung thu phét trién [41, 42,
43].

+ Sy biéu hién qua mirc cia thioredoxin con lién quan dén sy trc ché apoptosis
trong cac t& bao ung thu va tinh xam 14n cua khéi u, diéu nay it khi duoc bao cao
trong cac nghién ciru trude d6. Thioredoxin ting cudng su sinh trudng cua té bao ung
thu gan, gitip cho sy lan truyén ciia ung thu trong co thé bénh nhéan [44]. Nghién ciru
nay ciing da chi ra rang biéu hién cia thioredoxin c¢6 mbi lién hé chat ché véi tién
luong x4u cua bénh nhan HCC, vi nhitng bénh nhan c6 muc thioredoxin cao hon c6
kha ning tién trién bénh nhanh hon va giam kha ning séng sét. Mot nghién ctru quan
trong khac da chi ra rang sy ting cudng biéu hién thioredoxin trong huyét thanh c6
thé gitp phan biét gitra bénh nhan mic HCC va cac bénh 1y gan man tinh nhu xo gan,
voi do nhay va d§ dac hiu cao. biéu nay lam cho thioredoxin tré thanh mét chi thi
sinh hoc dﬁy htra hen cho viéc chan doan HCC & giai doan som, dac biét 1a khi AFP,
mot chi thi sinh hoc hién nay trong chan doan HCC, khong dat duoc d6 nhay cao
trong nhiing trudng hop bénh sdm [45].

Sy két hop giita TXN va AFP c6 thé mang lai hiéu qua cao hon trong chan
doan HCC. AFP di dugc sir dung 1au dai nhu mét chi thi sinh hoc chinh trong chan
doéan va theo ddi diéu tri HCC, tuy nhién, trong nhiéu truong hop, AFP khong du
nhay dé phat hién ung thu gan & giai doan som, ddc bi¢t 1a trong cac bénh nhan co
AFP am tinh [46]. TXN véi kha ning phat hién céc té bao ung thu gan & giai doan
s6m va su lién két véi tién lugong x4u cua bénh, c6 thé bd sung gié tri cho AFP, giup
cai thién kha nang chan doan va theo doi sy tién trién cia HCC. Sy ting biéu hién
ctia TXN da duoc thay trong nhiéu loai ung thu 1a bang chimg goi ¥ ¢6 thé lién quan
dén su phat trién ac tinh ctia khdi u gan va giam kha nang séng ciia bénh nhan HCC.
TXN ting biéu hién & md HCC cua nguoi, lién quan dén tién luong xAu cta bénh;
cac thir nghiém chtrc ning cho thdy TXN thiic ddy tinh chét té bao gdc ung thu va
kha nang di can ctia HCC ca in vitro 1an in vivo. O cap d6 phan tir, TXN con kich
hoat con duong HIF-1a/VEGF-A, thac déy qua trinh tao mach va tang sinh té bao
trong khdi u gan [43]. O khia canh 1am sang, nghién ciru cia Abdelwahab va cong su
(2024) ciing cho thdy nong d6 TXN huyét thanh & bénh nhan mic HCC (140.96 +
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12.70 ng/ml) cao hon rd so voi nhém xo gan va nhdm ching (88.33 £ 10.34 va 73.10
+ 13.22 ng/ml; P <0.001). Bang chu y, v&i ngudng cat 114 ng/ml, TXN dat do nhay
va dg dac hiéu 100% trong chan doan HCC (AUC = 1.00), vuot tri so voi AFP (dac
hiéu chi 47%) [42]. Céc nghién ctru nay khang dinh TXN khong chi tham gia tién
trinh 4c tinh hoa cuia HCC ma con ¢6 tiém nang lam sang nhu mot chi thi sinh hoc
méi. Viéc bd sung TXN vao b chi thi sinh hoc cung véi AFP va DCP do do 1a hop
1y, vi TXN co thé nang cao dg nhay, do dic hiéu chan doan HCC, dic biét & giai doan
som hodc ¢ nhitng truong hgp ma AFP/DCP don 1€ chua du phat hién.

Trong nghién ciru ctia Jun Li va cong su (2015) thuc hién trén mot quan thé
ngudi bénh ¢ Trung Qudc, cho thdy TXN trong huyét thanh ting dang ké ¢ bénh nhan
mic HCC so véi nguoi khoe manh, bénh xo gan va bénh gan man tinh, voi muce trung
binh 45.1 ng/ml. Ngudng tdi wu dé phat hién TXN 14 20.5 ng/ml, voi chi sé6 AUC 1a
0.946 cho nhom nguodi khée manh va 0.941 cho nhém bénh nhan HCC. B§ nhay (kha
ning phat hién bénh) va d6 dic hiéu (kha ning xac dinh ngudi khong bi bénh) lan
luot 14 84.3% va 91.8%. Dic biét, 73.7% bénh nhan mac HCC giai doan rat som c6
két qua xét nghiém TXN duong tinh, trong khi chi 31.6% c6 két qua duong tinh véi
AFP. Trong nhoém bénh nhan c¢6 két qua AFP am tinh, 69.2% van c6 két qua TXN
duong tinh. Khi két hop xét nghiém TXN va AFP, kha ning chan doan dugc cai thién
1 rét, voi chi s6 AUC dat 0.982 cho nhém nguoi khoe manh va 0.978 cho nhom bénh
nhan HCC, vé1 dd nhay 88.7% va dd dac hi¢u 92.2%. [47]. Ngoai ra, mdt nghién ctru
nim 2023 cua Zenlander va cong su dd chi ra rang thioredoxin reductase 1
(TXNRD1), mdt thanh phan enzym lién quan TXN, ciing c6 tiém ning lam dau an bd
sung. Khi Kkét hop TXNRDI1 véi AFP va DCP, d nhay va do dac hi€u trong chan
doédn HCC duoc cai thién, vdi AUC tang tir 0.844 1én 0.92 [48].

Véi vai tro quan trong trong duy tri trang thai redox cua té bao va su lién quan
dén céac qua trinh sinh hoc co ban nhu tong hgp DNA, diéu hoa apoptosis va ting sinh
té bao, TXN da chung t6 1a mot chi thi sinh hoc tiém nang trong chan doan va theo
do1 HCC. Dbac biét, kha nang phat hién sém HCC ngay ca khi AFP am tinh, lam tang
gia tri 1am sang ciia TXN nhu mot chi thi sinh hoc bo sung cho AFP trong viéc chan
doan va theo ddi ung thu gan. Tuy nhién, cn c6 thém céc nghién ctru 1dm sang rong
rdi va dai han dé xac dinh vai tro chinh thirc cia TXN trong chan doan va theo doi
diéu trj HCC.
1.2.3.4. Uu diém ciia ba chi thi sinh hoc AFP, DCP, TXN trong chin dodn HCC
a) AFP:

- Nhay va dac hi¢u: AFP 1a mot trong nhirng chi thi sinh hoc tmyén théng, phé
bién duoc tmg dung rong rai trong sang loc va theo déi HCC. O ngudng > 400 ng/ml,
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AFP c6 do dac hi¢u cao trong chan doan HCC. Tuy nhién, & giai doan som, khoang
30 — 40% bénh nhan mic HCC c6 thé khong taing AFP, lam han ché hiéu qua phat
hién sém.

- D& thyc hién va chi phi thap: Phuong phéap xét nghiém AFP thuong dé thuc
hién, chi phi thap va phd bién tai hau hét co so y té.

b) DCP:

- Tinh dic hiéu cao cho HCC: DCP dugc coi 1a dic hiéu hon dbi véi HCC so
v6i AFP trong mét s6 truong hop (bénh nhan c¢6 nong dd AFP binh thudng hodc &
giai doan sém). Phan anh sy phat trién kich thudc va xam 1an mach mau cta khéi u.

- Tang d6 nhay va chinh xac khi két hop véi AFP: Két hop xét nghiém dong
thoi DCP va AFP c6 thé cung cip thong tin da chidu va ting cudng do chinh xac cua
qua trinh chan doan, dic biét ¢ nhitng truong hop HCC giai doan som.

- Dy doan kha ning dap tng diéu tri: Nong do DCP huyét thanh c6 thé lién
quan dén du doan dap ung cuia bénh nhan voi diéu tri, dac biét 1a sau phau thuat hoic
diéu tri bang thudc chdng ung thur.

c) TXN:

- Boc 1ap voi AFP va DCP: TXN 1a mot chi thi sinh hoc doc 1ap, khong phu
thudc vao noéng d6 AFP hay DCP, giup cung cap thong tin bd sung va da chiéu cho
qua trinh chan doan, ddc biét trong trudng hop HCC giai doan sém hoic AFP 4m
tinh.

- Phan 4anh chirc ning té bao: TXN c6 kha ning phan dnh chiic ning té bao va
su biéu hién cta no c6 thé lién quan dén su phat trién cia HCC & giai doan som.

- Mdi lién quan véi tiéu chuan kiém soat ung thu: TXN da duogc lién két véi
qué trinh kiém soat ung thu, dac biét 1a trong vi¢e diéu chinh su chét cua té bao
(apoptosis) va sy da dang biéu hién cua ung thu.

* Ly do két hop bg ba chi thi sinh hoc trong xét nghi¢m chan doan HCC:

- Tang do chinh xéc va tin cdy: Két hop st dung ba chi thi sinh hoc gitp tang
do nhay va do dac hiéu cua qua trinh chan doan so véi tung chi thi sinh hoc don 1¢,
gidam kha ndng bo sot ¢ giai doan sém.

- Phéan anh da dang biéu hién bénh: AFP phan anh tang sinh té bao, DCP lién
quan dén chirc ning gan va kich thude khéi u, con TXN phan anh mirc do stress oxy
hoa va chiic nang té bao

- Giam sai sb va tang tin ciy: Moi chi thi sinh hoc ¢6 thé dua ra két qua khac
nhau trong mot sé truong hop. Két hop st dung gitp giam sai s6 va tang tinh tin cay.

- Hb tro tién lugng va theo ddi diéu tri: AFP va DCP ¢6 tac dung danh gia dap
mg phau thuat hodc diéu tri dich; TXN b sung thong tin vé tién luong lau dai.
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1.3. KHANG THE PON DONG VA UNG DUNG TRONG CHAN POAN UNG
THU
1.3.1. Khai niém va mot s6 nghién ctiru khang thé don dong trong chin doan ung
thw
1.3.1.1. Khdi ni¢m

Khang thé don dong (monoclonal Antibodies - mAbs) 14 cac phan tir globulin
mién dich dugc tao ra trong phong thi nghiém c6 ngudn goc tir mot dong té bao
lympho B duy nhat, dugc thiét ké dé thay thé, ting cuong hodc mé phong kha ning
tan cong cua hé mién dich 1én céc té bao ung thu bang cach lién két véi cac khang

nguyén trén bé mit cua ching (Hinh 1.8).

v Khéng thé don dong

‘ v ........ Kha@ng nguyén

bé mét gay phan
rng mien djch

‘ ........................... Khéng thé don

dong "khda"
Khéng nguyén

Hinh 1.8. Khang thé don dong “khoa” té bao ung thu [49]

Khang thé don dong dugc tao ra tir mot ban sao duy nhit ciia dong té bao lai,
do d6 c6 tinh thuan nhat. Chiing dugc san xudt thong qua viée két hop giira té bao
lympho B va té bao myeloma (& bao ung thu tiy xwong), cho phép té bao lai tiép tuc
phan chia va tiét ra mot loai immunoglobulin duy nhét trong méi truong nudi ciy té
bao [50]. Khang thé don dong c6 thé c6 ai lyc don tri (monovalent affinity), chi lién
két v&i cting mot epitope (phan khang nguyén dugc khang thé nhan biét) [51]. C6 thé
tao ra cac khang thé don dong lién két dic hiéu véi khang nguyén thich hop; sau d6
c6 thé dung khang thé don dong nay dé phat hién khang nguyén d6. Kha ning nay da
tr¢ thanh mot cong cu hitu dung trong cac nghién ctru trong hoa sinh, sinh hoc phan
tor va y hoc [50].
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Khang thé don dong hién nay 1a mot trong nhimg nén tang ¢t 18i cua y hoc
hién dai, da phat trién qua 4 thé hé:
+ Thé hé 1.0 (Hybridoma c6 dién): San xuat tir té bao lympho B chudt;
dac hi€u cao nhung sinh mién dich manh & nguoi.
+ Thé hé 2.0 (Chimeric va Humanized): T4i t6 hop ving bién tir chudt
v6i khung nguoi; giam dang ké phan ting mién dich.
+ Thé hé 3.0 (Fully Human): Khang thé ngudi hoan toan; tdi uru hoa do
an toan va hi¢u qua 1am sang.
+ Thé hé 4.0+ (Thiét ké thong minh): GOm bispecific antibodies,
antibody-drug conjugates (ADCs), va CAR-mAbs; cho phép gin da muc tiéu,
mang thubc chinh xé4c hodc kich hoat mién dich dic hiéu cao [52].
1.3.1.2. Mét s6 nghién citu khdng thé don dong trong chén dodn ung thu trén thé
gidi va tai Viét Nam

Khang thé don dong (mAbs) da tré thanh cong cu quan trong trong chan doan
bénh, ddc bi€t trong linh vuc ung thu hoc. Nho kha nang nhan dién va gén két dic
hiéu vé6i cac du 4n sinh hoc trén té bao ung thu, mAbs gitp cai thién do chinh xéc,
tinh dic hiéu, va d6 nhay trong chan doan so vdi cac phuong phép truyén thong.

- Khang thé don dong tmg dung trong phat hién du 4n sinh hoc: Du 4n sinh
hoc déng vai trd quan trong trong vi¢c phat hién va theo doi ung thu.

+ HER2/neu: Trong ung thu v, khang thé don dong trastuzumab da
dugc st dung dé xac dinh mirc d6 biéu hién HER2, gitp phan loai bénh nhan
va dwa ra phac do diéu tri phu hop [53].

+ Glypican-3 (GPC3): M6t dau 4n sinh hoc dugc biéu hién dic biét trén
bé mit té bao ung thu biéu mé té bao gan (HCC). Khang thé don dong dic
hiéu v6i GPC3, nhu GC33, di duoc phat trién dé nhan dién va gan két voi
GPC3, tir @6 hd tro chan doan ung thu gan sém. Nghién ctru ctia Feng va cong
su (2013) [54] chi ra rang GPC3 ¢6 ty 18 biéu hién cao (khoang 77%) & bénh
nhan HCC, 1am ndi bat tinh tmg dung khang thé don dong trong chan doan.

+ EPCA-2: EPCA-2 v&i mot dic diém quan trong la protein nay chi
tang manh & té bao ac tinh tuyén tién liét vi vay n6 dic trung cho ung thu tuyén
tién liét. Bang quy trinh gy mién dich trén tho, nghién ctru cia Pam Thi Tu
Anh va cong su (2016) [55] di tao thanh cong khang thé tho dic hiéu voi
EPCA-2, ing dung trong chan doan sém ung thu tién liét tuyén va chan doan
phan biét véi phi dai lanh tinh tuyén tién liét.

- Ung dung trong k¥ thuat mién dich hoc: Cac phuong phap mién dich sir dung
khang thé don dong gitp ting cuong hidu qua chan doan.



29

+ ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay): mAbs dugc st
dung dé phat hién cac d4u 4n sinh hoc trong mau huyét thanh hodac mo, véi do
nhay va do dac hi€u cao. Nam 2024, Vién Sinh hoc (Vién Han lam KH&CN
VN) thong bao da ché tao thanh cong bo kit ELISA do nong d6 khang nguyén
ung thu CA 125 dé chan doan sdm ung thu budng trimg. Nhém cta TS. Nguyén
Thi Xuan di duoc cap bang doc quyén giai phap hitu ich cho phuong phap san
xuat kit nay. Bo kit str dung khang thé bat 1a khang thé thu duoc tir huyét thanh
chudt dugc giy mién dich véi khang nguyén CA125, két hop voi khang thé
don dong khang CA125 gan enzyme (HRP) trong xét nghiém ELISA. Kit noi
dia c6 do chinh xac 70-80% trong phat hién sém ung thu budng trimg so véi
tiéu chudn vang (chan doan hinh anh, giai phdu bénh), nhung gia thanh chi
bang 1/3—1/5 so véi kit nhap khau [56].

+ Immunohistochemistry (IHC): mAbs duoc st dung dé nhuém mé ung
thu, giup xac dinh biéu hién cua céc protein dac hiéu nhu HER2, PD-L1 hoac
GPC3. Ky thuat nay thuong dugc str dung trong bénh hoc dé chan doan va
phan loai céc loai ung thu [57]

+ Flow Cytometry: Trong ung thu mau, mAbs duoc sir dung dé xac
dinh cac dau an bé mat t& bao (CD markers) nhu CD33 (bénh bach cau cip
dong tiy) [58]. Nam 2024, Trung tdm Cong nghé Sinh hoc TP.HCM cong b
da san xuat thanh cong bo khang thé don dong tai to hop dac hiéu cho cac thy
thé CD3e, CD4 va CDS8a trén té bao lympho T. Nhom nghién ctru do TS.
Nguyén Thi Thanh Thao chu tri d4 tong hop cac gen ma hoa khang thé khang
CD3, CD4, CD8 va dua vao hé thong biéu hién trén dong té bao budng tring
chudt (CHO). Két qua, ho tao dugc cac dong CHO-DG44 on dinh san xuit
luong 16n cac khang thé ndy, tinh sach dat do tinh khiét >90% va gan thanh
cong chit huynh quang dé dung trong phan tich té bao dong chay. Khi thir
nghiém trén mau mau, bo khang thé nay cho phép dinh tinh, dinh lugng chinh
xéc ty 1& té bao T CD3'CD4" va CD3'CDS8". DPang chu y, hiéu qua cia cac
khang thé don dong noi dia duoc kiém chimng tai cac bénh vién 16n (Cho Riy,
Huyét hoc Truyén méau Can Tho) cho thiy twong duong hodc cao hon so véi
san pham nhédp khau [59].

- Chéan doan hinh anh nho khang thé don dong: Khang thé don dong duoc gin
v6i cac chat danh ddu phong xa hodc huynh quang

+ PET (Positron Emission Tomography): mAbs gian voi ddng vi phong
xa (nhu Zirconium-89) dugc tiém vao co thé dé phat hién vi tri va mtrc dg lan
rong cua ung thu. Vi du, mAbs gin voi GPC3 di dugce thir nghiém trong PET
dé phat hién di can gan [60].
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+ MRI (Magnetic Resonance Imaging): Cac hat nano tir tinh lién két
v6i mAbs c6 thé dugc st dung dé ting cuong hinh anh trong MRI. Nghién ctru
ctia Fleuren va cong su (2014) [61] da chi ra rang viéc sir dung mAbs két hop
v6i cong nghé nano gilip cai thién dang ké kha nang phat hién khéi u & giai
doan som.

+ SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography): mAbs
gin v6i dong vi phong xa nhu Technetium-99m dugc st dung dé phat hién
ung thu tuyén tién liét va ung thu gan véi d6 chinh xac cao [62].

- Mot sb nghién ctru d6i voi mAbs khac trong mé hoc va phan tir: Mic du sb
lugng nghién ctru nhim truc tiép véo chan doan cac loai ung thu ran nhu HCC, v,
dai tryc trang... béng khang thé don dong ¢ Viét Nam con han ché, mot s6 cong trinh
da ghi nhan viéc gan khang thé don dong véi cac hat nano hodc chat danh dau dé
nham téi marker nhu CD133 trén té bao ung thu di cin, cho thidy huéng mo trong
nghién ctru phat trién mAbs tmg dung chin doan bang hinh anh va ky thuét phén tir
tai Viét Nam [63].

- Ca nhan hoa chan doan: Khang thé don dong dang hd tro chan doan c4 nhan
hoa béng cach xac dinh cac ddu 4n sinh hoc cu thé lién quan dén tung bénh nhan.
Diéu nay dic biét hitu ich trong ung thu c6 tinh khong ddng nhit, noi mdi khdi u c6
thé biéu hién cac dic diém sinh hoc khac nhau.

1.3.2. Cac phuong phap tao khang thé don dong
1.3.2.1. Phwong phdp tao té bao lai hybridoma

Nguyén 1y cua phuong phap nay dua trén sy két hop giita hai dic tinh: Tha
nhat 14 kha ning phan chia lién tuc cia té bao ung thu tily xwong myeloma va thi hai
1a kha nang sinh ra khang thé cta té bao lympho B di dugc man cam khang nguyén.
T d6 tao ra mot loai té bao lai co thé phan bao lién tuc trong diéu kién nuéi céy nhu
té bao ung thu, dong thoi lai c6 kha ning san sinh ra khang thé.

Phuong phap san xuat khang thé don dong nay dua trén viéc tao té bao lai bang
cach xac dinh cac té bao lympho B di dugc hoat hoa sinh khang thé dic hiéu (cac té
bao nay tiét ra khang thé nhan dién khang nguyén quan tdm) va hop nhit chung véi
céc té bao myeloma [64]. Té bao lympho B cua chudt hoac thd co thé duoc st dung
dé tao thanh té bao lai hybridoma [65]. Hybridoma duoc dem nudi ciy s& phan chia
lién tuc, san sinh ra mot luong 16n khang thé dac hiéu cho khang nguyén di gay mién
dich va c6 kha ning t6n tai lau dai sau nhiéu lan phéan chia (Hinh 1.9).

Polyethylene glycol (PEG) thuong duoc sir dung dé kich thich sy hop nhit
giita cac mang té bao lympho B ctia hai dong té bao khac nhau, nham tao thanh té bao

lai. Tuy nhién, hi¢u suat hop nhat nhd PEG thuong kha thap. Do d6, dé chon loc duoc
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céc té bao di thuc su hop nhét, céc nghién ctru sau nay st dung moi truong chon loc
HAT trong d6 chi nhiitng té bao lai méi c6 kha ning séng sot va phat trién [66].

Tao khang thé dondong %

= %ém khang nguyén S _."'I' Té bao ung thu

Té bao Plasma

Té bao Hybridoma
A

Khéng thé don dong

Hinh 1.9. Phuong phap tao té bao lai Hybridoma [67]

Nguyén 1y ctia phuong phap nay dua trén dic diém di truyén cua té bao ung
thu tiy xuong (myeloma cells): chiing bi bat hoat gen ma hoa enzym hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT), mot enzym thiét yéu cho con duong
tai str dung purine (purine salvage pathway). Mic du khong c6 HGPRT, céc té bao
nay van c6 thé ton tai néu con dudng tong hop purine de novo con hoat dong. Tuy
nhién, trong moi truong chon loc HAT (gdm hypoxanthine, aminopterin, thymidine),
aminopterin, 1a mot chét trc ché dihydrofolate reductase (DHFR), s€ chdn con duong
de novo bang cach ngin tong hop nucleotide thong qua folate. Khi ca hai con duong
déu bi khoa, cac té bao khong c6 HGPRT sé& chét. Nguoc lai, néu mot té bao lympho
B sinh khang thé binh thuong (c6 HGPRT) dugc hop nhét véi té bao myeloma, té bao
lai nay s& c6 kha nang tong hop acid nucleic qua con duong tai sir dung purin nho
enzym HGPRT tir té bao B. Nho d6, chi cac té bao lai (hybridoma) méi sdng sét duoc
trong moi truong HAT, tao diéu kién cho viéc chon loc dong san Xuat khang thé don
dong. Trong mdi truong HAT, cac té bao u tiy khong thé ton tai do thiéu enzym
HGPRT, khién chiing khong thé tong hop nucleotide thong qua con duong salvage
va do d6 khong thé nhan 1én. Céc té bao lach (splenocytes) néu khong duoc hop nhat
chi c6 kha ning ton tai trong thoi gian hitu han va s& dan chét di do khong c6 kha
nang phan chia vo han. Nguoc lai, cac té bao hybridoma, duoc tao ra tir sy hop nhat
giita té bao lach va té bao u tay, ké thira kha niang tong hop nucleotide thong qua
HGPRT tir té bao lach va tinh bat tir tir té bao u tity, do d6 1a dong té bao duy nhit c6
thé séng sot va tang sinh 1au dai trong moi truong HAT. Sau giai doan chon loc, cac
té bao hybridoma dugc nhan dong bang phuong phap pha lodng gidi han nham thu
dugc cac dong don dong co ngudn gbc tir mot té bao me duy nhat. Mdi dong

hybridoma sau d6 dugc kiém tra kha ning san xuat khang thé dic hiéu bang cac ky
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thuat nhu ELISA, dot blot mién dich hoidc cac phuong phap sang loc khang nguyén
khéc. Nhitng dong tao ra khang thé don dong c6 ai lyc cao, tinh dic hi¢u tot va kha
nang tiét khang thé 6n dinh s& duoc lya chon dé sir dung trong cac thi nghiém tiép
theo [68]. Cac dong hybridoma nay c6 kha ning tang sinh lau dai trong cac diéu kién
nudi cdy té bao thich hop. Bén canh phuong phap nuéi cy in vitro, mot chién luoc
dugc str dung rong rai nham ting hiéu suat san xuat khang thé 1a nudi cay hybridoma
trong khoang mang bung chu¢t. Khi dugc tiém vao khoang phuc mac, cac hybridoma
phat trién thanh khi u tiét ra mot luong 16n khang thé vao dich bang, cho phép thu
nhan khang thé v&i nong do cao trong thoi gian ngan [69]. Song song véi do, dé tdi
uu hoa qua trinh chon lgc va tang sinh hybridoma & giai doan in vitro trude khi tao u
bang, cac hé nudi cdy thuong duoc hd trg bang 16p té bao trung chuyén (feeder layer)
hodc cac tac nhan kich thich tang trudng chuyén biét nhu briclone, gitp nang cao kha
nang song sot, 6n dinh dong va hiéu qua tiét khang thé ciia hybridoma [70].
1.3.2.2. Céng nghé tdi té hop khdng thé va cdc cong nghé phdt trién khdng thé don
dong maoi

Cong nghé tai t6 hop khang thé (recombinant antibody technology) phat trién
trén nén tang hybridoma, cho phép phan lap va nhan ban cic gen ma héa ving bién
ddi cua khang thé (VH, VL) dé san xuét khang thé tai t6 hop dudi nhiéu dinh dang
da dang nhu scFv (single-chain variable fragment), Fab (fragment antigen-binding)
hodc khang thé tai to hop toan phan. Cac doan gen nay duoc ghép nbi véi nhau thong
qua mot doan ndi (linker) linh hoat dé tao thanh cau tric scFv (single-chain variable
fragment), hodc duoc gan vao khung gen ma hoa chudi Fc dé tai tao khang thé toan
phan [71]. Nho cong nghé tai to hop, cac khang thé c6 thé dugc biéu hién hiéu qua
trong nhiéu hé théng: vi khuan (E. coli), nAm men (Pichia pastoris), t& bao dong vt
¢6 vii (HEK293, CHO) hoic tham chi thyc vat, cho phép san xuat sb lugng 16n véi
tinh déng nhét cao. Pic biét, viéc biéu hién & hé théng té bao dong vat cho phép
khang thé tai t6 hop c6 glycosyl hoa gan giéng khang thé ty nhién ¢ ngudi, dam bao
hoat tinh sinh hoc va giam nguy co sinh mién dich khi sir dung diéu tri [72]. Uu diém
16n nhdt cua cong nghé tai t6 hop khang thé 1a kha ning “nhan tinh hoa”
(humanization): ving framework (khung) cua khang thé chudt duogc thay thé bang
ving khung cua khang thé ngudi, chi giit lai cac ving CDR (complementarity
determining region) dic hiéu khang nguyén, gitp giam kha nang khang thé bi hé¢ mién
dich nguoi nhan dién 13 “la”, tir d6 kéo dai thoi gian Ivu hanh khang thé trong co thé
va han ché phan tmg mién dich chéng lai khéng thé diéu tri [73]. Phuong phap nay
khong chi gitip cai thién 4i luc, giam tinh sinh mién dich & ngudi, ma con hd tro san

xuat hang loat v&i chat luong ddng nhat, tranh cac han ché do hybridoma bi mat dong
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hodc thay d6i dic tinh theo thoi gian nudi cdy. Cong nghé tai to hop hién dang 1a xu
hudéng tat yéu dé phat trién cac khang thé thé hé mai, phuc vu chan doan sém, theo
ddi tién trién bénh, va dac biét 1a diéu tri tring dich ung thu bang liéu phap mién dich.

Khang thé don dong tai t6 hop: 1a thanh qua cia viéc str dung k¥ thuat tai t6
hop gen khang thé tir cac té bao lympho B, thuong dugc sang loc dé c6 tinh dic hiéu
cao v6i mdt epitope nhat dinh ctia khang nguyén. Cac gen ma hoa chudi khang thé
sau d6 dugce thiét ké va biéu hién trong h¢ théng nuoi céy, nham tao ra céc loai khang
thé mong mudn. Hai dang chinh gom: (1) Khang thé don dong ghép (Chimeric
monoclonal antibodies): Mic du khang thé chudt va ngudi co ciu trac twong dong,
su khac biét vé trinh ty van du dé gdy ra phan tng mién dich khi khang thé chuot
duoc tiém vao nguoi, dan dén viéc hinh thanh anti-mouse antibodies (HAMA) va lam
giam hiéu qua diéu tri [74]. Pé khac phuc, cac nha khoa hoc da phat trién phuong
phap "ghép CDR". Trong d6, ving nhan biét khang nguyén (CDR) cua khang thé
chudt dugce giit lai, con phan khung xung quanh dugc thay thé bang trinh tir gen nguoi.
Két qua 1a khang thé tao ra vira mang tinh dic hiéu cao cta chudt, vira it giy phan
tmg mién dich & ngudi [75]. (2) Khang thé don dong nhan tinh hoéa (Humanized
monoclonal antibodies): Myc tiéu xa hon cta nghién ctru khang thé 14 tao ra khang
thé gan nhu hoan toan mang dic tinh cta ngudi, nhim giam tdi da nguy co mién dich
va tang tinh twong thich sinh hoc. Theo tiéu chuan cia WHO, mot khang thé duoc
coi 1a “nhan tinh h6a” néu c6 mirc d6 twong ddng >85% véi chudi khang thé ngudi
dong mam, dua trén hé théng co so dir liéu IMGT [76].

Céc cong nghé khang thé don dong méi: Bén canh ki thuat té bao lai truyén
thdng, nhiéu cong nghé méi da dugc phat trién dé tao ra khang thé don dong, voi do
chinh x4c va tng dung rong rai hon. Mot sb ki thuat bao gom: (1) Phage display:
khong sir dung dong vat ma st dung vi khuan va virus dé biéu hién cac ving bién doi
ctia khang thé trén bé mit phage, cho phép sang loc khang thé dac hiéu cao trong thoi
gian ngin va c6 thé tao thu vién khang thé 16n [77]; (2) Nudi cdy té bao lympho B
don 1é: cho phép phan 1ap ting té bao san xut khang thé trong diéu kién in vitro [78];
(3) Khuéch dai té bao don tir nhidu nguon té bao lympho B khac nhau: giup tiép can
da dang mién dich rong hon; (4) Phan tich ting té bao plasma riéng biét (single-cell
plasma cell interrogation): cho phép truy nguyén va khai thac cac té bao tiét khang
thé hiéu qua trong cac mau mé hoic mau [79]. Khac v6i phuong phap hybridoma von
dua vao hop nhét té bao, céc cong nghé hién dai ing dung k¥ thuat sinh hoc phan tt,
dic biét 1a PCR va cong nghé DNA tai t6 hop, dé tach va nhan ban gen khang thé
(chudi ning va chudi nhe) tir té bao B, sau d6 dua chiing vao cac hé théng biéu hién

nhu vi khuan, t€ bao dong vat co vu, hodc cac dong t€ bao chuyén biét khac.
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Chuong 2. POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU
2.1.1. Pdi twgng nghién ctru ciia muc tiéu tao khiang nguyén tai t6 hop ba chi thi
sinh hoc AFP, DCP, va TXN

Trinh tu 3 protein la: Alpha fetoprotein [80], Des-gamma-carboxy
prothrombin [81] va Thioredoxin [82] duoc st dung dé du doan epitope dugc tham
khao trén NCBI. (Pinh dang FASTA duogc trinh bay trong Phu luc 2)

2.1.2. Poi twong nghién ctru ciia muc tiéu tao khang thé don dong tir cac khang
nguyén tai to hop di dwoc tao thanh

- Khang nguyén (protein tai to hop ciia AFP, DCP, TXN) da dugc tinh sach
duogc str dung dé gy mién dich cho dong vat thi nghiém.

- Chuét cai thuan chung BALB/c 5 tuan tudi, khoé manh dugc chon dé gay
mién dich.

2.1.3. Pbi twong nghién ciru cho muc tiéu buéc diu wng dung cic khang thé don
dong tao thanh dé phat hién ung thw biéu mé té bao gan

- Mau mau ctia 47 bénh nhan da dugc cac bac si tai Khoa A3B (Noi Gan, Mat,
Tuy) - Bénh vién Trung Uong Quén doi 108 chan doan xé4c dinh HCC theo tiéu chuan
duoc khuyén cao cua AASLD/EASL va dugc phan cac giai doan (giai doan som, giai
doan trung gian, tién trién va cuéi) theo hé théng BCLC, khéng di can, chua phau
thuat va/hodc chua diéu tri bang cac thudc chong ung thu, khong c6 bénh 1y ung thu
tai co quan khac, dugc thu thép tir thang 6 nam 2023 dén thang 6 ndm 2024.

- Miu méu cta 15 ngudi khong c6 bénh li cuia gan, khong bi cac bénh ung thu
khac va 10 nguoi c¢6 cac bénh 1y vé gan (nhu nhiém HBV, HCV, xo gan) nhung khong
mic HCC, duoc thu thap tai Bénh vién Trung Uong Quéan doi 108 tir thang 6 nam
2023 dén thang 6 nam 2024,

Qua trinh thu thap mau nghién ctru dugc su phé duyét cia Héi dong Pao dikc
Vién nghién ciru hé gen sé 06-2020/NCHG-HPPP, ngay 12 thang 10 nim 2020.
(Phu luc 3)

2.2. HOA CHAT VA TRANG THIET BI NGHIEN CUU
2.2.1. Héa chit va sinh pham nghién ciru

- Trinh ty gen AFP, DCP, TXN suy dién duoc cung cap boi Cong ty C6 phan
Phu Sa Genomics (https://phusagenomics.com/).

- Khang thé: Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody-HRP (Thermo
Fisher, MY); Anti-alpha 1 Fetoprotein antibody [AFP-01] (Abcam, Anh); Anti-
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Human PIVKA-II/DCP Monoclonal Antibody (1A301) (MyBioSource; Canada);
Monoclonal Anti-TXN antibody produced in mouse (Sigma, M¥). (Phu luc 4)

- Enzyme: Ndel, Xhol, T4 DNA ligase (NEB Biolabs, Anh)

- Marker ladder: M1: GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder — Thang DNA chuan
GeneRuler 1 Kb Plus; M2: GeneRuler 100 bp DNA Ladder - Thang DNA chuan
GeneRuler 100 bp; M3: PageRuler™ Prestained Protein Ladder — Thang chuan
Protein da nhudém (Thermo Fisher, M) (Phu luc 4).

- Céc bo kit: PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, My); PCR
Master Mix (2X), GeneJET PCR Purification Kit, HisPur™ Ni-NTA Spin Columns
Kit, NAb™ Protein A/G Spin Columns Kit (Thermo Fisher, My) (Phu luc 4)

- Vi khuan Escherichia coli: chung BL21 (DE3) (Thermo Fisher, M¥)

- Té bao Myeloma Sp2/0 Cell line: SP2/0-Agl4. Ma NSO: ATCC CRL-1581
(Thermo Fisher, MY)

- Mang Nitrocellulose Membranes, 0.45 pm (Thermo Fisher, My)

- Vector: vector tach dong pJET1.2 mang gen muc tiéu (dugc cung cap boi
cong ty Phui Sa); vector biéu hién pET22b+ (Invitrogen, M¥)

- 1-Step™ TMB ELISA Substrate Solutions; 1-Step™ Ultra TMB-Blotting
Solution (Thermo Fisher, My) (Phu luc 4)

- T4 chit Freund’s Complete Adjuvant (FCA) va Freund’s Incomplete
Adjuvant (FIA) (Sigma, My)

- Hoa chat dién di DNA va protein: agarose; acrylamide; glycerol; ethidium
bromide; comassie blue; APS; SDS; Tris-HCI; TEMED (Sigma, My)

- Khang sinh: Ampicillin (Merck; My); Gentamycin; Penicillin (Sigma, M¥)

- Chét cam ung: IPTG (Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside) (Sigma, M¥)

- Moi truong: LB long, LB dac (Phu luc 4) dugc khtr trung ¢ 121°C, 1 atm
trong 30 phuat; Moi truong DMEM, HAT, RPMI-1640 (Thermo Fisher, M)

2.2.2. Trang thiét bi sir dung trong nghién ciru

- Kinh hién vi soi ngugc (Kern, Duc)

- Tt cy an toan sinh hoc; Tt 4m nudi cdy té bao (Esco, Singapore)

- Bé 6n nhiét (Memmert, Dirc)

- May do quang phd UV-VIS; May ly tdim; May lic toc do cao vortex; May ly
tdm nhanh spindown; May PCR (Eppendorf - Btic)

- B dién di nam ngang trén gel agarose; Bo dién di ding SDS-PAGE; Bo
chuyén mang (Cleaver Scientific — Anh)

- May soi gel (UVP, M)
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- Méy doc ELISA (Awareness, MY)
- May gidi trinh ty DNA tu dong ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Thermo Fisher, M¥)

2.3. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
Nghién ctru dugc thwe hién theo trinh tu nhu sau:
(1) Nghién citu in silico
- Du doan epitope lién tuc va epitope
khong lién tuc.

Chon ra cac doan peptide
- Péanh gia tinh khang nguyén va cac dic —>

gidu epitope dé tai to hop.
tinh vat 1y cua cac doan peptide lya chon.

- Thiét ké va t6i uu héa trinh ty nucleotide.
(II) Tao dong va biéu hién khdng nguyén tdi té hop

- Tao vector biéu hién tai to hop.

- Bién nap vector biéu hién vao té bao E. coli.

- T6i uu céc diéu kién biéu hién va tinh sach khang nguyén tai to hop.

- Kiém tra protein tai to hop
(I1I) Tao khdng thé don dong

- Gay mién dich

- Tao té bao lai hybridoma

- Sang loc té bao lai

- Téch dong té bao sinh khang thé

- Nhén giéng va bao quan
(IV) Kiém tra phéin ieng mién dich gita AFP/DCP/TXN trong huyét thanh cdc
nhém nghién civu véi khdng thé don dong tao dwoc.

- Thu thap mau theo tiéu chuan nghién ctru.

- Thyc hién ELISA gidn tiép kiém tra.

- So sanh két qua véi chan doan theo bénh 4n va so sanh véi cac khang thé

thuong mai tuong Ung.

2.3.1. Nghién ciru in silico nhim tim kiém cic doan gen giau eptiope

Nghién ctru duge tién hanh bang phwong phap tin sinh (in silico) dé xac dinh
cac doan peptide chira nhidu epitope khang nguyén tir ba protein chi thi sinh hoc AFP,
DCP, TXN. Trinh tu céc protein AFP, DCP, TXN dugc tham chiéu tir co s& dit liéu
NCBI lam dau vao cho cac budc phan tich tiép theo.

Céc bude phan tich chinh va cong cu sir dung bao gdm:
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(1) Dy doén epitope lién tuc va epitope khong lién tuc: Str dung BepiPred 2.0
dé dy doén cac epitope B té bao lién tyuc trén trinh tu protein. Dé dam béao cac epitope
c6 kha ning kich thich phan tmg mién dich manh, cac phan doan peptide duoc chon
phai c6 diém BepiPred > 0.5, ngudng nay cho thay su tuong quan t6t voi kha nang
nhan dién khang thé. Céac peptide c6 diém thip hon 0.5 thuong khong dugc xem la
du khd ning gay dap tmg mién dich manh [83].

Duya trén cau triic 3D cia protein (thyc nghiém hodc mé hinh), sir dung
Discotope 2.0 dé dy doan cac epitope khong lién tuc. DPé dam bao tinh dic hiéu va do
tin cdy ciia cac peptide giau epitope. Cac phan doan peptide can phai co diém
DiscoTope > - 3.7, ngudng nay dugc chon theo céc ticu chuan xac dinh tir nghién ctru
vé tinh ddc hiéu cua cac epitope trong cac bénh 1y khac nhau, bao gdm ca HCC [84].

(2) Danh gia tinh khang nguyén va cac dac tinh ly hoa cua peptide: Str dung
Vaxilen, AntigenPro [85] dé danh gia kha niang kich hoat dap ing mién dich (tinh
khang nguyén) cua céc epitope dugc chon. Sir dung ExPA Sy [86] dé tinh toan cac chi
sd vat 1y cua peptide nhu trong lwong phan tir, diém dang dién (pl), hé s6 6n dinh,
noéng do tan 1y thuyét, ...

(3) Thiét ké va t6i uu héa trinh ty nucleotide: Chuyén dbi trinh ty axit amin
cta peptide chon loc thanh trinh ty nucleotide bang phan mém MEGA X [87]. Cac
trinh tu nucleotide duoc thém 2 diém cit gidi han & ddu va cubi trinh tu 1a Ndel va
Xhol.

2.3.2. Phuwong phap tao khang nguyén tii to hop
Phuong phap tao khang nguyén tai t6 hop dugc tién hanh nhu so do sau:

Tao vector biéu hién tai td hop mang gen

A

Bién nap vector tai t6 hop mang gen vao E. coli BL21

A

T6i wu cac diéu Kién biéu hién va tinh sach khang nguyén tai t6 hop

A

Kiém tra protein tai to hop bing Western blot

.
Do nong d protein ti t6 hop bing phwong phap Bradford
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* Bude 1: Tao vector biéu hién tai to hop mang gen
e Phuong phép cit DNA bang enzym cit gi6i han

Céc doan gen muyc tiéu, sau khi dugc chon loc va thiét ké. Cac trinh tu gen suy
dién duogc giri cho Cong ty C6 phan Phu Sa Genomics, Viét Nam; san pham nhan lai
duoc gilt & dang plasmid 1a vector tdich dong pJET1.2 (Thermo Fisher, My). Plasmid
duoc van chuyén trong da kho va dugc bao quan dai han ¢ -80°C tai phong H¢ Gen
hoc Vi sinh — Vién Sinh hoc — Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam trude
khi tién hanh cét cic gen muyc tiéu ra khoi vector tach dong.

Bang 2.1. Thanh phan hdn hop phan tng cit enzyme

Thanh phin phan tng Thé tich
Buffer 10X 2 ul
pJET1.2 mang gen muyc ti€u Sul
Ndel 0.5 ul
Xhol 0.5 ul
Nudce khir ion vo trung 12 ul
Tong thé tich 20 ul

Cho cac thanh phan phan tng vao 6ng Eppendorf 1.5ml. Tron nhe nhang hdn
hop bang pipet va ly tim nhanh trong 5 — 10 gidy. U hdn hop phan tmg & 37°C trong
4 gi®. Thu duoc mau hon hop.

e Dién di trén gel agarose

Dién di ban gel trong bé chita sin TAE 1X pha tir TAE 50X (Phu luc 4). Tra
1ul mAu hdn hop voi 1ul nhudm (1:1). Chay dién di ¢ hiéu dién thé 100V trong 45
phat. Nhuom ban gel bang ethidium bromide 2 pg/ml trong khoang 5- 7 phut. Chup
anh dudi dnh sang tir ngoai c6 bude song A= 360 nm.

e Thu DNA tir gel agarose
Str dung bg kit PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, My).
e Ghép gen muc tiéu vao vector biéu hién pET22b+

Nguyén tic: Vector biéu hién pET22b+ dugc sir dung dé biéu hién cac protein
tai to hop AFP, DCP va TXN nham lam khang nguyén. Vector thuoc hé pET véi
promoter T7, cho phép biéu hién protein hiéu qua trong E. coli BL21(DE3), dap tng
yéu cau thu nhan lugng protein di 16n cho céc thi nghiém tiép theo. pET22b+ mang
His-tag & dau C, thuan loi cho tinh sach protein bang sic ky ai luc Ni-NTA. Hé biéu
hién E. coli két hop voi pET22b+ phti hop v6i muc tiéu tao khang nguyén tai to hop
trong nghién curu.

Enzym T4 DNA ligase c6 kha ning xtic tic qué trinh hinh thanh lién két giita
nhom 5'-phosphat va nhém 3'-OH tu do, gitp gan két hai phan tir DNA c6 dau dinh
bd sung voi nhau, tao thanh DNA tai t6 hop.
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Tién hanh: Chuan bi hdn hop phan tmg nhu Bang 2.2. Tron nhe nhang tat ca
hdn hop bang pipet, ly tim nhanh dé hdn hop ling xudng day dng nghiém. Hon hop
phéan g dugc 1 & 22°C trong 5 gio.

Bang 2.2. Thanh phan hén hop phan ting gan gen muc tiéu
vao vector biéu hién pET22b+

Thanh phin phan tng Thé tich
T4 ligase buffer 10X Il
Vector pET22b+ dd m¢ vong Il
Poan gen can chén S5ul
T4 DNA ligase Il
Nudce khtr ion vo trung 2 ul
Tong thé tich 10 pl

* Bude 2: Bién nap vector tai t6 hop mang gen vao E. coli BL21

Nguyén tic: Phuong phap bién nap bang sc nhiét 1a ky thuat pho bién dé dua
plasmid ti t6 hop vao vi khuan E. coli BL21. Nguyén tac dya trén viéc lam thay doi
tinh thAm cua mang té bao trong diéu kién sbc nhiét, tao diéu kién cho DNA plasmid
xa4m nhap vao vi khuan.

Tién hanh: Lay 100ul té bao kha bién E. coli BL21 dugc rd dong nhe nhang
trén da lanh trong 30 phat dé duy tri tinh nguyén ven ciia mang té bao. Sau d6, thém
Sul plasmid 1a vector pET22b+ da mang gen (khoang 100 ng DNA) dugc thém vao
té bao va tron nhe nhang ma khong lac toc do cao dé tranh 1am hong té bao. Hon hop
nay tiép tuc duoc U trén da lanh thém 30 phut dé DNA tiép xtc véi mang té bao trude
khi thuc hién s6c nhiét. Giai doan sbc nhiét dién ra béng cach chuyén 6ng chira té bao
vao may Block nhiét & 42°C trong 90 gidy. Qua trinh nay lam thay d6i tinh tham ciia
mang té bao, tao diéu kién cho DNA plasmid xdm nhdp. Ngay sau soc nhiét, dng duoc
dit tro lai d4 lanh trong 2 phut dé giup té bao phuc hdi.

Tiép theo, b6 sung 900 pl méi trudng LB khong khang sinh, ¢ & 37°C trong
60 phut voi lic nhe 200 vong/phiit dé té bao hoi phuc va biéu hién khang ampicillin.
Sau khi phuc hoi, t& bao dugc cdy bang que cdy vo tring lén dia LB-agar c6 chua
khang sinh ampicillin & néng d6 100 pg/ml. Bia dugc u 16n nguge & 37°C trong
khoang 12 — 16 gio dé khuén lac phat trién. Céc khuan lac moc trén dia s& dugc kiém
tra bién nap thanh cong bang PCR plasmid.

Dé chuan bi PCR, dich nudi té bao dugc thu cin, xir 1y theo phuong phap ly
giai kiém bang Sol I, Sol II, Sol I1I (Phy luc 4), ly tam 12000 vong/phut trong 10 phit
dé loai tap chat. Mau tiép tuc duoc xur ly véi1 RNase (37°C, 5 gio) dé loai RNA, tron
véi hdn hop Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol (25:24:1), ly tAm va thu dich trén.
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DNA plasmid duogc két tia bang sodium acetate 3M (1:10) va ethanol tuyét doi, 0
20°C trong 3 gio, ly tam, rira bang ethanol 70%, sau d6 hoa tan trong nudc khir ion 2
lan. San phém DNA thu dugc duge kiém tra bﬁng PCR st dung mdi dic hiéu duoc
thiét ké qua phan mém Primer3 (https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Bang 2.3) véi
bo kit PCR Master Mix (2X, Invitrogen, M) theo huéng din nha san xuét dé danh
gid so bd su hién dién cua doan gen bién nap.

Bang 2.3. Trinh tu mdi va chu trinh chay PCR

Moi Trinh ty GC %
AFP-F | CATATGAATGATGAAAAACCCGAGG 36%
AFP-R | CTCGAGGTAGTACTCACCCAG 57%
DCP-F | CATATGGGGGATTTTGGATATTGTGA 46%
DCP-R | CTCGAGATCGATATAGGACTCCAG 50%
TXN-F | CATATGATAGAGTCAAAAACAGCATTTCAAG 41.9%
TXN-R | CTCGAGCGCCTCCAGCTTTT 65%

95°C | 95°C 58°C 720C | 72°C | 4°C
45s 45s 45s
5p 3p ©
30 cycles
Chu trinh chay PCR kiém tra moi dac hiéu véi cac gen muc tiéu

Plasmid cta cac khuan lac dat tiéu chuén s& dugc guri giai trinh ty Sanger tai
1st BASE (Singapore) sau khi duoc tinh sach bang GeneJET PCR Purification Kit
(Thermo Fisher, M¥) theo huéng dan nha san xuét. Trinh tu moi T7 promoter thuong
mai & mdi xudi 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3' vi mdi nguoc 5'-
GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3' dugc cung cip bai 1st BASE (Singapore). Trinh
tu DNA tra vé duéi dang file FASTA va duoc phan tich bang phan mém BioEdit 7.2
dé kiém tra va can chinh sinh hoc.

* Budce 3: THi wu cac diéu kién biéu hién va tinh sach khang nguyén tai t6 hop

(1) Téi wu céac diéu kién biéu hién protein téi to hop trong hé thong té bao E.
coli BL21: Chiing tai t6 hop duoc nudi trong méi truong LB 16ng c6 bd sung khang
sinh ampicillin 100 pg/ml & 37°C, lic 200 vong/ phit qua dém. Sau d6 chuyén 2%
dich té bao nudi cdy qua dém vao méi truong LB 16ng mdi, tiép tuc nudi lic ¢ diéu
kién 37°C, 200 vong/phit dén khi ODsoonm dat 0.5 - 0.8.

Khao sat & cic nong do chat cam tmg IPTG lan luot 1a: 0.05mM; 0.1mM;
0.2mM; 0.4mM; Thoi gian nudi biéu hién lan luot 1a: 9 gio, 12 gio, 15 gio, 18 gio;
Nhiét d6 nudi biéu hién 1an luot 1a: 25°C, 30°C, 33°C, 37°C khac nhau dé danh gia
muirc do biéu hién protein tai to hop.
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Té bao E. coli dugc ly giai bing may siéu am Sonicator dé tach protein noi
bao. Dich nudi té bao dugc thu nhan va ly tim & 4000 vong/phut trong 10 phit & 4°C
dé thu pellet. Phan dich ndi duoc loai bo, té bao duoc hoan nguyén trong Lysis Buffer
gitip 6n dinh protein va giam twong tic khong dic hiéu trong qua trinh chiét. Tiép
theo, mau duoc dit trong nude d4 va xu 1y bang may siéu 4m vai chu ky on 10 gidy/
off 20 gidy trong tong thoi gian 3 phut. Trong qué trinh sonicate dam bao nhiét do
ludn dugc duy tri thap dé protein khong bi bién tinh. Sau khi pha té bao xong, dich
dugc ly tam ¢ 12000 vong/phut trong 20 phut ¢ 4°C. Dich ndi thu dugc sau ly tim
chinh 13 phan chiét chira protein hoa tan, cin pellet s& duoc loai bo. Sau d6 kiém tra
céc phan dich ndi nay trén gel polyacrylamide (Bang 2.4).

Bang 2.4. Thanh phan cta gel polyacrylamide

Thanh phin Gel tach 14% (ul) Gel ¢ 5% (pl)

Nudc 1300 680
Acrylamid 30% 2340 170
Tris-HCI1 1.5M; pH = 8.8 1250 0
Tris-HC1 0.5M; pH = 6.8 0 130
SDS 10% 50 10
APS 10% 25 10
TEMED 5 1

Tong 5000 1000

Ban gel dugc d6 hai 16p, 16p dudi 14 16p gel tach duoge d6 cach mat trén 1.5cm,
dé gel dong khoang 30 phut, gin lugc roi d6 tiép 16p gel co ¢ trén, dé 15 - 30 phut
cho gel dong hoan toan va on dinh. Ban dién di duoc lép vao hé théng dién di va chay
vo1 90V, 20 phut cho 16p gel c6 va 110V, 120 phat cho 16p gel tach. Sau dién di, ban
gel dugc tach khoi phién kinh roi nhuém bang Comassie Brilliant Blue R-250 trong
45 phat, sau d6 ban gel duoc tdy mau bang dung dich rira nhudm c6 chua
methanol/acid acetic.

(2) Tinh sach: Protein tai t6 hop duoc tinh sach béng hé théng cOt resin gén
nickel chuyén dung cho céc protein tai to hop chita cac goc histidine. Cot resin-nickel
¢6 i lyc cao véi cac protein chira gbc 6xHistidine.

Nguyén tdc: Hoat dong cua thé 6xHistidine (6xHis tag) voi resin niken dua
trén su phdi tri gitra cac nhom imidazole cua histidine va ion Ni2*. Khi protein gin
6xHis dugc dua qua cdt chira Ni**, cac nhom histidine sé& lién két voi ion kim loai
nay, gidp gitr protein lai trén cgt. Protein khong dac hi¢u s€ bi rura trdi, con protein
dich duoc tach ra bang dung dich imidazole ndng d6 cao. Phuong phéap nay duoc sir
dung rong rai dé tinh sach protein tai to hop nho hi¢u qua va do chon loc cao [88].
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Tién hanh: Trudc tién, chuan bi cot (c6 trong bd kit Bo kit HisPur™ Ni-NTA
Spin Columns) bang cach thao nap dudi cia cot. Sau do, dit cot resin 3ml vao éng
vao ong ly tam 50ml va ly tam & 700 vong/phut trong 2 phut dé loai bé dung dich bao
quan. Tiép theo, tién hanh can bang cot bang cach thém 6 ml Equylibration Buffer
vao cot va dé dung dich thim hoan toan vao resin. Sau do, ly tim & 700 vong/phut
trong 2 phut dé loai bo dung dich thtra. Thém 6ml dich nuoi té bao bién nap da
sonicate pha té bao va ly tim bo can 1én cot. Tron déu bang cach dao ngugc nhe nhang
dich nudi voi Equylibration Buffer. Dé ting hiéu suat lién két, i hdn hop trong 2 gid
& nhiét d6 phong. Cach 15 phut dao cot 1 lan.

Sau khi tai mau, tién hanh rira cot bang cach thao nap dudi va dat cot vao ong
ly tim m&i, sau d6 ly tim & 700 vong/phut trong 2 phut dé thu dich chay qua. Resin
dugc rira bang cach thém 6ml dung dich rira, tiép tuc ly tim dé thu dich rira. Lap lai
budc ndy tong cong 3 1an dé loai bo cac tap chat khong lién két véi resin. Cubi cung,
thuc hién rtra giai protein tai t6 hop béng cach thém 3 ml Elution Buffer vao cot, ly
tam & 700 vong/phit trong 2 phut dé thu dich chira protein tai to hop tinh sach. Lap
lai budc nay 3 lan nita, thu cac phan doan rura giai riéng biét dé dam bao thu duoc
luong protein tai t6 hop tdi da.

Hiéu sudt tinh sach va do tinh khiét cua protein tai t6 hop dugc danh gia dwa
trén phan tich dinh luong két qua SDS-PAGE sau sic ky ai lyc Ni-NTA. MAu protein
trude tinh sach (lysate thd), sau tinh sach (cac phan doan rira gidi), va mau chuén
(marker) dugc chay dong thoi trén gel polyacrylamide 12% dé so sanh [89]. Anh gel
duge chyp va phan tich bang phan mém ImageJ (NIH, Hoa Ky). Hai chi s6 chinh
duoc xac dinh:

Hiéu sudt thu hoi (%): Puoc tinh béng ty 1€ mat do vach protein muc ti€u
trong phan doan rira gidi so vai mat d vach tuong ung trong lysate tho:

Hiéu suit thu hoi(%) — (ﬂ) % 100
Tiruse tinh sach
113 mat 6 vach protein muc tiéu do phﬁn mém xéac dinh.
Do tinh khiét (%): Pugc tinh béng ty 1¢ mat do vach protein myc ti€u so véi

tong mat do cua tat ca cac vach co6 trong mau sau tinh sach:

. TR
Bé t,i_'[]_]_l klliét['{:{') e ( pIUtE‘IIl muc t]i‘!‘ll) w0 lﬂ[]

I tong céc protein
113 mat 6 vach protein muc tiéu do phﬁn mém xéac dinh.
* Budc 4: Kiém tra protein tai to hop bang Western blot
(1) Chuyén mang: Sau khi dién di SDS-page, ban gel polyacrylamide dugc u
lic trong dung dich dém chuyén mang 1X transfer buffer 20 phat nham loai bo SDS
con lai trong gel. Mang nitrocellulose va miéng bot bién (fiber pab) dugc 1am am
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trong 1X transfer buffer truc khi stra tién hanh chuyén mang. Tao miéng Sandwich
theo thtr ty chuyén mang nhu sau: Anode-cuc duong (méau dé)/miéng bot bién/mang
nitrocellulose/ban gel dién di SDS-PAGE chira protein dich/miéng bot bién/Cathode-
cuc am (mau den). Pat budng chuyén mang vao mot thung da lanh day. Nhanh chéng
dat miéng “Sandwich” vao budng chuyén mang, bd sung day dung dich dém 1X
transfer buffer vao bé va chay ¢ 400 mA trong 2 gi0, cudong d6 dong dién khong ddi.

(2) Khod mang: Khéa mang bang dung dich Blocking Buffer trong 1 gid &
37°C lac nhe nhang. Loai bo dung dich blocking mang va rira mang bang dung dich
dém rira TBST 3 1an, mdi 1an 15 phut, lac nhe nhang qua lai.

(3) U khdng thé so cdp ddc hiéu véi khdang nguyén: Cac khang thé so cap duoc
su dung la Anti-alpha 1 Fetoprotein antibody [AFP-01] (Abcam, Anh); Anti-Human
PIVKA-II/DCP Monoclonal Antibody (1A301) (MyBioSource; Canada);
Monoclonal Anti-TXN antibody produced in mouse (Sigma, M¥) tuong duong véi
cac khang nguyén tai t6 hop AFP, DCP va TXN. Mang nitrocellulose dugc cho vao
hdn hop 10 ml TBS + 100ul khang thé so cp (dd pha lodng 1:100 so v&i khang thé
gbc) ¢6 bo sung 5% BSA. U mang véi khang thé don dong so cap ¢ nhiét o phong
trong 3 gio. Rira mang bang TBST 1X ba lan, mdi 1an 15 phut lic nhe nhang qua lai.

(4) U khdng thé thir cap céng hop HRP (Horseradish peroxidase): Pha 10 ml
dung dich TBS + 100ul khang thé thtr cip (da pha loang 1:100 so v&i khang thé gdc)
¢ bo sung 5% BSA. U mang v6i dung dich khang thé thir cap trong 3 gid' ¢ nhiét o
phong. Rira mang bang TBST 1X ba 1an, mdi 1an 15 phut lic nhe nhang qua lai.

(5) Phdt hién: St dung co chat phat mau 1-Step™ Ultra TMB-Blotting
Solution. P6 dung dich chét phéat mau ngap mang, dé trong tdi, doi 30 phut. Rura lai
mang bang PBS 1X, quan sat mau sic trén mang va phan tich két qua.

* Budce 5: Po ndng do protein tai té hop bang phuong phap Bradford

Co sé cua phuong phép la dua vao su thay ddi bude song hép thu cuc dai cua
thudc nhudm Comassie Brilliant Blue G-250 khi lién két voi protein. Khi gan két véi
protein, thuéc nhudém chuyén tir dang nau do (hap thu cuc dai tai 465 nm) sang mau
xanh lam (hép thu cuc dai tai 595 nm). D6 hip thu quang (OD) tai 595 nm phan anh
ham luong protein c6 trong mau.

Dé xac dinh ham lugng protein, dau tién xay dung dudng chuan bang protein
chuan Bovine Serum Albumin (BSA) trong dai ndng do tir 0 dén 0.8 mg/ml, phu hop
v6i ndng do du kién cua cac mau tinh sach sau ndy. Mdi phan tmg gdm: 100 ul dung
dich BSA chuén & cac mirc: 0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.6; 0.8 mg/ml; 5 ml dung dich thube
nhuo¢m Bradford (hoa tan 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 trong 50 ml
ethanol 95%, thém 100 ml phosphoric acid 85%, dinh mtic dén 1 lit bang nudc cét).
Hdn hop duge u ¢ nhiét dd phong trong 5 phut, lic déu mdi phat, sau d6 do mat do
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quang hoc (OD) tai budc séng 595 nm bang may quang phd UV-VIS (Eppendorf —
Dric). Cac gia tri dé xay dung duong chuan Bradford duge mo ta nhu Bang 2.5:
Bang 2.5. Xay dung duong chuan phét hién mau Bradford

BSA BSA H>0 Bradford ODs9snm
O.Imgmh@) | (mgm) | () ()

0 0 1000 5000 0.036
100 0.1 900 5000 0.36
200 0.2 800 5000 0.64
300 03 700 5000 0.95
400 04 600 5000 1.24
600 0.6 400 5000 1.88
800 0.8 200 5000 2.46

Céc mau protein tinh sach (AFP, DCP, TXN) duoc pha lodng thich hop dé dua
gia tri OD vao khoang tuyén tinh ctia dudng chudn. Pudng chuan ¢ hé sé tuong quan
R2 > 0.99, cho phép tinh toan nong do protein bang phuong trinh tuyén tinh: y = ax
+ b trong d6: x 1a ndng d6 protein (mg/ml); y 1a OD ctia dung dich hdn hop trong dng
nghiém dugc do & bude song 595 nm bang may do quang phd UV-VIS. a 13 hé s6
goc (slope), thé hién mirc ting OD khi ndng do protein ting 1 mg/ml. b 1a hé s6 chan
(intercept), phan 4nh OD nén khi khong cé protein (x = 0).

2.3.3. Phuong phap tao khang thé don dong

Céc budc nghién ctru tao khang thé don dong dugc tién hanh theo so do tong

quat nhu sau:

Gay mién dich trén dong vat

v
Thu thip va dung hgp té lympho B véi té bao myeloma

A

Sang loc té bao tiét khang thé don dong dic hiéu

v
Tach dong céc té bao tao khang thé don dong dic hiéu

A

Nhin giong té bao, bio quin va tao bing
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* Bude 1: Gay mién dich trén dong vat

Nghién ctru sir dung chudt cai BALB/c thuan chung, khoe manh (16-18 g,
khodang 5 tudn tudi), duoc nudi on dinh 3 ngay trude thi nghiém. Ba nhom thi nghiém
dugc b tri, mdi nhém gom 04 chudt giy mién dich vi mot khang nguyén tai to hop
AFP, DCP hodc TXN; 01 chuot dbi chung chung tiém nudc cat vo trung duoc sur
dung cho ca ba nhém nham kiém soét cac yéu t6 nén trong ciing diéu kién thi nghiém,
phi hop véi myc tiéu nghién ctru va nguyén tic giam thiéu dong vat thi nghiém [90,
91]. Chudt duoc gdy mién dich theo lich 3 miii cach nhau 3 ngay (ngay 0-3—6) theo
mo hinh ting cudng mién dich nhanh (rapid immunization schedule), thuong 4p dung
dé rut ngan thoi gian tao dong hybridoma nhung van dam bao dép tmg mién dich dic
hi¢u [92].

- Chuan bi khang nguyén: Khang nguyén tai t6 hop AFP/DCP/TXN thu duoc
tir qua trinh nuoi ciy va biéu hién trén vi khuan E. coli da tinh sach. Pha loang khang
nguyén AFP/DCP/TXN dén ndng do cudi cung 13 400 pg/ml [93] v6i dung dich dém
PBS 1X v6 trung. Dung khang nguyén da pha loang (400 pg/ml) dé phdi tron voi ta
chat Freund’s Complete Adjuvant (FCA) theo ti 18 1:1. Hon hop khang nguyén, ta
chét duoc tron déu dé déng nhét hon dich trong xi lanh.

- Gay mién dich cho chudt (Hinh 2.1):

Hinh 2.1. Gay mién dich cho chudt nghién ctru

+ Gay mién dich 1an 1 (priming): Chudt dugc giy mién dich 1an 1 véi khang
nguyén tai to hop (AFP/DCP/TXN) bang cach tiém 50 pl khang nguyén (pha lodng
bang PBS tdi nong d 400 pg/ml) da duoc phdi tron voi ta chat FCA theo ti 16 1:1.
Hon hop khang nguyén va ta chat FCA s& dugc tiém dudi da hai ban chan chudt [94].

+ Gay mién dich 1an 2 (booster 1): Sau 3 ngay gay mién dich 1an 1, tién hanh
gdy mién dich 1an 2 bang cach tiém 50 pul khang nguyén tai to hop (AFP/DCP/TXN)
(pha lodng bang PBS t6i nong d6 400 pg/ml) di dugc phdi tron véi Freund’s
Incomplete Adjuvant (FIA) theo ty 1€ 1:1 dudi da hai ban chan chudt [94].

+ Gay mién dich 1an 3 (booster 2): Sau 6 ngay gay mién dich 1an 1, tién hanh
gay mién dich 1an 3, tiém nhic lai 50 pl khang nguyén tai t6 hop (AFP/DCP/TXN)
(pha lodng bang PBS t6i ndng d6 400 pg/ml) da dugc phdi tron véi FIA theo ti 16 1:1
vao dudi da hai ban chan cua chudt.
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* Bude 2: Thu thap va dung hop té lympho B véi té bao myeloma

(1) Thu thdp té bao lympho tir lach va hach ben chudt: Bén ngay sau lan gay
mién dich cubi ciing v6i FIA, chudt dugc gy mé bang chloroform, sat tring ving
bung chuot béng con 70° md chuodt dé thu léy 2 hach ben va lach. Rira lach va hach
ben 3 lan, mdi lan trong 5 ml méi truong DMEM. Dung kim G18 nghién nho hach
ben va lach trong dia petri, sau d6 b6 sung 5 ml méi truong RPMI vao dia, tron déu
hdn hop vai lan dé tang hiéu qua phan tan té bao. Dung pipet chuyén dich chira té bao
lympho di qua mang loc dé loai bo manh vun 16n, thu dich dé ly tim 1000 vong/phut
trong 5 pht.

Loai bé dich ndi, hoan nguyén té bao vao 5 ml NH4Cl 0.85% dé pha hong cau.
B6 sung thém 10 ml méi truong DMEM. Ly tim 1000 vong/phit trong 5 phit. Loai
b6 dich ndi va hoan nguyén té bao vao 10 ml mdi truong DMEM. Ly tam 1000
vong/phut trong 5 phat dé loai bd NH4Cl. Loai bd dich ndi va hoan nguyén té bao vao
10 ml méi truong DMEM.

Hinh 2.2. Tach té bao lympho B tir lach va hach ben chuot
A) Thu lach va hach ben ctia chuét; B) Nghién nho lach va hach ben; C) Dung hop
té bao lympho B bang xtc tac PEG va bd sung méi truong DMEM; D) Dich huyén

phu t& bao dung hop duoc nudi trong dia 96 giéng véi HAT.

Nhuom va dém té bao dugc thuc hién bang cach hat 50 pl huyén phu té bao
vao dng eppendorf, bd sung 50 pl dung dich trypan blue va tron déu. Sau do, 1ay 10
ul hdn hop cho vao budng dém hong cau va dém dudi kinh hién vi (Hinh 2.2). Cac té
bao chét s& ngdm thudc nhudom va bat mau xanh trypan blue, tir d6 xac dinh tong sb
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té bao va ty 18 té bao sdng. SO luong va ty 1¢ té bao séng duoc ghi nhan dé st dung
cho budc dung hop tao té bao lai trong cac thi nghiém tiép theo. Ghi lai s6 luong té
bao sbng, ty 1& séng (%), mat do té bao tong cong dé str dung cho bude tiép theo trong
quy trinh tao té bao lai.

(2) Chudn bi té bao myeloma: Phyc hoi té bao myeloma tir trang thai dong,
ong té bao duoc rd dong nhanh (< 90 gidy) & 37°C bang bé 6n nhiét. Huyén dich té
bao dugc chuyén sang dng falcon 15 ml c6 chira sin 10 ml méi trudng DMEM bb
sung 10% FBS, ly tim & 1000 vong/pht trong 5 phut. Loai bé dich ndi chira chat bao
quan, thu cin té bao va hoa lai trong 20 ml méi trusng DMEM 10% FBS. Huyén dich
té bao duoc chuyén vao chai nudi cay T75 va nudi trong ti 37°C, 5% CO.. Hang ngay
theo ddi su phét trién cua té bao dudi kinh hién vi soi ngugc. Sau khoang 72 gid nudi
céy phuc hoi, té bao myeloma tang sinh on dinh, dat mat do phu hop dé su dung cho
céc thi nghiém tiép theo.

Dbé dam bao su phat trién cua té bao va co du sb lugng phuc vu cho budc dung
hop, tién hanh nhan gidng té bao sang cac chai nudi mdi nhu sau:

Loai bo moi trudng cii trong chai nudi cdy, rira nhe bang dung dich PBS 1X
dé loai bo can va té bao chét. Do té bao myeloma l1a dong ban bam dinh, nén chi can
lic manh hodc gd nhe ddy chai 1a té bao s& bong ra va lo limg trong méi truong. B6
sung 10—15 ml méi trudng DMEM c6 chira 5% FBS, thu toan bd dich té bao vao éng
Falcon 50 ml. Ly tdm & toc do 1000 vong/phit trong 5 phut. Loai bo dich ndi, hoa
can té bao trong 1 ml mdi truong DMEM c¢6 bd sung 10% FBS.

DPém té bao bang budng dém Neubauer, sau d6 pha lodng dé dat nong do 2 x
105 t& bao/ml. Cho 20 ml huyén dich té bao vao mdi chai nudi T75 va dit trong ti 4m
37°C, ¢ bd sung CO: dé té bao tiép tuc phat trién.

(3) Tao té bao lai hybridoma: Chuyén huyén phu té bao lympho va huyén phu
té bao myeloma vao dng falcon 50 ml (ti 1& té bao lympho /té bao myeloma = 5/1).
Ly tam 1000 vong/phit trong 5 phut. Loai bo dich ndi, tai huyén phu té bao vao 10
ml mdi truong DMEM, ly tdm 1000 vong/phit trong 5 phit dé rira té bao. Loai bo
dich ndi, thu cin té bao. Dung xi lanh bd sung 1 ml PEG 50% da duoc lam am tur
trude, nho timg giot mot trong vong 1 phut, vira nho vira lic déu dng falcon. B6 sung
1 ml méi trudng DMEM di duoc 1am 4m tir trudce, nho timg giot mot trong vong 1
phut, vira nho vira lic déu dng falcon. Lac déu éng falcon trong 1 phat. Cubi ciing bd
sung 8 ml méi trudng DMEM d3 duoc lam 4m tir trude, nho timg giot mot trong vong
2 phat. Ly tam 1000 vong/phut trong 5 phut. Loai bo dich ndi va hoan nguyén can té
bao vao moi truong HAT dé chon loc céc té bao hybridoma séng sot, loai bo té bao
khong hop nhat. Méi truong HAT (Hypoxanthine — Aminopterin — Thymidine) duoc
dung ngay sau dung hop dé chon loc hybridoma. Sir dung pipet da kénh chuyén 150
ul huyén phu té bao vao cac giéng cua dia 96 giéng. Sau 10 ngay, loai bo dich nudi
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cdy HAT va thém vao mdi giéng 150 pl méi truong HT (mdi truong HT
(Hypoxanthine — Thymidine, khong chira Aminopterin) dugc sir dung dé duy tri
hybridoma di chon, cung cip nucleotide qua con duong ctru ho ma khong gay doc
tinh kéo dai, tao diéu kién cho hybridoma phat trién 6n dinh. [95].
* Bude 3: Sang loc té bao lai c6 kha ning sinh khang thé don dong dic hiéu

Sau giai doan chon loc bang HAT, céc giéng c6 cum hybridoma duoc chuyén
sang mdi trudng HT va nudi thém 2—4 ngay dé té bao phat trién 6n dinh va ting lugng
khang thé tiét vao dich ndi. Sau do, thu dich ndi va kiém tra kha ning tiét khang thé
bang ELISA dé sang loc cac giéng duong tinh, 1am co s cho budc tich dong. Pha
lodng khang nguyén trong dung dich Bicarbonate 0.05 M; pH 9.6 t&i nong d6 4 pg/ml.
B6 sung 100 pl vao mdi giéng cua dia ELISA. U dia ¢ 37°C trong 2 gid. Loai bo
khang nguyén thira trong cac giéng. Rira cac giéng bang 200 pl/giéng dung dich PBS
b6 sung 0.05% Tween 20, lap lai 3 1an. Blocking bang 100 ul dung dich 0.5% BSA
& 37°C trong 1 gio. Céc giéng dugc rira bang dung dich PBS b6 sung 0.05% Tween
20, 13p lai 3 1an. B6 sung 50 pl dich nuéi cay ¢ cac giéng c6 té bao lai vao cic giéng
theo thir tw va ghi lai vi tri cac giéng trong dia nudi cdy tuong ung, U dia 37°C trong
1 gio. Cac giéng dugc rira bang dung dich PBS bo sung 0.05% Tween 20, lap lai 3
lan. B6 sung 50 pl khang thé cong hop (HRP-IgG Goat anti Mouse) vao mdi giéng.
U nhiét d6 phong trong 1 gid. Cac giéng duogc rira bang dung dich PBS bd sung 0.05%
Tween 20, 1ap lai 3 1an. B6 sung 50 pl co chat (TMB), 100 pl/giéng. Dimng phéan tmg
bang 50 ul dung dich HCI IM. Poc két qua bang may doc ELISA & budc song 450
nm. Nhitng giéng c6 hiéu gia khang thé cao sé& cho gia tri cao, tir két qua nay chon ra
mot s6 giéng co hiéu gia cao nhat dé danh gia tiép.
* Budc 4: Tach dong céc té bao tao khang thé don dong dic hiéu

Chuan bi san 150 ul moi truong DMEM vao mdi giéng trong cot dau tién cua
dia nudi ciy té bao 96 giéng, cac giéng con lai cho 100 pl. Dung pipet 200 pl tron
déu giéng co té bao tiét khang thé don dong dic hiéu, hit 50ul tir giéng nay sang
giéng dau tién cia dia tach dong (giéng A1). Tron déu, 1ay 50 ul tir giéng Al sang
giéng B1, r0i 1an luot dén hét cac giéng trong hang sb 1 cua dia. Dung pipet da kénh
tron déu dich té bao trong hang dau tién, chuyén 50 pl tir hang 1 sang hang 2. Tiép
tuc tron déu va chuyén cho dén hang cudi cing cua dia. Nudi té bao trong ti 37°C ¢6
bd sung CO,. Hang ngdy quan sat sy phat trién ciia té bao. Sau 3—4 ngay tach dong,
6 thé quan sat & cac cum té bao trong cac giéng nudi cdy. Chon céac giéng chi xut
hién mot cum té bao (colony) don 1¢ dé thu dich nuéi va sang loc kha nang tiét khang
thé bang phuong phap ELISA véi khang nguyén dich. Sau khi sang loc lan dau
khodng 24 gio, tién hanh sang loc khang thé don dong véi chinh dich nudi cay té bao
E. coli BL21 bang phuong phap ELISA tuong tu nhu sang loc lan 1. O lan sang loc
nay, chi chon nhimng giéng c6 té bao lai va c6 két qua tét & 1an 1. Trong qua trinh bd
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tri thi nghiém ELISA, cac giéng dugc phu khang nguyén dich va khang nguyén tur
dich nudi cay té bao E. coli BL21 trén céc giéng riéng biét, nham danh gia dong thoi
kha niang nhan dién dic hiéu va phan tng chéo cua khang thé. Khang nguyén cua E.
coli BL21 dugc pha lodng trong dém Bicarbonate 0.05 M; pH 9.6 ti nong do 4 pg/ml.
B6 sung 100 pl vao mdi giéng cua dia ELISA. U dia ¢ 37°C trong 2 gid. Loai bo
khang nguyén thira trong cac giéng. Rira cac giéng bang 200 pl/giéng dung dich PBS
b6 sung 0.05% Tween 20, lap lai 3 1an. Blocking bang 100 ul dung dich 0.5% BSA
& 37°C trong 1 gio. Céc giéng dugc rira bang dung dich PBS b6 sung 0.05% Tween
20, 13p lai 3 1an. B6 sung 50 pl dich nuéi cay ¢ cac giéng co té bao lai vao cic giéng
theo thir tw va ghi lai vi tri cac giéng trong dia nudi cdy tuong ung, i dia 37°C trong
1 gio. Cac giéng dugc rira bang dung dich PBS bd sung 0.05% Tween 20, lap lai 3
lan. B6 sung 50 pl khang thé cong hop (HRP-IgG Goat anti Mouse) vao mdi giéng.
U nhiét d6 phong trong 1 gid. Cac giéng duogc rira bang dung dich PBS bd sung 0.05%
Tween 20, lap lai 3 1an. B6 sung 50 pl co chat (TMB), 100 pl/giéng. Dimg phan tng
bang 50 pl dung dich HC1 IM. Poc két qua bang may doc ELISA & budc song 450
nm. Cac giéng cho két qua tt 1a nhimg giéng cho hiéu gia khang thé cao voi khang
nguyén dich nhung khong dac hi¢u cho khang nguyén E. coli BL21.

Phan tich ty 1¢ tin hiéu/nhiéu (signal-to-noise ratio, SNR) dé danh gia tinh dac
hiéu va do nhay cua cac dong khang thé don dong tao duoc [96].

Gia tri SNR duoc tinh bang cong thirc:

Tin hiéu voi khang nguyén

SNR = Tin hiéu nen

Trong do, tin hi¢u véi khang nguyén 1a gia tri ODasonm do dugc khi c6 mat
khang nguyén AFP/DCP/TXN tai t6 hop, va tin hiéu nén 14 gia tri ODasonm do duoc
khi c6 mat E. coli BL21.

* Budc 5: Nhan gidng té bao lai, bao quan va tao bang

Tir cac giéng chira dong té bao lai d dugc chon loc, ding pipet nhe nhang hut
tron dé tach té bao bam khoi day giéng, sau d6 chuyén toan bo dich té bao sang dia
nudi 24 giéng da chira sdn moi trudong DMEM c6 bd sung 10% huyét thanh thai bo
(FBS). Nubi té bao trong ti am 37°C, 5% CO:. Sau 3—5 ngay, khi mat do té bao dat
90 — 100% dién tich bé mat giéng, tién hanh cdy chuyén sang dia 6 giéng theo quy
trinh tuong ty. Mdi giéng 6 giéng dugc chuan bi sin 3 ml mdi trudong DMEM + 10%
FBS. Dung pipet tron déu, thu toan bd dich té bao tir dia 24 giéng va chuyén vao dia
6 giéng. Tiép tuc 1 & 37°C, 5% CO: trong 2 — 4 ngay. Khi té bao phat trién dat d6 phi
cao, tiép tuc cdy chuyén sang chai T25 c6 san 4 ml méi trudng DMEM + 10% FBS,
nudi 1 & 37°C, 5% CO: trong 2 — 3 ngdy. Sau d6, cay chuyén sang chai T75 (3 chai),
mdi chai chtra 15 ml méi truong DMEM + 10% FBS. Khi té bao phii gan toan bo bé
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mit chai, 1ic nhe hodc g0 day chai dé tach té bao bam, thu toan bd dich nuoi vao 6ng
Falcon 15 ml, ly tdm & 1000 vong/phut trong 5 phut. Loai bo dich ndi, hoa lai can té
bao trong 1 ml DMEM + 10% FBS, dém té bao bang budng dém Neubauer va diéu
chinh nong do vé 2 x 10° té bao/ml. Toan b quy trinh nudi va cay chuyén té bao duoc
thyc hién trong méi trudng DMEM c¢6 bd sung 10% FBS nham dam béo téc do ting
sinh 6n dinh va duy tri kha ning sng cao cila té bao myeloma.

Dé bao quan dugc té bio trong thoi gian dai, tién hanh trir dong gidng té bao
va bao quan trong Nito 1ong. Khi quan sat dudi kinh hién vi thy té bao di bam 80-
90% dién tich bé mat day chai nuoi cay thi tién hanh trir d6ng giéng té bao.

Tao bang dé thu té bao lai sinh khang thé dic hiéu v6i khang nguyén tai to hop
duogc nudi cdy trude do. Quy trinh tao bang thu khang thé don dong dugc tién hanh
theo phuong phap mod ta bdi Koéhler va Milstein (1975) [97] va huéng dan thyc
nghiém trong Antibodies: A Laboratory Manual (Harlow & Lane, 1988) [98]. Cac
dong té bao dugc rira bing méi trudong DMEM (2 1an). Mdi dong t& bao duoc pha
lodng va dém bang budng dém hong cau nham xac dinh s6 lwong té bao thu duoc
trong mdi dng. Pha lodng té bao bang mdi truong PBS, trong d6 500 ul chira 2 x 10°
té bao lai (Mdi dong té bao duoc dém bang budng dém hong cau dé xac dinh mat do
té bao. Dua trén két qua dém, huyén phu té bao duoc diéu chinh béng PBS dé dat mat
d6 4 x 10° té bao/ml, twong tmg véi 500 pl chira 2 x 109 té bao lai). Ly cac té bao
vao trong mot ong tiém 1 ml. Cac té bao s& lang xudng, do do, ngay trudc khi tiém
chudt, can phai “lan” dng tiém mot thoi gian ngan dé tron déu cac té bao trong dng
[99]. Lua chon cdc nhém chudt (tuong ing véi $6 luong céc dong té bao lai thu duoc)
mdi nhém 5 chudt cai BALB/c khée manh 4 - 6 tuan tudi, khong mang thai dé gay
bang. Tiém 0.5 ml dung dich pristane (2, 6, 10, 14 tetramethyl pentadecane, Sigma)
vao trong khoang phiic mac & goc phan tu phia dudi bén phai ciia bung mdi chudt.
Cho 7 - 10 ngay, sau d6 tiém 0.5 ml dong té bao lai chira 2 x 10° té bao vao khoang
phuc mac ctua nhitng con chudt da dugc pristane trudc do. Theo ddi chudt sau ti€ém
hang ngay, quan sat va danh gia tinh trang ctia mdi chudt, ghi lai thoi diém xuat hién
bang trong xoang phiic mac ciia chudt. Khi xuat hién bang, bung chudt cing phong,
tién hanh thu dich bang. Gy mé chudt bang chloroform, sau do sat tring bé mat 6
bung chudt béng con 70°. Tao mot duong cit vao khoang bung, khong lam tut co,
dua 6ng tiém 1 ml (khong c6 kim) doc theo thanh co va hut dich bang. Dich duoc cho
vao 6ng falcon vo trung. Dé dich bang & nhiét do phong trong 30 phut. Ly tim dé
tach huyét thanh khoi cac thanh phan mau khac. Chuyén dich mau vang (huyét thanh)

vao ong bao quan vo trung bang pipet hodc Ong ti€ém vo trung.
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Dung dich bang chudt sau khi thu nhan s€ dugc pha loang thanh cac do pha
lodng ting dan theo co s6 2 (100, 200, 400, 800, 1600), mdi d6 pha lodng dugc lap
lai 3 lan (triplet) dé danh gia hiéu gia khang thé bang ELISA, gi4 tri OD trung binh
clia cac lan lap lai, gia tri do léch chuan (SD) va hé so bién thién (CV) duoc tinh dé
danh gid do tin cdy cua két quad, dam bao dg tin cdy cho viéc xac dinh hiéu gia khang
thé va danh gia so bo kha ning trung hoa cila cac khang thé don dong.

+ Do léch chuan (Standard Deviation - SD):

L

. s L r-,_.-_-l_‘.;
SD \_TE__IZ{¢= z)

i=1

Trong d6: n 1a s6 luong gid tri trong bo dit liéu (sé 14an lap lai n = 3); x; 1 gia
tri quan sat thir i; X 13 gia tri trung binh cta céc quan sat.

+ Hé sd bién thién (Coefficient of Variation - CV):

GV = 2 x 100%
T

Trong do: SD 1a dd 1éch chun; X 1a gia tri trung binh cla cac quan sat.

Sau khi x4c dinh cac dong té bao lai c6 kha nang san xuat khang thé don dong
trong dich bang chudt thu duoc, tién hanh bao quan dich bang & -80°C cho dén thoi
diém tinh sach.

2.3.4. Tinh sach khang thé don dong

Nguyén tic: Protein A va Protein G 14 cac protein lién két dic hiéu véi ving
Fc cuia khang thé (IgG), giup tinh sach khang thé tir mau huyét thanh, dich nuéi cay
té bao, hodc cac ngudn khac thong qua phuong phap sic ky ai luc (Affinity
Chromatography).

Tién hanh: Cac dong té bao hybridoma dugc sang loc duong tinh (ting sinh
6n dinh trong moi truong HAT va tiét khang thé ddc hiéu qua ELISA) duoc nudi cy
mo rong nham thu nhan dich nuéi chira khang thé. Khi té bao dat mat do thich hop,
dich nudi duoc thu va ly tdm & 4000 vong/phut trong 15 phut tai 4°C dé loai bo té
bdo va manh vun té bao. Phan dich ndi sau d6 duoc loc qua mang loc 0,22 um nham
loai bo tap chit nho, thu dich trong, phuc vu cho céc budc tinh sach va danh gid khang
thé tiép theo.

Str dung bd kit tinh sach NAb™ Protein A/G Spin Columns Kit (Thermo
Fisher, My). Trudc tién, cot tinh sach can dugc chuén bi béng cach thao nép trén va
dudi, sau do6 dat vao 6ng thu thap mau. Dé loai bo dung dich bao quan, ly tam c{t &
1000 vong/phiit trong 1 phut. Tiép theo, rira cot bang cach thém 400 pl Binding

Buffer, ly tdam ¢ 1000 vong trong 1 phut, va lap lai budc nay hai lan dé dam bao loai
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b6 hoan toan chat bao quan. Sau khi chuédn bi cot, tién hanh budc lién két khang thé
bang cach pha lodng dich nudi chira khang thé voi Binding Buffer theo ty 1& 1:1. Mau
sau do duogc thém vao cot da rira sach va dat vao mot 6ng thu thap moi. U cot & nhiét
d6 phong trong 30 phit dé khang thé co thé lién két vai resin.

Sau thoi gian 4, ly tim cot & 1000 vong/phut trong 1 phut dé loai bo cac thanh
phﬁn khong lién Kkét. Tiép theo, rira cot dé loai bo cac protein khong dac hi¢u. Thém
400 pl Binding Buffer vao cot va ly tam & 1000 vong/phut trong 1 phtt. Budc nay
duoc 13p lai hai 1an ¢é dam bao d¢ tinh khiét cao nhit cho khang thé thu dugc.

Dé rira giai khang thé, dat cot vao mot 6ng thu thap méi da chira san 40 pl
Neutralization Buffer. Sau do, thém 400 pl IgG Elution Buffer vao cgt va ly tam &
1000 vong/phut trong 1 phit dé thu thap khang thé di rira giai. Mau khang thé tinh
sach duoc bao quan & 4°C néu st dung trong thdi gian ngan hoic ¢ -20°C dé bao
quan dai han.

Béo quan diing s& giup duy tri hoat tinh va chat luong ctia khang thé trong cac

ung dung nghién ctru va xét nghiém.

2.3.5. Sir dung khang thé don dong trong phan tng ELISA phat hién khing
nguyén trong cic miu huyét thanh bénh nhén

Tién hanh kiém tra phan ing mién dich giita cac chi thi sinh hoc trong huyét
thanh cta nhom bénh nhan nghién ctru voi khang thé don dong ty tao dé danh gia
hoat tinh sinh hoc, d9 nhay va d6 dac hiéu. Nghién ctru dugc thuc hién theo cac budce
sau:
1. Chuan bi Mau:

- Tiéu chuan d6i tugng 14y mau nghién ciru (03 nhom):

+ Nhom 1: Tiéu chudn lwa chon g@)m cac bénh nhan duogc chan doan
xac dinh mac HCC theo ho so bénh an, tudi > 18, co dﬁy du thong tin 1am sang, can
1am sang va mau huyét thanh phuc vu nghién ciru, va ddng y tham gia nghién ctru.
Tiéu chudn logi trir gém cac bénh nhan nang dang trong diéu kién cép curu; cac bénh
nhan mic HCC d3 phau thuat va/hoic diéu tri béng céc thube chéng ung thu, va cé
bénh 1y ung thu tai co quan khéc; hodc khong c6 su dong ¥ tham gia nghién ciru.

+Nhom 2: Tiéu chudn luva chon gém bénh nhan mic bénh gan man tinh
(viém gan virus man, xo gan,...) nhung khong c6 du tiéu chuan chan doan HCC. Tiéu
chudn logi trir 13 bénh nhan ma trong qua trinh sang loc phét hién c6 HCC hoic ung
thu khac, hodc khong dong y tham gia nghién ciru.

+ Nhém 3: Tiéu chudan lwva chon 1a nguoi truong thanh khée manh,
khong c6 tién sir bénh gan hodc bénh man tinh nghiém trong, két qua kiém tra 1am

sang va can 1am sang nam trong gidi han binh thudng, va dong y tham gia nghién
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ctru. Tiéu chuan logi trir 1a nhimg nguoi c6 dau hiéu bat thudng hoic két qua xét
nghiém, chan doan hinh anh go1 y bénh 1y gan mat, ngudi c6 bénh 1y gan cép/man
tinh, hodc khong dong y tham gia nghién ctru.

- Thu thap va xir Iy mau: Cac mau mau tinh mach duoc thu thap theo phuong
phéap chon miu thuan tién, tirc 1a lya chon nhimg ddi tugng theo tiéu chuan lya chon
va loai trir dén kham tai Khoa Khdm bénh va diéu tri tai Khoa A3B (Noi Gan, Mat,
Tuy) - Bénh vién Trung Uong Quén d6i 108, tir thang 6 nam 2023 dén thang 6 nim
2024. Mbi d6i tuong dugc liy khoang 5 ml mau tinh mach bang bom kim tiém vo
tring, cho vao 6ng nghiém sach va dé ty dong mau. Mau mau sau d6 dugc bao quan
tam thoi 0 4°C va chuyén dén phong thi nghiém thudc Vién Sinh hoc - Vién Han 1am
Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam dé xu 1y trong vong 48 gid. Qua trinh xtr 1y bao
gom ly tim méu dé tach lay huyét thanh (ly tim 2000 vong/phiit trong 10 phit) va
thu phan huyét thanh. Huyét thanh thu dugc duge chia vao cac 6ng nho va bao quan
& 4 - 8°C néu du kién phan tich trong vai ngay, hoic dong lanh & nhiét d6 4m sau (-
20°C dén -80°C) néu can luu trit lau dai. Toan b quy trinh thu thap va bao quan miu
tuan thi chat ché cac quy chuan nham dam bao chét lugng mau huyét thanh, phuc vu
cho viéc phan tich cac khang thé don dong trong nghién ciru phat hién HCC.

2. Tién hanh thi nghiém:

- K¥ thuat dugc sir dung dé kiém tra phan tmg mién dich gitra AFP/DCP/TXN

trong huyét thanh cic nhom nghién ctru véi khang thé don dong 14 ky thuat ELISA

gian tiép dugc tdi uu hoa dé phat hién khang nguyén trong mau huyét thanh.

- Cac bude tdi uvu duge thuc hién véi timg loai nguyén liéu trong phan tng:

+ Chuan d6 khang nguyén tai to hop va khang thé don dong tao duoc:
Nong d6 khang nguyén tai to hop rAg-AFP/DCP/TXN sau khi tinh sach duoc
coi 1a ddi chimg dwong va dugc pha lodng trong dém bicarbonate & cac ty 18
pha lodng ndi tiép 1a 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 va 1:128. Khang thé don
dong mAb-AFP/DCP/TXN dugc pha loang trong dém pha loang & cac ty 1€
1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 va 1:512.

+ Tbi wu cac thanh phan cta phan tng: Xac dinh ty 1¢ huyét thanh pha
lodng trong PBS; Ty 1é dém blocking BSA hoa tan trong PBS; Khang thé thir
cap IgG khang chudt (H+L) gan HRP duoc pha lodng.

- Quy trinh thyc hién dugc tham khdao cua tac gia Alice V. Lin ndm 2015 dugc
dang trong cudn sach Indirect ELISA [100]. Cac budc thyc hién phan tmg ELISA
duoc mé ta chi tiét nhu sau: Huyét thanh bénh nhan dugc pha loang trong dém
bicarbonate 0.2 M ¢ pH 9.4 theo ty 1¢ 1:1. C6 dinh 100 pl huyét thanh bénh nhén cac
vi tri trén bé mit giéng cua dia ELISA (Costar Assay Plate, 96 Well, Corning, M¥).
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U 4°C qua dém. Loai bo huyét thanh thira bang cach thém 300 pl/giéng dung dich
PBS + 0.05% Tween 20 (lap lai 3 lan). Khoa mang bang 200 ul/giéng dung dich
blocking buffer, u tai 37°C trong 1 gio. Loai bo dung dich BSA blocking thtra va rira
cac giéng bang cach thém 300 pl/giéng dung dich PBS + 0.05% Tween 20 (lap lai 3
1an). B6 sung 100 ul khang thé don dong, u ¢ 37°C trong 1 gid. Loai bo khang thé
don dong thira bang 300 ul/giéng dung dich PBS + 0.05% Tween 20 (lip lai 3 lan).
B6 sung 100 pl khang thé cong hop HRP, 1 tai 37°C/1 gio. Loai bo khang thé cong
hop thira bang 300 ul/giéng dung dich PBS + 0.05% Tween 20 (lap lai 3 lan). B6
sung 100 pl co chat phat mau TMB substrate (Life Science Technology, M¥), 1 trong
t6i 10 phat. TMB da duoc dat 6n dinh nhiét d6 phong truéc 30 phat. Ding phan tng
bang cach thém 100 pl dung dich HCI 1M vao mdi giéng. Poc két qua bang may doc
ELISA (Biotek ELX808 ELISA plate reader, Biotek, My) ¢ budc song 450 nm.

S6 1an 1ap lai phan tng ELISA: Pé dam bao do chinh xac va do tin cdy cua két
qua, mdi mau trong phuong phap ELISA s& duoc xét nghiém it nhét ba lan lip lai
(triplet), trong d6 mdi lan lap s& 1a mot phép do riéng biét. Dicu nay gitp dam bao
tinh 6n dinh va sy chinh x4c cta két qua thir nghiém.

Céc mau s& duogc kiém tra voi dbi chig dwong va am. Béi ching duong duoc
st dung 1a cac khang thé thuong mai dac hiéu cho AFP, DCP va TXN, vdi cac thong
tin vé nhan hiéu va nguon goc cua khang thé dugc trinh bay trong Phu luc 4. Déi
chtng 4m sir dung mau huyét thanh tir ngudi khoe manh khong mic ung thu gan,
nham loai trir tat ca cac trudng hop 4m tinh gia.

Trong cac xét nghiém lam sang viéc xac dinh dugc ngudng phat hién (cut-off
value) dang tin cdy 14 hét sirc quan trong dé phan biét gitta nhitng ngudi nhiém bénh
va khong nhiém bénh. Ngudng phat hién tdi uu trong xét nghiém ELISA duoc xac
dinh béng gia tri OD4sonm cUA cAc MAU huyét thanh am tinh doc lap (déi ching am
ddc 1ap) da duogce xac dinh. Cong thirc chung dugc gidi thiéu boi Lardeux (2016) [101]
c6 dang: Cut-off value=X + f. SD

Trong d6: X 1a gia tri trung binh mau, SD 14 d6 1éch chuan cia ddi chimg 4m
doc 1ap, hé s6 f= 3 duoc lya chon nhu mét gia tri tuong ing véi 3 1an do 1éch chuan
(3 . SD), trong duong muc tin cdy cao (99.7%) theo phan phéi chuan, nham dam bao
ngudng cut-off loai trir tdi da cac gia tri m tinh gia. Do d6 cong thirc dugc sir dung
c6 dang nhu sau: Cut-off value=X + 3. SD

Trong xét nghiém ELISA, viéc dung dudng cong chuédn (standard curve) la
mot bude quan trong dé xac dinh ndng d6 ciia mau chua biét. Piéu nay giup dam bao
két quéa chinh xac, dang tin cay va co thé tai 1ap. Luén an str dung mo6 hinh logistic 4

tham s (4PL - Four Parameter Logistic Regression) nham kiém xo4t chat luong va
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dd chinh xé4c. Buong cong chuan duge thuc hién dya trén protein tai t6 hop da biét
ndng do.

Sau d6, str dung Python voi cac 1énh numpy (tao thu vién sb), pandas (xir 1y
s6 liéu bang), matplotlib.pyplot (tao dd thi), scipy.optimize.curve_fit (tim ham cho
cong thirc) dé tim ra gia tri v6i cong thic:

OD=D+

A-D

Conc
4B

Trong do:

OD: gia tri OD do duoc ciia mau can phan tich

= Conc: ndng dd ctia mau can phan tich

A: OD tbi da (OD max) — gia tri OD khi néng d6 cao nhat
B: Do dbc (Slope) — quyét dinh d6 ddc cua dudng cong.

C: ECso (Half-maximal effective concentration) —nong do tai do
OD dat 50% gia tri toi da.
= D: OD tbi thiéu (OD min) — gi4 tri OD khi nong d6 gan bang 0

Dé xac dinh gia tri ECso ciia khang thé don dong, cac phan ing ELISA gian
tiép duoc thuc hién voi cac néng do khang nguyén tai td hop AFP, DCP, TXN tinh
sach, dugc pha lodng theo dai nong d6 rong. Mdi thi nghiém gdm 6 mirc nong do
khang nguyén, trai déu trong khoang tuyén tinh cta dudng cong dap Gmg. Mdi ndng
do duoc lap lai 3 lan doc 1ap dé tang do tin cdy va giam sai s6. Nhu vay, téng s6 18
diém dir liéu cho mdi duong cong ECso dugc str dung trong tinh toan.

AUC (Area Under the Curve) la dién tich dudi dudong cong cd y nghia trong
viéc danh gia téng quan vé d6 nhay ciia phwong phap do. Trong md hinh nay, gia tri
ctia AUC c6 thé tinh toan thong qua viéc tinh dién tich dudi dudng cong tir ndng do
thip nhat (Conc = 0) dén ndng do cao nhat. AUC dugc tinh bang cach sir dung cong

cu Python v6i thu vién scipy.integrate.quad.

2.4. PHAN TIiCH VA XU LY KET QUA TRONG NGHIEN CUU

- X1r Iy s6 liéu bang phan mém: SPSS 2.0, Graphpad Prism 9.0.0

- Sir dung céc thuat toan: 2, tinh ty 1¢ phan trdm, so sanh gia tri trung binh, hé
s6 dong thuan Kappa (K).

- X4y dyng dudng cong chuan: Python

2.5. PIA PIEM TIEN HANH NGHIEN CUU

- Phong thi nghiém H¢ gen hoc vi sinh - Vién Sinh hoc - Vién Han 1am Khoa
hoc va Cong nghé Viét Nam.

- Cac mau nghién ctru dugc thu thap tai Khoa Kham bénh va tai Khoa A3B
(Noi Gan, mat, tuy) - Bénh vién Trung Uong Quan doi 108.
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Chuwong 3. KET QUA VA BAN LUAN

3.1.KET QUA TAO KHANG NGUYEN TAI TO HQP BA CHI THI SINH HQC
AFP, DCP, TXN
3.1.1. Két qua dw do4n epitope ciia cac protein AFP, DCP, TXN
3.1.1.1. Dw dodn epitope lién tuc
+ AFP: Protein AFP bao gdm 609 axit amin (aa). Két qua du doan epitope
bang BepiPred 2.0, ngudng (threshold) 14 0.5 dugc trinh bay trong Bang 3.1.
Bang 3.1. Cac doan epitope tiém ning cua AFP

Epitope | Vi tri Trinh tu peptide S6 Pi¢m
aa | BepiPred
El 17-39 | ESRTLHRNEYGIASILDSYQCTA 23 0.52
E2 57-65 | EATYKEVSK 9 0.58
E3 77-89 | PTGDEQSSGCLEN 13 0.55
E4 103-120 | EILEKYGHSDCCSQSEEG 18 0.56
E5 129-147 | KKPTPASIPLFQVPEPVTS 19 0.60
E6 152-157 | EEDRET 6 0.53
E7 206215 | AATVTKELRE 10 0.59
E8 229-233 | NFGTR 5 0.50
E9 249-254 | KVNFTE 6 0.55
E10 | 293-298 | DTLSNK 6 0.54
El1l 319-342 | NDEKPEGLSPNLNRFLGDRDFNQF 24 0.67
E12 | 360-367 | RRHPQLAV 8 0.64
E13 388—410 | ENPLECQDKGEEELQKYIQESQA 23 0.65
E14 | 419-426 | FQKLGEYY 8 0.62
E15 | 437-446 | KKAPQLTSSE 10 0.56
El6 463-469 | QLSEDKL 7 0.52
E17 488-496 | HEMTPVNPG 9 0.53
E18 503-548 SSYANRRPCFSSLVVDETYVPPAFSDD | 46 0.51
KFIFHKDLCQAQGVALQTM
E19 558-568 | KQKPQITEEQL 11 0.54
E20 586-594 | QEQEVCFAE 9 0.57
E21 596-601 | GQKLIS 6 0.55

AFP la mdt protein ndi sinh va co biéu hién cha yéu ¢ giai doan bao thai, do
d6 thuong bi co thé truong thanh dung nap mién dich, dan t&i tinh sinh mién dich
thap. Vi vdy, viéc st dung ngudng 0.5, 13 can thiét dé khong bo sot cac ving co tiém

nang epitope thip nhung van c6 thé gin két khang thé. Két qua du doan cho thdy AFP
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co téng cong 21 doan epitope voi do dai dao dong tur 5 dén 24 aa. Cac epitope ndi bat
nhu, E11 (319-342), E12 (360-367), E13 (388-410) va E14 (419-426), déu c6 diém
BepiPred cao (tir 0.62 d&én 0.67). Diéu nay cho thdy kha ning mién dich tuong dbi tot
va sé& dugc wu tién trong thiét ké khang nguyén tai t6 hop vi vira dai vira ¢6 diém
trung binh cao.

+ DCP: Protein DCP bao gom 622 axit amin. Két qua du doan epitope bang
BepiPred 2.0 & ngudng 1a 0.5 va dugc trinh bay trong Bang 3.2.

Biang 3.2. Cac doan epitope tiém ning ciia DCP

Epitope | Vi tri Trinh tu peptide S6 Pi¢m
aa | BepiPred

El 28-46 | FLAPQQARSLLQRVRRANT 19 0.50
EEVRKGNLERECVEETCSYEEAFEALE 0.58

E2 49-81 SSTATD 33

E3 90-105 | CETARTPRDKLAACLE 16

B4 123-165 TRSGIECQLWRSRYPHKPEINSTTHPGA 43 0.60
DLQENFCRNPDSSTT

E5 171-192 | TTDPTVRRQECSIPVCGQDQVT 22 0.54
MTPRSEGSSVNLSPPLEQCVPDRGQQY 0.59

E6 195-270 | QGGRLAVTTHGLPCLAWASAQAKALSK | 76
HQDFNSAVQLVENFCRNPDGDEE

GDFGYCDLNYCEEAVEEETGDGLDED
E7 281-361 | SDRAIEGRTATSEYQTFFNPRTFGSGEA | 81 0.63
DCGLRPLFEKKSLEDKTERELLESYID

E8 410-419 | YPPWDKNFTE 10 0.50
E9 432-439 | TRYERNIE 8 0.53
E10 | 450-460 | HPRYNWRENLD 11 0.56
Ell 486-494 | RETAASLLQ 9 0.50
E12 | 508-521 | KETWTANVGKGQPS 14 0.52
E13 533-539 | RPVCKDS 7 0.55
El4 | 554-567 | KPDEGKRGDACEGD 14 0.54
El5 590-598 | WGEGCDRDG 9 0.51
El6 |610-618 | KKWIQKVID 9 0.55

DCP 1a dang bat thuong cila prothrombin thiéu carboxyl hoa, c6 thé mang
nhiéu epitope 10 ra do cAu tric khong hoan chinh hodc thay ddi hinh hoc bé mit, tao
thuan loi cho khang thé nhan dién. Du 1a protein huyét twong 10n, cac doan epitope
lai phan bd twong dbi déu doc theo chudi, cho thay tinh khang nguyén trai rong, dic
biét c6 loi khi thiét ké cac bo kit chan doan ELISA hoic khang nguyén tai t6 hop. Két
qua téng cong cb 16 epitope duge du doan, trong d6 E7 (281-361) 1a doan dai va
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giau thong tin mién dich nhat voi diém BepiPred 1a 0.63. Vi tri 281-361 nim gan
trung tdm phan tir DCP (Trung tdm cu tric protein thuong 13 ving 6n dinh vé mit
cau hinh, gitip khang nguyén khong bi mét epitope trong qua trinh biéu hién hodc xir
1y mau) [102], tranh cac ving dau hodc cudi chudi dé bién doi.

+ TXN: Tur phéan tich voi BepiPred 2.0 v&i ngudng 1a 0.6, chon nhiing epitope
> 10 aa dugc lya chon va gitr lai epitope co diém BepiPred > 0.65 dé tir d6 da chon
dugc 2 doan epitope tiém nang. Két qua dugc trinh bay trong Bang 3.3.

Bang 3.3. Cac doan epitope tiém ning ciia TXN

: . . : S6 Piém
Epitope Vi tri Trinh tu peptide a2 BepiPred
El 5-14 | IESKTAFQEA 10 0.72
E2 84-99 | QKVGEFSGANKEKLEA 16 0.68

TXN la protein nho (105 aa), d& biéu hién, c6 tinh bao ton cao, va c6 ciu triic
don gian, khong xuyén mang. Viéc lua chon ngudng cao hon (0.6) phan anh muc tiéu
loc bo epitope gia do TXN dé cho tin hiéu nén cao trong cic phan mém dy doan. Céc
epitope ndi bat co diém > 0.65 déu nam & vi tri thuan loi trén chudi, c6 nhiéu axit
amin tich dién (Glu, Lys, Asp), thé hién tinh chat bé mit cao, d& nhéan dién bai khéng
thé. Trong d6, E1 ndam gan dau N-terminal, con E2 thudc vé ving C-terminal giita
chudi, noi thudng c6 kha ning tiép xuc véi moi truong ngoai bao nhiéu hon.
3.1.1.2. Dw dodn epitope khong lién tuc

+ AFP: Cau truc tinh thé ba chiéu cta protein AFP (Alpha-fetoprotein) da dugc
cong bd va luu trit trén co s& dir liéu Protein Data Bank véi ma s6 PDB ID: 7YIM,
c6 d6 phan giai 2.1 A. M6 hinh nay mé ta rd ba mién cau triic dang xoan alpha dic
trung ctia AFP ngudi truong thanh va 1a co s& quan trong dé du doan epitope khong
lién tuc [103]. Dya trén mo hinh 7YIM, cAu trac bé mat AFP duogc phan tich béng
phan mém Discotope 2.0 nham xac dinh cac ving c6 tiém ning tao epitope khong
lién tuc. Céc epitope du doan tap trung chu yéu tai cdc vung giau X04n alpha 1§ ra bé
mat, pht hop véi vi tri thuong gan két cta khang thé. Két qua nay bd sung cho cac
epitope lién tuc duoc xéac dinh tir trinh tu bang BepiPred 2.0, giup chon loc cac doan
peptide phu hop nhat cho thiét ké khang nguyén tai to hop. Toan b 577 axit amin da
dugc mo hinh hoéa, trong d6 mé hinh 3D dugc xuét dudi dinh dang .pdb va nhap vao
Discotope 2.0 dé tién hanh du doan epitope khong lién tuc. Discotope sir dung ngudng
1a -3.7, tuong ing v6i d6 dic hiéu 75% va do nhay 47%. Ngudng nay lam giam tong
) epitope dugc phat hién (tirc giam do nhay), nhung lai gitp tang dd tin cdy, nghia
la phﬁn 16n cac epitope dugc dy doan sé twong duong thuc té trong diéu kién sinh
hoc [104].
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Phan tich béng Discotope 2.0, 12 axit amin dugc xac dinh co diém sd trén
ngudng -3.7 va do d6 dugc xem la c6 kha nang tham gia vao epitope khong lién tuc.
Céc axit amin nay chi yéu phan bd tai hai ving khong gian gan nhau trén bé mat
protein. Viing 1: tir aa 321 dén 340; Ving 2: tir aa 387 dén 391. Nhiing axit amin nay
khong nam lién ké nhau trong trinh tw, nhung khi dugc gap khuc trong khong gian 3
chiéu, ching tao thanh mgt cum bé mit tiém nang cho khang thé gén két, day la dac
trung dién hinh cua epitope khong lién tuc [105] (Bang 3.4).

Bang 3.4. Epitope khong lién tuc cta protein AFP du dodn boi Discotope 2.0

Vi tri aa Diém Discotope | Ving
321 K -2.956
323 E 0.592
324 G -1.064
325 L -1.933
326 S -0.971
327 P 2,946 1
330 N -3.414
336 R -3.345
340 Q -3.532
387 E -1.426
388 N -2.927 2
391 E -3.186

+ DCP: Bé du doan cac epitope khong lién tuc ctia protein DCP, nghién ctru
dd tham chiéu véi cdu trac tinh thé 6BJR, 1a dang dot bién S101C/A470C cia
prothrombin ngudi, duoc xac dinh bang phuong phép tan xa tia X (X-ray diffraction).
Chudi axit amin ciia 6BJR c6 do twong dong 1én ti 99% véi protein DCP, do d6 c6
thé dugc xem la khuon céu tric tin cay, dai dién cho DCP trong cac phan tich dya
trén khong gian ba chiéu.

Ngudng st dung 13 -3.7, trong tng voi 6 nhay 0.47 va d6 ddc hiéu 0.75. Diéu
nay c6 nghia: 75% céc axit amin khong phai epitope sé dugc loai bo, giup gidm ty 1&
duong tinh gia. Tuy nhién, chi 47% céc epitope thuc su co thé dugc phat hién, tic 1a
giam do nhay, day 14 phuong phép pho bién dé tang do tin cay khi x4c dinh vi tri gan
két khang thé thuc té trén bé mit protein [106].

Dy doan bang Discotope 2.0, két qua thu duogc 70 axit amin c6 diém Discotope

16m hon -3.7, cac axit amin nay dugc xem la cac epitope khong lién tuc (Bang 3.5).
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Bang 3.5. Epitope khong lién tuc cta protein DCP du doan bdi Discotope 2.0

Vi tri aa Pi¢m Discotope | Vi tri aa Pi¢m Discotope
126 G -2.398 321 Q -2.419
127 I -2.314 322 T -2.224
141 E -2.757 345 K -2.48
143 N -3.528 346 S -2.449
145 T -2.474 350 K -2.883
146 T -2.299 353 R -3.672
173 D -2.678 361 D -3.233
174 P -3.207 366 E -2.813
175 T -0.782 369 D -2.909
176 A% -1.014 385 S -2.857
177 R -1.358 386 P -2.651
197 P -2.248 411 P -2.752
198 R -2.364 414 D -2.014
199 S -0.631 416 N -2.878
200 E -0.28 430 S -3.657
201 G -0.801 432 T -2.377
202 S -1.613 433 R -0.493
203 S -2.063 434 Y -1.568
204 \Y -0.741 435 E -2.96
205 N -0.783 436 R -0.184
206 L -3.55 437 N -1.124
207 S -3.29 456 R -1.963
208 P -3.26 515 \Y -2.617
248 H -2.21 516 G -2.006
250 D -2.299 538 D -3.368
251 F -3.609 541 R -1.056
252 N -1.015 543 R -3.358
300 G -1.74 556 D -2.496
301 D -1.685 557 E -0.175
309 R -1.957 558 G -0.666
311 I -1.234 559 K -2.705
312 E -2.457 598 G -3.127
313 G -3.089 621 G -3.414
314 R -2.542 624 L -2.078
315 T -2.562 625 E -0.915
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Céc epitope nay phan bb rai rac khip chiéu dai chudi protein, nhung dang chu
y 1a tap trung thanh tirng cum lién tuc, gém cac chudi: Vi tri 173-177 (5 aa); Vi tri
197-208 (12 aa); Vi tri 311-315 (5 aa); Vi tri 432-437 (6 aa); Vi tri 556559 (4 aa).
Céc chudi nay 1a epitope khong lién tuc, roi rac vé cdu tric so cip nhung gan nhau
trong khong gian ba chiéu, tao nén ving gin khang thé lién tuc trén bé mat. Cac cum
epitope khong lién tuc nay déu nam tring trong cac ving di duoc du doan 14 epitope
lién tuc boi BepiPred 2.0 (Bang 3.2), bao gdm cac peptide: ES (171-192): tring véi
vung 173-177; E6 (195-270): trung véi vung 197-208; E11 (311-342): trung voi
vung 311-315; E9 (432-439): trung v6i vung 432-437; E14 (554-567): trung voi
ving 556-559. Két qua nay khang dinh do tin cdy cia cac epitope duoc lya chon.
Nhiing vung nay c6 thé duge khai thac wu tién trong cic ing dung mién dich hoc, dic
biét 1a trong phat trién chan doan sém HCC dua trén chi thi DCP.

+ TXN: Dy doan bang Discotope 2.0, sir dung mo hinh cau triic bac ba cua
TXN tir co s¢ dir liéu PDB (ma 1ERT hodc twong duong) va ngudng la -3.7 (tuong
ung dac hiéu 75%, do nhay 47%,).

Két qua cho thay chi co ba axit amin c6 diém Discotope cao nhat, nhung déu
thip hon ngudng -3.7, thé hién trong Bang 3.6.

Bang 3.6. Epitope khong lién tuc cta protein TXN du doan béi Discotope 2.0

Vi tri aa Pié¢m Discotope
47 E -8.973
50 S -8.666
95 E -8.913

Két qua trén cho thiy, khong c6 epitope khong lién tuc dang tin cdy nio duoc
du doan, diéu nay hoan toan phi hop vé6i didc diém 1a protein nho, ciu tric gap chat,
khong boc 16 bé mat lién tuc. Trong khi do, két qua tur BepiPred 2.0 (Bang 3.3) xac
dinh duoc hai epitope lién tuc (E1 va E2) ¢6 diém cao va vi tri thuan loi, phi hop véi
cac tmg dung k¥ thuat mién dich dya trén peptide lién tuc. TXN do d6 duoc chon
khai thac dudi dang epitope lién tuc, hon 1a epitope khong lién tuc.
3.1.1.3. Két qua lwa chon doan peptide giau epitope

Tt 2 cong cu du doan epitope 1a BepiPred 2.0 va DiscoTope 2.0, cac doan
peptide dugc chon tir 3 trinh tu géc da duogc chon dé 1am protein tai td hop phuc vu
nghién curu.

+ Poan peptide AFP gém 108 axit amin & vi tri 319 dén 426 so véi trinh ty
gbc. Cac epitope lién tyc tir E11 — E14 (theo két qua BepiPred) va cac epitope khong
lién tyc tap trung quanh vang E11 va E13 (theo két qua Discotope) cho thiy AFP ¢6

mot cum epitope mién dich tiém ning cho thiét ké khang nguyén tai t6 hop.
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+ Poan peptide DCP gdm 81 axit amin & vi tri 281 dén 361 (epitope E7) so
VOl trinh tu géc duoc chon, 1a epitope lién tuc cd chiéu dai 16n nhét, déng thoi co
diém BepiPred trung binh 0.63, vuot mirc ngudng 0.5 dang ké. Phan bd nhiéu ving
diém cao lién tiép, cho thdy kha niang mang nhiéu epitope can nhau, tao nén cum
epitope (Cum epitope lién tuc nhu vay co thé tao thanh mot vung bé mat rong, giup
tang do nhay khi lam khang nguyén phu trong ELISA) [107].

+ Poan peptide TXN gém 95 axit amin & vi tri 5 dén 99 so vdi trinh ty gdc.
Khi 1ay toan bo doan tir aa 5 dén 99 s& bao phii toan bd hai ving epitope chinh (E1,
E2). Pong thoi giit nguyén khoang cach, ciu triic gitip bao toan hoat tinh khang
nguyén, va ciing tranh dugc cac ving dau va cudi dé bi cat/bién tinh trong qua trinh
xtr Iy miu hogc biéu hién [108]. Phan 16n ving tir aa 5-99 ndm & 15i cdu trac protein
TXN, noi 6n dinh hon vé mat ciu hinh, it bi anh hudng bai bién tinh khi xur Iy mau,
boc 19 tét cac epitope bé mit thyuc té ma khong can cau trac gap hoan chinh [109].
Diéu nay dic biét quan trong trong ELISA hodc khi dung dé sang loc khang thé don
dong. Kich thudc 95 aa, tuong duong khoang 10 kDa, ciing 14 1y tuong cho tai to hop
khang nguyén [110]. Trinh tu protein dugc chon thé hién day du ¢ Bang 3.7.

Bang 3.7. Trinh tu protein dugc chon cia AFP, DCP, TXN

Ki hi¢u S6

. Vi tri Trinh tu lua chon
protein aa

NDEKPEGLSPNLNRFLGDRDFNQFSSGEKNIFLA
SFVHEYSRRHPQLAVSVILRVAKGYQELLEKCF
QTENPLECQDKGEEELQKYIQESQALAKRSCGL
FQKLGEYY
GDFGYCDLNYCEEAVEEETGDGLDEDSDRAIEG
P-DCP | 281-361 | 81 | RTATSEYQTFFNPRTFGSGEADCGLRPLFEKKSL
EDKTERELLESYID
VKQIESKTAFQEALDAAGDKLVVVDFSATWCGP
CKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAP
KYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEF
LDANLA

P-AFP | 319-426 | 108

P-TXN 5-99 95

3.1.1.4. Danh gia tinh khang nguyén cuia cdc doan protein lya chon

Hai cong cu VaxiJen 2.0 va AntigenPro, mang tinh doc 1ap nhung bd sung 1an
nhau, dugc str dung dé xac dinh tiém nang khang nguyén cta cac doan protein da
chon (P-AFP, P-DCP, P-TXN). Hai cong cu nay déu duoc sir dung ngudng 0.4 - 0.5,
1a thudc do tiéu chuan trong nhiéu nghién ctru vé thiét ké vaccine hodc phat trién
khang nguyén tai t6 hop nham dam bao do tin ciy va kha ning ng dung thuc té
[111].
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+ VaxiJen 2.0 (ché ¢6 Khdi u (Tumor), Ngudng = 0.4 - 0.5)

P-AFP: 0.3207 (< 0.4): Chua dat ngudng nhung day 1a mé hinh dung cho khéi
u nén nghiéng vé gia tri canh bao khdi u. P-DCP: 0.3995: gan dat mirc ngudng, cho
thay kha ning khang nguyén & muc trung binh cao. P-TXN: 0.7091 (> 0.5): Nhan
dinh day 1a khang nguyén manh, phu hop dé phat trién khang thé hodc tng dung
ELISA véi muc tiéu HCC.

+ AntigenPro (ché do Khdi u, Ngudng = 0.5)

P-AFP: 0.654858 (> 0.5): Trén ngudng, cho thiy kha ning khang nguyén &
mirc cao, trai ngugc véi két qua tir VaxiJen. P-DCP: 0.439031 (< 0.5): Duéi ngudng,
tuong ng véi danh gid & mirc trung binh-thip. P-TXN: 0.518777 (> 0.5): Trén
ngudng, khiang dinh tinh khang nguyén manh, khép vai két qua Vaxilen.

Két qua trén cho thay, P-TXN c6 tinh khang nguyén cao nhat cho thay day la
khang nguyén manh va dang tin cady. Tinh khang nguyén cua P-AFP ciing kha cao
khi danh gia bang AntigenPro. Tuy c6 sy khac nhau gita 2 cong cu nhung c6 tiém
nang 16n khi két hop véi P-TXN; hoan toan phu hop khi dung chung trong khang
nguyén da doan. P-DCP c¢ tinh khang nguyén trung binh. Tuy nhién, doan nay s&
hitu cum epitope lién tuc va khong lién tuc chéng nhau, c6 kha nang biéu hién mién
dich 6n dinh khi dung lam khang nguyén tai t6 hop. Nhu vy, lua chon ba doan
peptide nay khong chi dwa vao gia tri thong ké cua timg cong cu, ma con vi chung bd
trg 14n nhau, tao nén khang nguyén dic hiéu, phu hop véi xu hudng thiét ké
multi-epitope trong nghién ctru mién dich hoc hién dai cho du diém sd don 1é khong
vuot ngudng [112].
3.1.1.5. Danh gia tinh chit vit Iy ciia ba doan protein

Dé Iya chon doan peptide khang nguyén phi hop phuc vu biéu hién va tao
khéng thé don dong, cong cu ExPASy dugc su dung nham phan tich cac dic tinh vat
1y-sinh hoc quan trong. Két qua thé hién trong Bang 3.8.

Bang 3.8. Danh gi4 céc tinh chét vat ly ctia 3 doan protein P-AFP, P-DCP,
P-TXN bang ExPASy

Dic diém P-AFP P-DCP P-TXN
S6 axit amin (a.a) 108 81 95
Khéi lwong 14935.04 10075.78 11950.00
S6 a.a tich dién am 17 23 14
S6 a.a tich dién duong 14 8 12
pl 1y thuyét 5.42 4.03 5.18
Heé s tat 7575 6085 6750
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t?;g; tgélgob;gn;gt VIV 4 gioy 30 gid 18 gioy
Chi s6 bat 6n 59.98 43.55 34.87
Chi s6 béo 73.15 51.85 66.90
Gi4 tri ki nudc GRAVY -0.774 -0.944 -0.168

Ba doan peptide P-AFP, P-DCP va P-TXN c6 nhiing dic diém tinh chat vat ly
khac nhau, phan 4nh vai tro va kha niang ton tai ctia chuing trong moi trudng sinh 1y.

P-AFP (peptide tir AFP): La doan peptide dai nhat (108 aa), c6 khéi luong
phan tir 16n nhat (khoang 15 kDa). Tuy nhién, thoi gian ban hay rat ngan (1.4 gio) va
chi s6 bat 6n cao (59.98), phan 4nh tinh khong 6n dinh va d& bi phan giai. Chi s6
GRAVY (-0.774) cho thdy mirc d6 ky nudc vira phai, nghia 14 protein c6 thé hoa tan
tuong dbi trong méi trudng nude nhung van can tdi vu didu kién biéu hién. Nhu vay,
mic du P-AFP tiém niang cho chirc ning sinh hoc, nhung P-AFP can luu y khi thiét
ké va xir 1y tinh sach vi d 6n dinh thap.

P-DCP (peptide tir DCP): La peptide ngin nhat (81 aa) va c6 khdi luong thap
nhat (khoang 10 kDa), nhung lai c6 thoi gian ban hay dai nhat (30 gid) va chi sb bat
on twong dbi thap (43.55), cho thiy d6 6n dinh cao trong diéu kién sinh 1y. Tuy nhién,
GRAVY thip nhit (-0.944) ching t6 protein rat ky nudc, dan dén kha ning hoa tan
kém trong moi trudng phan cuc nhu huyét thanh. Ngoai ra, P-DCP ¢6 s6 lugng axit
amin tich dién 4m cao, c6 thé anh hudng dén tinh tuong tac khi gan vao bé mit ELISA
hodc két hop khang thé.

P-TXN (peptide tir TXN): C6 d6 dai trung binh (95 aa) va khdi lugng khoang
12 kDa, chi s6 bat 6n thap nhat (34.87); thoi gian ban huy 18 gid, du dai dé dam bao
su ton tai trong té bao nhung khong qua dai gay tich tu; GRAVY -0.168 gan bang 0
cho thiy tinh ky nudc-trung tinh, ddng nghia P-TXN c6 kha ning hoa tan t6t nhung
van giit dugc ciu tric khong gian 6n dinh; Gia tri pI 5.18 gan pH sinh 1y, cho phép
dé dang tinh sach bang cac phwong phap trao doi ion hodc dién di. Nhitng dic diém
nay ching minh P-TXN 12 lya chon khéng nguyén Iy tuong nhét trong 3 peptide, can
bang duoc tinh 6n dinh, do bén khong gian va kha niang hoa tan.

Tir cac két qua trén cho thay:

P-DCP la lya chon ly tudng dé phat trién khéng nguyén do do 6n dinh
cao va ton tai 1au, tuy nhién can cai tién vé kha ning hoa tan.

P-TXN can ddi gitra tinh on dinh, do bén va kha nang hoa tan.
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P-AFP, du khong on dinh, lai ¢6 cu trac dai va tiém ning sinh mién
dich cao, co thé str dung khi dugc tdi uu hoa diéu kién biéu hién va tinh sach.

Nhu vay, viéc lya chon peptide khong chi dua trén tinh khdng nguyén ma con
can xét dén cac dic diém vat ly-sinh hoc dé dam bao hiéu qua trong cac ng dung
chan doan.

* Kot ludn vé dp tin cdy ciia quy trinh du dodn epitope

Quy trinh du doan epitope cho ba protein AFP, DCP va TXN da dugc thyc
hién theo cac budc phan tich chi tiét va hé thong, bao gom:

Du doan epitope lién tuc bang BepiPred 2.0 va epitope khong lién tuc bang
Discotope 2.0, két hop v&1 mo hinh cAu tric 3D dugc dung hodc tham chiéu tir co s&
dir liéu tinh thé (PDB), nham dam bao tinh chinh xac hinh hoc bé mat. Str dung
ngudng ¢ muc 0.5 — 0.6 cho BepiPred va -3.7 cho Discotope tuong tmg v&i mic do
nhay, d¢ dac hi¢u dugc cong bd trong cac nghién ctru quéc té, dam bao khong bo sot
céc epitope tiém ning. Vi tri cac epitope duge dy doan trang khép véi cac ving giau
hoat tinh mién dich (vi du, ving giita chudi DCP, viing C-terminal cua TXN), ciing
¢d thém d6 tin cay cta két qua.

Phén tich tinh khdng nguyén bang hai cong cu Vaxilen 2.0 va AntigenPro,
gitip x4c dinh kha niing kich thich dap tmg mién dich ctia cac doan peptide duge chon,
v6i P-TXN thé hién d9 tin cdy cao nhat khi vuot ngudng & ca hai cong cu, P-DCP dat
mirc trung binh, con P-AFP du thip ¢ VaxiJen nhung cao & AntigenPro, khang dinh
tiém nang khi két hop da epitope.

Phén tich tinh chét ly-sinh bang ExPASy cho thay c4 ba doan peptide duoc
chon déu c6 dic diém kich thudc, pl, dd on dinh va thoi gian ban huy phu hop cho
qué trinh biéu hién, tinh sach va tng dung thuc té, diac biét P-TXN co su can béng tdt
nhit.

Céc co s trén cho thdy két qua du doan epitope clia cac protein AFP, DCP va
TXN trong nghién ctru nay c6 do tin ciy cao, dii tiéu chuan dé sir dung lam co so
thiét ké peptide khang nguyén tai to hop.
3.1.1.6. Thiét ké va téi wu héa trinh tw nucleotide cho biéu hién tdi té hop

Dua vao trinh ty nucleotide gdc két hop véi st dung phan mém chuyén dbi
trinh ty axit amin thanh trinh ty nucleotide (DNA/mRNA) dya trén bang ma di truyén
tur phﬁn mém MEGA X, trinh tu nucleotide dugc sir dung dé 1am biéu hién duoc trinh
bay & Bang 3.9. Trong dd, cac trinh ty nucleotide dugc thém 2 diém cét giéi han &
dau va cudi trinh ty 1a Ndel (5'-CATATG-3") va Xhol (5'-CTCGAG-3"). Trinh tu
nucleotide cua P-AFP dai 348 bp, P-DCP dai 267 bp va P-TXN dai 309 bp.
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Bang 3.9. Trinh tu nucleotide cta cac doan peptide P-AFP, P-DCP va P-TXN

S’CATATGA.ATGATGA . AA. AACCCGAGGGACTATCACCA.AAT
CTGA.ATCGTTTTTTGGGCGACCGCGACTTCA. ACCAGTTTAGCT
CCGGTGAGA. AGA ACATCTTCCTTGCCTCTTTCGTGCATGA.AT
ACAGCCGTCGCCACCCGCAGTTAGCAGTTAGCGTTATTCTGCG
TGTGGCGA. AAGGTTATCAGGAGCTGCTGGA.AA. AGTGCTTTC
A AACCGA.AA ACCCGTTGGAGTGCCAGGATA. AAGGCGAGGA.
AGA ATTGCA. AA AGTATATCCA. AGAGTCGCAGGCTCTGGCGA
AACGTAGCTGTGGCCTGTTCCA.AA. AACTGGGTGAGTACTACC
TCGAG-3’

S’CATATGGGGGATTTTGGATATTGTGACCTA. AATTACTGCGA.
AGAGGCTGTGGA. AGAGGAGACGGGTGACGGCCTGGATGA.AG
ACAGCGACCGCGCA. ATTGAGGGCCGTACTGCGACCTCTGA.AT
ACCAGACCTTCTTTA.ACCCGCGTACCTTCGGCAGCGGTGA.AG
CGGATTGTGGTCTGCGTCCGTTGTTTGA.AA. AGA. AA.AGCTTG
GAGGACA.AGACCGAGCGCGA . ACTGCTGGAGTCCTATATCGA
TCTCGAG-3’

S’CATATGATAGAGTCA.AA AACAGCATTTCA. AGA. AGCTTTA
GATGCCGCAGGCGATA. AATTGGTTGTCGTGGACTTCTCGGCG
ACCTGGTGTGGTCCGTGTA.AA.ATGATCA.AACCGTTCTTCCAC
AGCCTGTCCGAGA. AGTACAGCA ATGTTATTTTTCTGGAGGTT
GACGTGGACGACTGCCA. AGATGTTGCTAGCGAGTGCGA.AGT
GA. AGTGCATGCCGACGTTTCAGTTTTTCA.AA.AAGGGTCAGA.
AGGTGGGCGA.ATTTTCTGGTGCGA.ACA. AAGA.AA. AGCTGGA
GGCGCTCGAG-3’

AFP

DCP

TXN

3.1.2. Két qua bién nap vao E. coli

Vector tao dong pJET1.2 mang gen muc tiéu (dugc cung cip boi Cong ty Co
phﬁn Phu Sa Genomics, Viét Nam.) c6 hai enzym cit gidi han Ndel va Xhol phuc vu
cho viéc cit gen. Poan gen dich AFP/DCP/TXN dugc chén vio giita. Trong do,
pBR322 Ori 14 ngudn gc tai ban. Lacl 14 trinh ty khéi dong tu nhién cta E. coli va
trinh ty ma héa cho lac repressor. T7 promoter thuc day qua trinh phién ma & mirc 6
cao cua gen quan tdm khi ¢6 mat T7 RNA polymerase. AmpR gen khang khang sinh
ampicillin.

Qua trinh cit thu hoi gen da thu duoc cac cip gdm hai manh gen twong (mg
voi kich thude 1a pJET1.2 c6 kich thude 2974 bp va gen muyc tiéu la: AFP (kich thudce
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348 bp) hoac DCP (kich thudc 267 bp) hoac TXN (kich thudc 309 bp) (Hinh 3.1).
Day 1a budc quan trong dé dam bao chat luong gen muc tiéu trude khi chuyén sang
vector biéu hién tai to hop. Két qua nay ciing khang dinh rang doan gen muc tiéu
dugc chén va vi tri enzym cét giéi han 1a phu hop, khong bi 16i dot bién, sai khung

doc hay mét trinh ty.

bp

[ 2974 bp 2974 bp
3000 L a2 [

348 bp 309 bp

Hinh 3.1. Két qua dién di san pham cét plasmid chtta gen AFP, DCP va TXN ra
khoi vector pJET1.2 bang hai loai enzym cat giéi han 13 Ndel va Xhol.
M1: Thang DNA chuan GeneRuler 1 Kb Plus

Poan gen muc tiéu dugc thu hdi bang bo kit PureLink™ Quick Gel Extraction

Kit (Invitrogen, M¥), cho phép tinh sach san phdm DNA téi td hop.

M AFP DCP TXN

S00bp
400bp

300bp

200bp

100bp

Hinh 3.2. Dién di d san phém cit gen sau tinh sach
M2: Thang DNA chuin GeneRuler 100 bp;
AFP: 348 bp, DCP: 267 bp, TXN: 309 bp.
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San pham thu dugc sau tinh sach chi c6 mét bang duy nhét ding kich thudc
du doan, khong dut gy, khong bi vét kéo dai (Hinh 3.2). San pham nay du diéu kién
dé tiép tuc dugc st dung trong qua trinh bién nap nham tao vector tai to hop, phuc vu
cho cac budc nghién ctru tiép theo.

- Vector biéu hién pET22b+ (Hinh 3.3) dugc xtr Iy mé vong bang hai enzym
cat Ndel va Xhol, sau d6 ghép gen muc tiéu vao vector biéu hién pET22b+ va ndi
bang T4 ligase.

Xhol

% T_ terminator/

e r\ AFP/DCP/TXN

\
Ndel
pBR322

Ori
pET22b(+) T7 promoter

Lac

Hinh 3.3. So d6 vector biéu hién pET22b+ véi hai enzym Ndel va Xhol.

Bién nap vector biéu hién pET22b+ chira gen muc tiéu vao té bao kha bién E.
coli BL21 bang phuong phap sdc nhiét. Sau khi thyc hién bién nap, cac khuén lac
dugc nudi phuc hoi trén méi truong thach LB-agar c6 bo sung khang sinh chon loc
ampicillin & ndng d6 100 pg/ml nham sang loc dong chuyén gen thanh cong.

Két qua cho thay c6 xuat hién khuan lac moc & dia LB-agar chia khang sinh
ampicillin & néng do 100 pg/ml va kha roi rac. Mot s6 khuan lac trén dia duoc lua
chon dem di nuéi ting sinh trong mdi truong LB 16ng c6 ampicillin & nong do 100
ng/ml dé tién hanh tach DNA plasmid va PCR véi méi dic hiéu.

- Két qua dién di DNA plasmid cho thiy khi xudt hién rd nét ciia mot bang
DNA dang siéu xodn (supercoiled) ndm thap nhat trong cc bang plasmid. Cac bang
phu nhu dang vong mo (open circular) hodc dang mach thiang (linear) c6 xuat hién
nhung khong chiém wu thé (Hinh 3.4).
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AFP DCP TXN

Dang vong mé
Dang mach théng

Dang siéu xoan

Hinh 3.4. Dién di d0 san pham DNA plasmid ti t6 hop tir cac khuan lac moc trén
dia LB-agar chira khang sinh.
MI: Thang DNA chuan GeneRuler 1 Kb Plus; Cac giéng AFP, DCP, TXN chiia
plasmid véi 3 dang nhan dién gém: dang vong mé& (open circular), dang mach théng

(linear) va dang siéu xodn (supercoiled).

- Két qua dién di kiém tra PCR khuan lac d3 duoc bién nap gen muc tiéu &
nhiét do gin moi 58°C, cho mot bang vach duy nhét co kich thudc AFP khoang 348
bp, DCP khoang 267 bp, TXN khoang 309 bp twong duong véi trinh tu gen da thiét
ké ban dau (Hinh 3.5).

Nhu vay, doan gen AFP, DCP, TXN da dugc cheén déy dt véao vector biéu hién.

Hinh 3.5. DBién di dd kiém tra gen muc ti€u tur cac khuan lac chon loc
M2: Thang DNA chuan GeneRuler 100 bp; Giéng 1-3: san pham PCR cua AFP ¢
kich thudc 348 bp; Giéng 4-6: san pham PCR cta DCP c6 kich thudc 267 bp; Giéng
7-9 san pham PCR ctia va TXN c6 kich thudc 309 bp.

3.1.3. Giai trinh tw DNA cia AFP/DCP/TXN
Sau khi thu nhan cac khuan lac duong tinh (khang ampicillin) c¢6 kha ning

mang plasmid chira gen muc tiéu, nhitng mau cho kich thudc chén dung du doan duoc
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lwa chon dé tién hanh giai trinh tu Sanger str dung moi phd bién 1a T7 promoter. Két
qua giai trinh ty dugc minh hoa trong Hinh 3.6.

Dt li¢u trinh ty thu dugc dugc phan tich béng phﬁn mém ClustalW trén
BioEdit 7.2, cho phép cin chinh va so sanh véi trinh tu thiét ké ban diu nhim danh
gi4 tinh toan ven va chinh xéac ctia doan DNA tai t6 hop.

T7-Ar?P

33
3

13
:

33
3

3%
3

33 33 38 3
aaa.aaéa.aa

TI-TN

AAARAACATATGAA TGATGAA A OO GAGGGAC T ATCACCAAATCTGAATCGTTT T T TGGGOGACCGOGACTTCARMCAGTTTAGCTOC

AT T O T ACAATATTCTCAGCTGOCATGGAAAATOGATGTTCTTCT T T TATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTA

AAIAACATATCLOGOATTTTCRATATTGTGACCTAM TTACTCCGAMGAGGCTCTORAMGAGGAGACGLGTGACGLOCTGORATGAAMGN

senee S mmnnTmrTmrmMmMmMMImTmTMmTNTfTT*’Tf'fT T

ACGACCGOGCAATTGAGGGCCGTACTGOGACCTCTGAATACCAGACCTTCTTTAACCCGOGTACCTTCOGCAGCGETGAMGCGGATTG

T T AGAAGATC T O TACAA TATTCTCAGC TGCCA TOGA A A A TCGATGTTCTTCTT T TATTCTC TCAAGATTTTCAGGCTGTATATTA

AAMACATATGATAGAGTCAMMACAGCATTTCAAGAGCTTTAGATGCOGCAGGCGAT AMATTGGTTGTCGTGGACTTCTCGROGACC

D TR ATCTTTCTAGAMGATCTOCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAMATCGAT

GTTCTTCTTTTATTCTCTCAMGATTTTCAGGCTGTATATTA

Hinh 3.6. Két qua giai trinh ty v6i moi thuong mai T7 promoter.

A: doan gen c6 chua AFP; B: doan gen c6 chtta DCP;
C: doan gen c6 chura TXN.

Trinh tu thu duoc tr vector T7-AFP/DCP/TXN hoan toan khdp voi trinh tu

gen AFP thiét ké ban dau. Khong xuét hién bat ky sai sot vé nucleotide, thiéu doan,

thém doan hay dot bién nao, ké ca & dau 5’ lan cudi 3.
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Toan bd ving ma hoa gen AFP/DCP/TXN (gém ca codon khéi dau ATG va
céc codon tiép theo) di duoc chén chinh x4c vao vector biéu hién. Ving T7 promoter
d3 hoat dong dang vai tro 1am moi giai trinh ty va ving gen nam lién ké promoter T7
trong vector pET22b+.

Két qua giai trinh ty khang dinh ring qua trinh ghép gen vao vector pET22b+
da dién ra chinh xac, khong dot bién va khong 1éch khung doc, ddm bao kha nang
biéu hién protein tai t6 hop vé sau.

Chi nhitng khuan lac dat céc tiéu chi nay méi duoc giir ching, bao quan ngin
han trén moi truong LB-agar c6 chtra ampicillin, hoac bdo quan dong sau trong moi
truong LB-amp + 30% glycerol dé st dung trong cac budc tiép theo nhu biéu hién va
tinh sach protein.

3.1.4. Biéu hién protein tai to hop
3.1.4.1 Két qud biéu hign protein tong sé

Pé biéu hién protein tai to hop, ba khuan lac dai dién cho mdi loai gen AFP,
DCP, TXN di dugc chon dé tién hanh biéu hién theo nhu mé ta trong phan Phuong
phép nghién ctru.

AFP TXN DCP

Hinh 3.7. Dién di d6 san pham protein tong sb ciia cac khuan lac sau khi da
dugc nudi biéu hién véi chat cam ung IPTG.
M3: 10-100 kDa Thang chuan Protein di nhudém; Giéng 1-3: protein tong s mang
gen AFP; Giéng 4-6: protein tong s6 mang gen TXN; Giéng 7-9: protein tong s6 mang
gen DCP; Giéng 10: protein tong sd cta khuan lac khong ¢ gen bién nap.

Két qua dién di kiém tra protein tong sé trén gel acrylamide cta ca 3 nhém
khuén lac mang gen muc tiéu so v6i khuén lac khéng mang gen bién nap déu cho thay
xudt hién thém céac doan protein tai to hop: AFP c6 kich thudc khoang 15 kDa, DCP
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c6 kich thude khoang 10 kDa va TXN c6 kich thudc khoang 12 kDa (Hinh 3.7). Nhu
vay, céac E. coli mang gen AFP, DCP va TXN da biéu hién thanh cOng protein tai t6
hop, véi kich thudc phu hop thiét ké 1y thuyét va khong xuat hién trong mau doi
ching.
3.1.4.2. Téi wu biéu hign AFP, DCP, TXN

Sau khi da biéu hién va thu nhan thanh cong protein tai t6 hop AFP, DCP,
TXN; mot sb diéu kién nhu néng do chét cam ung IPTG, nhiét 6 va thoi gian nudi
da duge tdi wu dé thu nhan sb luong 16n 3 loai protein tai to hop, phuc vu cho tinh
sach va sir dung cho cac muyc dich nghién ctru tiép theo.

+ AFP: Két qua tdi wu cac diéu kién biéu hién cua AFP duoc trinh bay trong
Hinh 3.8.
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Hinh 3.8. Két qua t6i vu diéu kién biéu hién cua protein AFP.
M3: 10-100 kDa Thang chuan Protein d nhuom; Giéng 1-4 khao sat nong do chat
cam tmg IPTG lan luot & 0.05 mM; 0.1 mM; 0.2 mM; 0.4 mM. Giéng 5-8 khao sat
thoi gian nudi biéu hién lan lugt ¢ 9 gio, 12 gio, 15 gio, 18 gid. Giéng 9-12 khao sat
nhiét d6 nudi biéu hién 1an luot & 25°C, 30°C, 33°C, 37°C. Giéng 13 1a protein tong

s0 cua khuan lac khong mang gen bién nap.

Két qua trén cho théy diéu kién tdi wu biéu hién cia AFP nhu sau: néng do
chat cam tng IPTG 13 0.1 mM, nhiét d biéu hién tdi wu 12 37°C va thoi gian thich
hop cho qua trinh biéu hién 13 12 gio.

+ DCP: Tuong tu nhu AFP, 3 diéu kién co ban dé t6i uvu biéu hién ctia DCP
dugc minh hoa trong Hinh 3.9.

Két qua tir Hinh 3.9 cho thdy, nong d6 IPTG 13 0.1 mM va 9 gio nuéi & 25°C
dat két qua tot nhat.
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Hinh 3.9. Két qua tdi wu diéu kién biéu hién cua protein DCP.
M3: 10-100 kDa Thang chudn Protein da nhuém; Giéng 2-5 khao sat nong do chat
cam tmg IPTG lan luot & 0.05 mM; 0.1 mM; 0.2 mM; 0.4 mM. Giéng 6-9 khao sat
thoi gian nudi biéu hién lan luot 0 9 gio, 12 gio, 15 gid, 18 gio. Giéng 10-13 khao sat
nhiét d6 nudi biéu hién 1an luot & 25°C, 30°C, 33°C, 37°C. Giéng 1 1a protein tong s6
ctia khuan lac khong mang gen bién nap.

+ TXN: Thyc hién cac budc tuong ty nhu 2 protein tai td hop AFP, DCP. Két
qua cho thiy & nhiét d6 37°C, 12 gio nudi cdy, co bd sung chat cam tung IPTG dén
ndéng d6 0.2 mM, dat két qua tt nhat (Hinh 3.10).
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Hinh 3.10. Két qua t6i wu diéu kién biéu hién cua protein TXN.

M3: 10-100 kDa Thang chuan Protein di nhuom; Giéng 2-5 khao sat nong do chat
cam tmg IPTG lan luot & 0.05 mM; 0.1 mM; 0.2 mM; 0.4 mM. Giéng 6-9 khao sat
thoi gian nudi biéu hién 1an luot ¢ 9 gio, 12 giv, 15 gio, 18 gid. Giéng 10-13 khao sat
nhiét d6 nudi biéu hién 1an luot & 25°C, 30°C, 33°C, 37°C. Giéng 1 13 protein tong s6
ctia khuan lac khong mang gen bién nap.

(Do ddc diém cia thang chudn nhuém madu san (M3), sau qud trinh dién di xdy ra
hién twong vach thang chudn khéng déu mau,.. nhung diéu ndy khéng danh hwong dén

viéc xac dinh dung vi tri protein muc tieu TXN = 12 kDa)
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* Két lu@n chung vé diéu kién téi wu cho AFP, DCP, TXN

+ Néng do6 IPTG: AFP va DCP dat mirc biéu hién cao nhét tai 0.1 mM IPTG,
cho thdy chi can ndng d6 cam ung thap da du kich hoat ving promoter T7. O ndng
do IPTG cao hon (0.2 — 0.4 mM), murc biéu hién giam nhe, c6 thé do hinh thanh thé
vii hodc trc ché ting truong. Biang TXN & nong d6 IPTG 0.2 mM van sic nét va
khong bi md di nhu AFP/DCP ¢ noéng do cao hon. Do tinh chat sinh hoc dic
trung, TXN 1a protein nhé kich thudc nhé (khoang 12 kDa), c6 cau tric bén ving, dé
gap cudn dung trong moi trudng té bao chat, do 6 van co thé biéu hién hiéu qua &
mirc IPTG cao hon ma khong lam ting dang ké nguy co hinh thanh thé vui (diéu
thuong thay & cic protein 16n hon nhu AFP hodc DCP). Nghién ctru cia Sahdev va
cong su (2008) ciing chi ra rang nhitng protein ¢ trong lugng phan tir nho, ciu tric
gon va it cau ndi disulfide trong ty TXN, thuong d& biéu hién ¢ dang hoa tan trong
E. coli [113].

+ Thoi gian nudi: Mirc biéu hién protein AFP va TXN dat t6i da sau 12 gid
cam mg IPTG, sau d6 khong ting ddng ké hodc tham chi giam nhe & cac thoi diém
15 va 18 gio. Hién tuong nay c6 thé lién quan dén viéc E. coli budc sang pha suy
thodi sau thoi gian cam tmg kéo dai, lam giam toc d6 tong hop protein, dong thoi tang
hoat dong cua cac protease ndi sinh [114]. Do d6, 12 gid sau cam tng dugc xem la
mdc thoi gian t6i wru cho thu nhan protein tai to hop AFP va TXN trong nghién ctru
nay. Riéng DCP dat mirc biéu hién cao nhat tai 9 gi' sau cam tng, rut ngén thoi gian
so v6i AFP va TXN. Diéu nay cho thdy DCP d& bi anh hudng bai stress té bao néu
nudi kéo dai, c6 thé dan dén sai gdp cudn hodc giam chét lugng protein.

+ Nhiét d6: AFP va TXN biéu hién t6i vu ¢ 37°C, diéu kién nhiét d6 cao gitip
E. coli ting truong nhanh, ting toc do tong hop protein; dong thoi cau trac cua hai
protein nay don gian, d& gip cudn, it bi két tia. DCP biéu hién t6i wu ¢ 25°C, do DCP
6 chu tric phtrc tap, nhiéu cau disulfide, dé sai gép 0 nhiét d cao; nuoi ¢ nhiét do
thép tao diéu kién cho protein gép cudn chinh xé4c, han ché hinh thanh thé vui.

3.1.5. Tinh sach cic protein tai td hop
- Tinh sach protein tdi t6 hop AFP:

Sau khi tinh sach qua cot sic ky 4i luc Ni-NTA, protein tai t6 hop AFP kich
thude khoang 15 kDa dugc thu nhan 1o rang trong 4 phan doan rua giai E1—E4 (Hinh
3.11). Vach protein muyc tiéu thé hién dam, sic nét va déng déu, cho théy AFP duoc
biéu hién chu yéu ¢ dang hoa tan va c6 kha nang gan két hidu qua véi cot Ni-NTA

thong qua dudi His-tag. Phan tich anh gel SDS-PAGE bang phan mém ImagelJ cho
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théy: Ty 1€ mat do vach AFP so voi téng mat do cac protein trong mdi phan doan tinh
sach dat tir 80 — 86%, tuong g véi do tinh khiét > 80%. Téng mat do vach AFP sau
tinh sach so v&i vach trong mau lysate ban dau cho thdy hiéu suit thu hoi dat khoang
73%.

So vé6i cac nghién ctru trude, két qua nay cho thay hé thong biéu hién va quy
trinh tinh sach trong nghién ctru hién tai c6 hi¢u qua cao hon. Trong khi AFP toan
phan trudc day thuong biéu hién dudi dang thé vui va doi hoi qué trinh hoa tan — tai
gap nép phirc tap [115], thi AFP tai t6 hop & nghién ctru nay duoc biéu hién cha yéu
& dang hoa tan va thu hdi tryc tiép sau nudi cdy. So véi bao cdo cua Li (2022), trong
d6 chi thu dugc protein sau 2 phan doan rua gidi [116], AFP trong nghién ctu nay

duoc thu déu 6 4 phan doan, phan anh mtc do gén két tot va kha nang thu hoi protein

cao hon.
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Hinh 3.11. San pham protein tai t6 hop AFP tinh sach bang cot sac ky ai luc Ni-NTA
M3: 10-100 kDa Thang chuan Protein da nhudm; L (Lysate): dich protein tong sd;
FT (Flow Through): dich qua cot; W (Wash): dich rura rdi; E (Elution): cac phan doan
rira giai chtra protein AFP.

- Tinh sach protein tdi t6 hop DCP:

Protein DCP kich thude khoang 10 kDa dugc thu nhan rd rang trong 4 phan
doan rira giai Ei—E4 sau khi tinh sach bang sic ky ai luc Ni-NTA (Hinh 3.12). Vach
protein muc tiéu xuét hién dam, rd rang, thé hién kha nang gén két tot vai cot Ni
thong qua dudi His-tag. Phan tich mat do vach trén anh gel bang phan mém ImageJ
cho thdy: Do tinh khiét cua cac phan doan E;—E4 dat tir 78 — 85%, phan anh chat
lugng tinh sach cao. Hiu suét thu hoi téng thé so v4i mau lysate thd dat khoang 71
— 76%, cho thay qua trinh thu nhan protein DCP ¢6 hiéu qua tot.

Hiéu suét thu hdi nay phu thudc dang ké vao diéu kién biéu hién. Cu thé, khi
nudi cdy ¢ 37°C, DCP chui yéu tich lity & dang khong hoa tan, din dén hiéu suat thap.
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Tuy nhién, khi giam nhiét do cam tmg xudng 25°C, luong protein hoa tan ting dang
ké, cho phép thu nhén truc tiép protein & pha 16ng ma khong can tai cau tric. Diéu
nay phu hop véi cac nghién ciru trude cho thdy cam Gmg ¢ nhiét d6 thap giup cai thién
gap nép va do hoa tan cua protein ngoai lai [116]. Vi kich thudc nhé (10 kDa), DCP
cho thiy kha ning tinh sach dé dang va bén viing, dic biét khi duoc biéu hién ¢ diéu
kién nhiét d¢ toi uu.
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Hinh 3.12. San pham protein tai t6 hgp DCP tinh sach bang cot sic ky i luc Ni-NTA
M3: 10-100 kDa Thang chuan Protein da nhudém; L (Lysate): dich protein tong sd;
FT (Flow Through): dich qua ct; W (Wash): dich rua rai; E (Elution): cac phan doan

FT W, W, E; Es Ex Es

SILLE

rua giai chira protein DCP.

- Tinh sach protein tdi t6 hop TXN:

M L T W E. E B Es Ey

Hinh 3.13. San pham protein tai t hop TXN tinh sach bang cot sic ky ai luc Ni-NTA
M3: 10-100 kDa Thang chuan Protein d¢a nhudm; L (Lysate): dich protein tong sd; FT
(Flow Through): dich qua cdt; W (Wash): dich rtra rai; E (Elution): cadc phan doan rua
giai chira protein TXN.

Protein TXN kich thudc 12 kDa 1a mot protein nhé ¢ ban chét hoa tan cao va
bén virng [117]. Sau khi tinh sach qua c6t Ni-NTA, protein muc ti€u dugc thu rd rang
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trong 5 phéan doan rira giai Ei—Es (Hinh 3.13), phan anh tong luong protein thu hoi
16n va qué trinh gin két, rira giai hiéu qua. Phan tich anh gel bang phan mém ImageJ
cho théy: Do tinh khiét cta céac phan doan E;—Es dat tir 85 — 90%, v61 bang TXN 10,
dam, sic nét. Hiéu suat thu hoi tong thé so vdi mau lysate tho dat khoang 93 — 96%,
cao nhét trong ba protein dugc tinh sach.

Diéu kién cam tng bang IPTG c6 anh hudng rd rét dén két qua biéu hién. So
sanh cac nong do IPTG cho thidy mirc 0,5 — 1 mM cho ning suat TXN cao hon rd rét
s0 voi cac nong do6 thap hon, phi hop v6i nhan dinh rang ndng d6 IPTG cao thuong
thiic ddy mirc phién ma manh hon ma khong anh hudng dén hoa tan & cac protein nho
bén vitng nhu TXN [117].

Tinh 6n dinh nhiét va ciu trac viing cia TXN ciing 13 yéu t6 then chdt giup
protein khong bi bién tinh hodc két tiia trong qua trinh tinh sach, dam bao thu héi &
hiéu suét cao [118].

3.1.6. Kiém tra san pham tinh sach bing phan timg Western blot

Két qua thu dugc nhu trong Hinh 3.14 cho thay, protein (khdng nguyén) tai to
hop AFP thé hién mot biang protein rd nét ¢ kich thudc khoang 15 kDa, phu hop véi
khdi lugng phén tir dy kién ctia doan AFP tai to hop da thiét ké.

M
kDa
70
50
40

35
23

AFF THM DCP
15

» 15 kDa

12 kDa
10 kDa

Hinh 3.14. Két qua kiém tra Western blot cho cac protein (khang nguyén) tai to hop
M3: 10-100 kDa Thang chuéan Protein dd nhuom

Viéc chi quan sat duy nhat mot dai dac hiéu cho thdy khang nguyén tai to hop
AFP thu dugc co d tinh sach cao va gilt nguyén cau tric quyét dinh khang nguyén,
pht hop voéi thiét ké ban dau. Khang nguyén DCP tai to hop cho ra mot bang & 10
kDa véi d6 18 nét cao. Mic du khdi lwong nay thip hon so voi két qua ciia nghién
ctru duoc thuc hién bdi Shen va cong su (2013) véi DCP khoang 23 kDa [119]. Nhung
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két qua nghién ciru nay thu duoc tuong dong & viée chi co mot dai riéng biét trong
Western blot. Diéu nay khang dinh thanh cong trong viéc biéu hién va tinh sach khang
nguyén DCP tai td hop, dong thoi twong ti v6i bao cao dd cong bd khi khang thé
khang DCP don dong chi nhan di¢n mét protein dac hiéu. Khang nguyén TXN cé
bang protein & 12 kDa chi ra thanh cong trong biéu hién va tinh sach khang nguyén
TXN tai to hop. Pac diém ndi bat 1a chi c6 mot bang duy nhat, chimg t6 khong xuat
hién san pham phan giai hay phién ma sai. TXN von 14 protein rat 6n dinh, va két qua
nay phi hop vé6i bao céo trude cho thady TXN gan nhin TAP duy tri bang don trén
Western blot, minh chtng cho tinh 6n dinh cao (khong bi phdn manh) cia protein
[120].

Hinh anh Western blot v&i ba bing sic nét twong tmg véi AFP, TXN, va DCP
chi ra rang cac protein nay dugc biéu hién dang kich thudc, giit duoc epitope dic hidu
va khong bi phan manh rd rét. Miac du Western blot khong dung dé danh gia do tinh
sach tong thé, viéc chi quan sat mot bang duy nhat trong mdi mau phan anh muc do
tinh sach twong ddi cao va tinh dic hiéu mién dich tét, du diéu kién dé sir dung trong
cac budce nghién ciru tiép theo.

3.1.7. Po ndng dj protein tai to hop

Puong chuan Bradford (Hinh 3.15) dugc dung va xir Iy bang Excel, v6i gia tri

R2> 0.98 cho thay do sai s6 cua thi nghiém trong ngudng chép nhan.
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Hinh 3.15. Do ndng do protein tai to hop tinh sach bang phuong trinh
duong chuan Bradford

Nong do do duoc cua AFP 13 0.663 mg/ml, DCP 13 0.328 mg/ml va TXN la

0.851 mg/ml. Két qua nay cho thdy mirc do chinh xac cao trong viéc xac dinh ndng
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do protein, cho phép khéng dinh cac két qua thu duogc l1a dang tin cay. Tuy nhién, cac
ndng d6 thap hon so voi cac nghién ciru trude d6 tir 5-6 1an [121, 122, 123]. C6 su
khac biét vé ndng do trén c6 thé 1a do da phan protein tai to hop trong nghién ciru niy
déu ¢ dang thé vii nhung khong sir dung ure dé hoa tan va tai gap cudn lai. Nong do
protein tai to hop thu dugc chi ding dong thoi tac nhan vat 1y 13 song siéu 4m va chat
xuc tac sinh hoc 1a enzym lysozyme dé pha v& mang té bao. Do d6 hiéu qua thu hoi
khong duoc cao nhu cac két qua dung ure [122]. Tuy nhién, dé dam bao dong vat thi
nghiém khong bi ngd doc ure va két qua thu duoc van dat ndng do t6i thiéu nén nghién
ctru nay khong dung ure dé bién tinh va tai gp cudn thé vui.

3.2. KET QUA TAO KHANG THE PON DONG BA CHI THI SINH HQC AFP,
DCP, TXN TU KHANG NGUYEN TAI TO HQP TAO THANH

3.2.1. Két qua gy mién dich trén chugt BALB/c

Chudt dugc gdy mién dich l1an dau v6i khang nguyén tai to hop (ndng do 400
ng/ml) phdi tron voi ta chat FCA. Sau 24 gid gy mién dich 1an 1 v6i khang nguyén
tai t6 hop AFP/DCP/TXN cho thdy chudt in udng, hoat dong binh thudng, cin ning
khong thay doi, khong co biéu hién bénh ly, 16ng mugt, phan xa tdt. Tiép tuc gay
mién dich 1an 2 (sau 3 ngay gdy mién dich 1an 1) va lan 3 (sau 6 ngay mién dich lan
1). Khang nguyén tai t6 hop AFP/ DCP/ TXN (ndng do 400 pg/ml) duge phdi tron
v6i ta chat FIA, tiém vao chudt véi tong thé tich 1a 50 ul/ con.

Sau 24 gio mdi 1an gdy mién dich, quan sat thdy chudt an udng, hoat dong binh
thuong, khong thay doi can ning, khong co bat thudng vé biéu hién bénh 1y, 16ng
muot, phan xa tdt. Khéng nhan théy su bét thuong va khéac nhau vé hinh dang bén
ngoai (so sanh véi 01 chudt dbi chimg cho cac nhom chi duoc tiém nude cit vo tring
cho théy chudt doi chung an uéng, hoat dong binh thuong, phat trién binh thuong,
khong c6 biéu hién bat thuong vé bénh 1y). Két qua theo ddi sau tiém cho thiy nong
do khéng nguyén tai t6 hop cling nhu t& chit FCA, FIA duogc chuot dung nap tdt,
khong ghi nhan d4u hiéu doc tinh cép hodc bat thuong 1o rét. Viéc st dung FCA &
mili tiém dau 1a phu hop v6i nguyén tic “mot miii FCA duy nhat” dé tdi da hoa phan
mg mién dich ban dau. Sau d6, miii tiém nhac lai str dung FIA diing nhur khuyén cao
dé giam tac dung phu. Nhu véy, thiét ké nghién ctru nay (FCA 1an dau, FIA 1an sau)
1a ding theo tiéu chuan trong cac quy trinh gy mién dich tao khang thé va da duoc
ap dung rong rai [124]. Thiét ké nay ciing phu hop véi Iy thuyét va thuc tién san xuat
khang thé don dong. Liéu khang nguyén da dung 13 400 pg/ml (twong dwong 20 pg
khang nguyén trong thé tich tiém 50 pl). Mtc nay nam trong khoang khuyén nghi
chung (10-100 pg mdi lan tiém) cho cac quy trinh tao khang thé [124].
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Két qua md chudt kiém tra thay rang chudt trong nhom ching c6 lach va hach
ben kich thudc binh thuong. 100% chudt trong 3 nhém dugce tiém khang nguyén téi
t6 hop AFP/DCP/TXN c¢6 lach va hach ben sung to (1a nhimg phan tng dién hinh ciia
hé thdng mién dich khi bi kich thich bai khang nguyén) cho thay hiéu qua cia quy
trinh tiém va kha ning tao phan tmg mién dich manh tir hé mién dich ctia chudt. Két
qua nay ciing tuong tu nhu trong cac nghién ctru mién dich chirng minh khi khang
nguyén duoc tiém vao chudt sé& kich hoat hé théng mién dich, din dén sy ting sinh
ctia té bao lympho B, dong thoi gy ra phan tng phi né & cac hach bach huyét va
lach, day 1a dau hiéu cia viéc té bao lympho B dang san xuat khang thé dic hiéu
[124]. Nhu vy, lua chon st dung chudt BALB/c dé tiém khang nguyén protein tai to
hop AFP/DCP/TXN giy mién dich I phu hop va twong dong véi cac nghién ctru di
khuyén céo sir dung chudt BALB/c do rat nhiéu té bao tuy xuwong (myeloma) ding
dé ghép c6 ngudn goc tir chung nay. Liéu khang nguyén 20 pg bd sung ta chat
FCA/FIA la tuong ddng vé6i cac nghién ciru di duoc thue hién [125]. Nhu vy, quy
trinh nay an toan va kha nang dung nap mién dich t6t, dap ing yéu cu vé tiéu chuan
san xut khang thé.

3.2.2. Két qua dung hop té bao lympho B ciia chudt va té bao myeloma

3.2.2.1. Két qud phuc hoi, cdy chuyén va nhén giong té bao myeloma

A B C
Hinh 3.16. Quan sat nudi ciy phuc hoi té bao myeloma (400x).
(A) Té bao myeloma khi méi duoc nudi ciy phuc hdi;
(B) Té bao myeloma sau 24 gid nudi ciy phuc hoi;

(C) Té bao myeloma sau 48 gio nudi cay phuc hoi.

- Phuc hdi t bao myeloma: Ong cryo bao quan té bao myeloma ¢ -196°C trong

binh nito 10ng, sau d6 dugc mang ra rd dong & 37°C, loai bo phan dich trong dng, rira
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lai té bao va ly tam. Két qua té bao sau khi ly tdm cho thy c6 cin té bao, tién hanh
kiém tra bang budng dém hong cau (v6i d6 phong dai 400x) thiy co cac té bao
myeloma, sau d6 chia té bao vao chai nudi cdy T75, két bao myeloma khi méi nudi
cay phuc hoi duoc thé hién ¢ Hinh 3.16 A.

Sau 24 gid nudi cdy phuc hdi, cic té bao myeloma dugc ra dong tir bao quan
nito 1ong cho thay hinh dang tron, tap trung thanh timg cum nho. Mot phan té bao
song bam dinh vao day chai nudi cay, trong khi mot sb t& bao chét hodc chua bam
dinh van lo limg trong mdi trudng nudi cay (Hinh 3.16 B).

Sau 48 gio, xung quanh cac cum té bao myeloma ban dau xuét hién nhiéu té
bao méi tang sinh, mat do té bao gia tang rd rét (Hinh 3.16 C). Té bao tiép tuc duoc
nuoi trong tu am & 37°C, 5% CO, dé dat mat do thich hop cho céy chuyén.

- Céy chuyén va nhan giéng té bao myeloma: Sau 72 gid nudi ciy phuc hoi,
mat d6 té bao dat khoang 80% dién tich bé mit chai nudi. Quan sat dudi kinh hién vi
quang hoc (400x) cho thiy té bao c6 hinh tron, tap trung thanh cum day, dién hinh
cho hinh thai ctia dong myeloma (Hinh 3.17A).

Té bao myeloma 1 dong ban bam dinh, thuong bam yéu vao bé mat chai nuoi
cay. Khi lic nhe hodc gd day chai, cac té bao s& bong ra va phan tan trong méi trudng,
thuan loi cho viéc thu hoach va cdy chuyén sang chai méi (Hinh 3.17B) nhim nhan
sinh khdi té bao phuc vu cho qua trinh dung hop tao hybridoma (lai giita té bao

myeloma va té bao B).

Hinh 3.17. Quan sat té bao myeloma dudi kinh hién vi (400x)
A) Truée khi cdy chuyén; B) Sau khi cdy chuyén

Sau 24 gid nudi ting luong trong chai mai, té bao séng tiép tuc bam dinh dudi

day chai, trong khi té bao chét van lo ling trong mdi truong nudi cay (Hinh 3.18A).

Sau 48 gio, mat do té bao tdng nhanh, cdc cum té bao mo rong va lién két v6i

nhau, dan phu kin bé mat chai nuéi cdy. Tiép tuc @ té bao ¢ 37°C, 5% CO> va quan

sat hang ngay. Khi té bao dat o phu khoang 80% (sau 72 gid), tién hanh thu hoach

té bao dé chuan bi dung hop véi té bao lympho B dugc phan 1ap tir chudt (Hinh
3.18B).
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Hinh 3.18. Quan sat qua trinh nuoi cdy ting lugng té bao myeloma (400x)
(A) Té bao myeloma sau khi nuéi cdy ting lugng 24 gio;
(B) Té bao myeloma sau khi nudi cdy ting luong 72 gid

Sau khi khéi phuc, té bao myeloma duoc bao quan trong nito 16ng. Két qua
quan sat trén kinh hién vi (véi d6 phong dai 400x) cho thiy té bao tap trung thanh
ting cum, co hinh théi cia t& bao myeloma.

Két qua trén cho thy té bao myeloma di cay chuyén thanh cong. Nhan gidng,
tang sinh duoc sd lwong 16n té bao myeloma dé dung cho qua trinh dung hop té bao
myeloma v6i lympho B.
3.2.2.2. Két qua dung hop té bao myeloma va té bao lympho B

Té bao lympho B duoc dung hop véi té bao myeloma va nudi cdy trong moi
truong HAT trén dia 96 giéng, theo doi hang ngay dé phat hién su hinh thanh té bao
lai. Sau 7 ngay nudi ciy lan dung hop thir nhat khong quan sat thay té bao lai, thi
nghiém dugc tién hanh dung hop lai 1an thi hai giita té bao myeloma va té bao lympho
B thu duoc tir lach chudt. Két qua quan sat & cac mdc 5 va 10 ngy nudi ciy cua lan
dung hop thtr hai dugc trinh bay trong Hinh 3.19.

Sau 5 ngay nudi cay, & mot sd giéng bit diu quan sat thiy cac cum té bao lai
xuét hién sém, chiém khoang 30% sé giéng, v6i hinh thai cac té bao tron, ting sinh
va ton tai trong moi truong HAT, trong khi cac té bao lympho B va myeloma khong
dung hop bi loai bo dan.

Pén ngay thi 10 nudi cdy, cic cum té bao lai phat trién on dinh, ty 1& giéng co
hybridoma dat khoang 70% (65-70/96 giéng), véi mat do té bao cao, san sang cho
cac bude sang loc kha ning tiét khang thé bang ELISA. Thoi gian xuat hién va phat
trién cua hybridoma trong nghién ctu nay phu hop voi cac bao céo cho thiy
hybridoma thudng dugc quan sat rd va di diéu kién sang loc trong khoang 7—10 ngay
nudi cdy trong mdi trudng HAT [126, 127].
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Hinh 3.19. Cum té bao lai duoc quan sat trén kinh hién vi quang hoc (400x)
(A) Sau 5 ngay nudi cdy va (B) Sau 10 ngdy nudi cdy

3.2.3. Két qua sang loc va tach dong cac té bao lai c6 kha niing sinh khang thé
don dong

Két qua trong bang 3.10 cho thay:

+ Blank 1a giéng chi chira tit ca thanh phan phan tmg (dém, chat nén TMB,...)
nhung khong cé khang nguyén hoic khong cé khang thé. OD blank do dugc & ca
khang nguyén tai t6 hop (0.0500) va khang nguyén E. coli BL21 (0.0480) rét thap,
tiém can gia tri Iy tudng cho tin hi¢u nén. Két qua ndy chimg minh do sach, d¢ chinh
xac cao cua k¥ thuat ELISA dugc stir dung trong nghién ctru.

+ Dbi chimg Am (Negative) 1 giéng ELISA chira tat ca thanh phan nhu mau
thir (khdng nguyén gan ban, chat nén, dung dich rira...) nhung khong c6 khang thé
don dong dic hiéu. OD negative ¢ ca khang nguyén tai to hop va E. coli BL21 déu
thip (0.07), v6i SNR = 0.97, khang dinh do dic hiéu, tranh duong tinh gia.

+ Pbi chimg Duong (Positive) 1a giéng ELISA dugc xir 1y voi khang thé don
dong thuong mai da biét dic hiéu voi khang nguyén tai t6 hop. Gid tri OD positive
cia mau khang nguyén tai to hop dat 1.50, trong khi OD ¢ mau E. coli BL21 chi 0.06,
voi SNR = 25.0. Két qua nay thé hién do nhay va tinh ddc hiéu cao cua h¢ théng
ELISA ciing nhu ctia khang thé thuong mai dugc dung 1am ddi chimg.

Trong qua trinh sang loc, mdi khang nguyén tai to hop déu chon dugc hai
dong té bao lai sinh khang thé tét nhat. Cac dong té bao lai ndy dugc kiém tra song
song v6i khang nguyén E. coli BL21, cho thiy phan Gmg manh véi khang nguyén
muc tiéu, tuy nhién van con tin hiéu dang ké khi phan tng véi khang nguyén E. coli
BL21 (OD dao dong tur 0.24 — 0.38).

Theo hudng dan ctiia Thermo Fisher Scientific [128], gia tri SNR 1 chi s6 quan
trong phan anh kha nang phan biét tin hi€u dac hi¢u so vdi tin hiéu nén trong phan

tmg ELISA. Trong nghién ctru nay, cac dong té bao lai cho gia tri SNR dao dong tir
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3.6-6.4, cho théy cac khang thé don dong thu dugc da cé kha nang nhan dién ro rét
khang nguyén tai t6 hop so v6i nén 4m, dap tng yéu cau sang loc ban dau cac dong
hybridoma tiét khang thé. So véi khang thé don dong thuong mai sir dung lam ddi
ching (SNR = 25.0), cac khang thé thu dugc trong nghién ctru c6 gia tri SNR thap
hon, phan anh thuc té rﬁng cac khang thé nay mdi ¢ giai doan sang loc ban déu, chua
trai qua céac budc tinh sach, chon loc ai lyc va loai bo phan img chéo nhu cac san
pham thuong mai. Tin hi¢u ELISA ghi nhan dugc khi phan img voi khang nguyén E.
coli BL21 cho thdy van con mirc do phan img nén nhat dinh, day 14 hién tuong thuong
gap khi str dung khang nguyén tai to hop biéu hién trong hé vi khuan va khang thé
chua duogc t6i vu héa. Mic du vay, cac két qua nay khang dinh quy trinh sang loc va
tach dong d thanh cong trong viéc tao ra cac té bao lai c6 kha niang tiét khang thé
nhan dién khang nguyén muc tiéu. Pac biét, cac dong TXNI1 va TXN2 cho gia tri
SNR cao hon so voi cac dong AFP va DCP, cho thay tiém ning tot vé do nhay va
tinh dac hi€u, 1a co s¢ quan trong dé lya chon cac dong phu hop cho budc tao bang,
tinh sach va ning cao d6 dic hiéu ¢ cac giai doan nghién ctru tiép theo.
Bang 3.10. Két qua phan tmg ELISA kiém tra tinh ddc hiéu cua cac dong té
bao lai sir dung khang nguyén gin ban twong tng va khang nguyén E. coli BL21
trude khi tiém chudt tao bang.

Khéng nguyén gin ban
Dong té bao lai OD4s0nm - khang OD4s0nm - khang nguyén SNR
nguyén tai to hop E. coli chiing BL21
Blank 0.0500 0.0480 -

Negative 0.0700 0.0720 0.97
Positive 1.5000 0.0600 25.0
Dong AFP1 1.4706 0.3152 4.67
Dong AFP2 1.6747 0.3455 4.85
Dong DCP1 1.4869 0.3498 4.25
Dong DCP2 1.3895 0.3818 3.64
Dong TXN1 1.5419 0.2423 6.36
Dong TXN2 1.2936 0.2391 5.41

3.2.4. Két qua gy bang thu dich khang thé biang cac dong té bao lai
3.2.4.1. Két qua gdy bang cho chuét BALB/c bang AFPI va AFP2

Sau 6-7 ngay tiém dong té bao lai AFP1, mot sd chudt thi nghiém da xuét hién
bang tai xoang bung. Biéu hién xuat hién bang duoc thé hién khi bung chudt bat dau
phinh to, da bung cing 1én, bén trong chira nhiéu dich bang. Tuy nhién van con 1

trong téng s6 5 chudt khong théy su xuat hién bang. Cac chuot duoc tiép tuc theo doi,
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sau d6 tién hanh thu dich bang ctia mdi chudt sau 3-4 ngay xuét hién bang. Nhu vay,
danh gié hiéu qua tiém tao bang trén chudt dugc thé hién rat tot khi tiém dong té bao
lai AFP1 véi lidu tiém 2 x 10° té bao/con. Bén trong téng s6 nim chudt xuat hién
bang sau tiém khi stir dung dong té bao lai AFP1 véi liéu lugng nay. Thoi gian xuat
hién bang ciing kha ngan tir 6-7 ngay. Dong thoi, dbi véi cac chudt xuat hién bang thi
luong dich bang trung binh thu dugc 1a cao nhat khoang 3 ml/con cho thay luong dich
bang thu duoc 1a kha t6t. Két qua cho ta thay rang, da gay bang thanh cong trén chudt
thi nghiém BALB/c khi tiém dong té bao lai AFP1 voi tong lugng dich bang thu dugc
la1l ml.

boi véi dong té bao lai AFP2 cling dugc lua chon lidu tiém 0,5 ml pristane/con
va luong té bao tiém vao chudt 1a 2 x 10° t& bao/con dé cho hiéu qua giy bang tot
nhat. Két qua ca 5 chudt déu tao bang tot va thu nhan dugc dich bang sau 9-10 ngay.
Tong luong dich bang khi tiém dong té bao lai dong AFP2 1a 12 ml. Céc dich bang
da thu nhan dugc dem ly tam dé loai bo can té bao va cac thanh phﬁn mau khac. Dich
bang sau ly tim duoc chira trong cac 6ng bao quan va duge bao quan lanh tai 4°C
trong thoi gian ngan nham sir dung danh gia hiéu gia khang thé thu duoc chia trong
dich bang chudt va tai -80°C cho t61 khi thu nhan va tinh sach khang thé don dong
chtra trong dich bang.

Két qua trén cho thay, viéc tiém cac dong té bao lai AFP1 va AFP2 da cho két
qua giy bang rat tot, v6i ty 1é thanh cong 1an luot 13 80% va 100%. Thoi gian xut
hién bang trong thoi gian ngin va lwong dich bang thu dugc nhiéu (1an luot 14 11 ml
va 12 ml) cho thdy nghién ctru dd phat trién thanh cong hai dong té bao lai AFP1 va
AFP2 khi nudi cdy cac dong té bao nay trong khoang phiic mac cila chudt.
3.2.4.2. Két qua gdy bang cho chugt BALB/c bang DCPI va DCP2

Sau 5-6 ngay tiém dong té bao lai DCP1, mot s chudt thi nghiém da xuét hién
bang tai xoang bung. Tuy nhién van con 1 trong tong sé 5 chudt khong thdy su xudt
hién bang. Cac chudt dugc tiép tuc theo ddi, sau do tién hanh thu dich bang clia moi
chudt sau 3 - 4 ngay xuat hién bang. Panh gia hiéu qua tiém tao bang trén chudt dugc
thé hién tat t6t khi tiém dong té bao lai DCP1 véi licu tiém 2 x 10° t& bao/con. Bon
trong tong s6 nam chudt xuat hién bang sau tiém khi str dung dong té bao lai DCP1
v6i lidu lwong nay. Thoi gian xuét hién bang ciing kha ngin tir 5-6 ngay. Dong thoi,
dbi véi cac chudt xuat hién bang thi lugng dich bang trung binh thu duoc 1a cao nhat
khoang 3.5 ml/con cho thay lugng dich bang thu dugc 1a kha t6t. Két qua cho ta thay
rang, di gy bang thanh cong trén chudt thi nghiém BALB/c khi tiém dong té bao lai
DCP1 véi tong lugng dich bang thu duoc 1a 12 ml.
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béi véi dong té bao lai DCP2 cling dugc lya chon liéu tiém 0.5 ml pristane/con
va luong té bao tiém vao chudt 1a 2 x 10° té bao/con dé cho hiéu qua giy bang tot
nhat. Két qua thu nhan dugc tong luong dich bang khi tiém dong té bao lai dong
DCP2 14 14 ml. Cac dich bang da thu nhan duoc dem ly tdm d¢é loai bo cin té bao va
cac thanh phan mau khac. Dich bang sau ly tdm dugc chira trong cac 6ng bao quan
va dugc bao quan tai -80°C cho t6i khi thu nhan va tinh sach khang thé don dong
trong dich bang.

Két qua nay cho thay, hai dong té bao lai DCP1 va DCP2 di giy bang t6t khi
duogc tiém vao trong khoang phiic mac ctia chudt véi lwong dich bang thu dugc 1an
lugt 1a 12 ml va 14 ml.
3.2.4.3. Két qua gdy bang cho chuét BALB/c bang TXNI va TXN2

Sau khoang 6 ngay tiém dong té bao lai TXN1, mot s6 chudt thi nghiém bat
dau c6 ddu hiéu xuit hién bang tai xoang bung. Tat ca 5 chudt déu co dau hiéu xuét
hién bang. Cac chuot tiép tuc dugc theo ddi, va dich bang duoc thu tir mdi chudt sau
3 - 4 ngay khi bang xuat hién. Két qua thu duoc cho thay luong dich bang thu dugc
tir cac chudt khac nhau khi tiém dong té bao lai TXN1 c6 su bién do6i ro rét. Luong
dich bang thu duogc tir cac chudt tir 2 ml dén 3 ml khi tiém cung mot lugng té bao lai
véi lidu 2 x 109 té bao/con. Hiéu qua tiém tao bang trén chudt dat két qua ro rét khi
tiém dong té bao lai TXN1 véi lidu tiém 2x10° té bao/con. Nam chudt da xuit hién
bang sau khi tiém dong té bao lai TXN1 & liéu nay. Thoi gian xuat hién bang ciing
khé nhanh, 6 ngay sau tiém. DPdi véi cac chudt co bang, luong dich bang thu dugc
trung binh cao nhat 1a khoang 2.5 ml/con, cho thdy luong dich bang thu duoc 1a kha
6n dinh. Két qua nay ching minh rang tiém dong té bao lai TXN1 thanh cong, véi
tong lugng dich bang thu dugc 1én téi 11 ml.

Dbi véi dong té bao lai TXN2, liéu tiém 0.5 ml pristane/con va luong té bao 2
x 109 té bao/con cling dugc str dung, dem lai hi¢u qua tao bang t6t nhat. Téng lugong
dich bang thu duoc khi tiém dong té bao lai TXN2 1a 13 ml. Dich bang sau khi thu
duogc s€ dugc ly tdm dé loai bo cin té bao va cac thanh phﬁn mau khéc. Sau khi ly
tam, dich bang dugc bao quan & 4°C trong thoi gian ngan dé danh gia hiéu gia khang
thé ¢ trong dich bang chudt va sé dugc bao quan ¢ -80°C cho to1 khi thu nhan va
tinh sach khang thé don dong.

Nhu véy, hai dong té bao lai TXN1 va TXN2 da giy bang tot véi ty 1 chudt
tao bang 1a 100%, dich bang dugc tao ra voi thoi gian ngén va sé luong nhiéu trong
khoang phtic mac chudt, voi lugng dich bang thu duoc lan luot 12 11 ml va 13 ml.
3.2.4.4. Pdnh gid két qua gay bdang cho chugt BALB/c bing 6 dong té bao lai
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Thoi gian xuét hién dich bang & cac chudt dao dong trong khoang 5 — 10 ngay
sau khi tiém té bao. Pay 1a khoang thoi gian tuong d6i ngin so v6i mot sd bao cdo
trudc day. Nghién ciru ctia Jones va cong su (1990) cho biét can téi khoang 17 ngay
dé dat 90% ti 1& chudt tao bang vi mo hinh sir dung pristane [129]. Trong khi do,
nghién ctru ctia Hoogenraad va cong sy (1983) ching minh rang néu tiém 0.5 ml
pristane 10 ngay trudc sau do6 tiém 5 x 10° té bao hybridoma, chi sau 2 ngay da c6
dich bang & 100% chudt thir nghiém [130]. Diéu nay cho thiy thoi diém va khoang
cach giita tiém pristane va tiém té bao anh huéng 16n dén téc do hinh thanh dich bang.

Liéu tiém té bao ciing dong vai trd quan trong dé dam bao tao bang 6n dinh.
Lacy va cong su (1986) sir dung 10° té bao loai Sp2/0-Agl4 dé gay bang va thu duoc
dich véi ham luong khang thé 16n [131]. Nguoc lai, lidu thap hon thuong dan dén ty
1¢ thanh cong giam. Ngoai ra, tinh 6n dinh cta dong hybridoma 1a mot yéu té then
chét: cac dong 6n dinh va co ning suat cao thudng tao bang dé dang hon.

Nhu két qua trén, & cac dong AFP1 va DCP1 dat hiéu suat thanh cong 13 80%,
c6 thé do kha ning ting sinh hodc san xuét khang thé kém hon so véi cac dong con
lai nhung ciing c6 thé 1a nguyén nhan dén tir kha nang d4p img mién dich ciia ca thé
chuot thi nghiém.

3.2.5. Két qua danh gia hiéu gia khang thé trong dich bang chujt
3.2.5.1. Poi véi hai dong té bao lai AFP1 va AFP2
Bang 3.11. Két qua phan tmg ELISA kiém tra hi¢u gia khang thé trong dich bang
chudt tir dong té bao AFP1 va AFP2 tai cac ty 1é pha lodng khac nhau

Tylépha | AFPI AFP1 | AFP1 | AFP2 | AFP2 | AFP2

lodng (ODusonm) | (SD) | (CV %) | (ODusonm) | (SD) | (CV %)
1:100 2.871 0.035 1.22 2.851 0.032 .12
1:200 2.894 0.042 1.45 2.812 0.038 1.35
1:400 1.791 0.064 | 3.57 1.954 0.058 | 2.97
1:800 0.934 0.071 7.61 1.094 0.065 | 594
1:1600 0.532 0.051 9.58 0.671 0.060 | 8.94

Két qua trong Bang 3.11 cho thay:

+ Phan ng mién dich manh & ty 1¢ pha lodng thip

C4 hai dong té bao AFP1 va AFP2 déu cho gia tri OD4500m rat cao tai cac ty 1¢
pha loang thap (1:100 va 1:200), 1an luot dat:
AFP1: 2.871 (1:100), 2.894 (1:200)
AFP2: 2.851 (1:100), 2.812 (1:200)
Céc gia tri CV% thap tai cac ty 1¢ pha lodng nay (AFP1: 1.22%—1.45%; AFP2:
1.12%—-1.35%) cho thiy cac phép do c6 do lap lai tdt, két qua dang tin cy.
+ Gia tri ODasonm giam dan khi ty 1& pha lodng ting
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Khi ty 1¢ pha lodng tang 1én (1:400, 1:800, 1:1600), ca hai dong té bao déu ghi
nhan su giam o rét gia tri ODa4sonm

AFP1: 1.791 (1:400) giam xudng 0.532 (1:1600)

AFP2: 1.954 (1:400) giam xudng 0.671 (1:1600)

Diéu nay phan 4nh dung quy luat thay d6i nong do khang thé khi ting pha
lodng mau.

+ AFP2 duy tri phan tmg manh hon AFP1

Tai cac ty 1€ pha loang cao (1:800 va 1:1600), dong AFP2 c6 gia tri OD4sonm
cao hon AFP1 (1.094 so v61 0.934 & ty 1€ pha loang 1:800; 0.671 so v6i 0.532 ¢ ty 1€
pha lodng 1:1600). Biéu nay cho thay dong AFP2 c6 kha ning tao ra lugng khang thé
dac hi¢u cao hon, hodc khang thé ¢6 4i luc manh hon véi khang nguyén & cung néng
do.

Két luan: Ca hai dong té bao lai AFP1 va AFP2 déu thé hién kha ning san xuat
khang thé don dong dic hiéu véi sb lugng 16n trong dich bang chudt thu duoc. Két
qua nay chtng to tinh hiéu qua cta quy trinh gy mién dich, ciing nhu kha ning ciia
cac dong té bao AFP1 va AFP2 trong viéc tao ra khang thé don dong dic hiéu, dap
g t6t yéu cau cho cac budc nghién ctru va ting dung tiép theo.
3.2.5.2. Déi véi hai dong té bao lai DCPI va DCP2

Bang 3.12. Két qua phan img ELISA kiém tra hiéu gia khang thé trong dich bang
chuot tir dong té bao DCP1 va DCP2 tai céc ty 1é pha loang khac nhau.

Tylépha | DCP1 | DCP1 | DCP1 | DCP2 | DCP2 | DCP2
loding | (ODusonm) | (SD) | (CV %) | (ODusonm) | (SD) | (CV %)
1:100 2.843 0.041 1.44 2.203 0.055 2.50
1:200 2.887 0.049 1.70 2.210 0.052 2.36
1:400 1.978 0.061 3.09 1.463 0.042 2.87
1:300 0.923 0.056 6.06 0.801 0.057 7.11
1:1600 0.563 0.045 7.99 0.501 0.048 9.59

Két qua Bang 3.12 cho thay:

+ Ca DCP1 va DCP2 déu cho thay phan tmg khang thé dic hiéu v6i khang
nguyén DCP, v6i mirc d6 phan tmg giam dan khi ty 18 pha lodng ting:

DCP1: ODasonm giam tir 2.843 (1:100) xubng 0.563 (1:1600).
DCP2: ODa450nm giam tir 2.203 (1:100) xubng 0.501 (1:1600).
+ DCP1 tao ra khang thé manh hon DCP2, v6i OD4sonm cao hon & moi ty 18
pha loang. DCP2 tuy c¢6 dap tmg kém hon DCP1, nhung van duy tri d6 6n dinh tdt
vdi CV% ludn < 10%.
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Két luan: Ca hai dong té bao 1a DCP1 va DCP2 di duoc phat trién thanh cong
khi nudi cdy trong khoang phic mac cta chudt, va phi hop dé tiép tuc phat trién
khang thé don dong dic hiéu dbi voi DCP.
3.2.5.3. Doi véi hai dong té bao lai TXNI va TXN2
Két qua Bang 3.13 cho thay:

+ O tat ca cac ty 1é pha lodng, TXN1 ¢6 gia tri ODasonm cao hon so voi TXN2,
chtng to TXNI1 tao ra khang thé manh hon. Mic dit ODasonm cia TXN2 thip hon
TXNI1, CV% ciia TXN2 c¢6 xu hudéng thdp hon TXNI & cic ty 1é pha lodng thap
(2.05% va 2.77% so véi 2.19% va 2.48% ciia TXN1), cho thdy TXN2 c6 sy 6n dinh
cao hon trong céc phan ung.

+ Ca hai dong déu c6 su suy giam rd rét trong phan tng mién dich khi ty 1é
pha lodng tang 1én, nhung TXN1 duy tri phdn tmg manh hon & cac ty 1¢ pha loang
thap va trung binh. TXN2 c6 su suy giam manh hon khi & ty 1é pha loang cao (dic
biét tai ty 1& pha lodng 1:1600 vi CV% 1én dén 10.47%). Tuy nhién, diéu nay 1a binh
thuong va phu hop véi quy trinh ELISA.

Bang 3.13. Két qua phan tmg ELISA kiém tra hi¢u gia khang thé trong dich bang
chuot tir dong té bao TXN1 va TXN?2 tai cac ty 1¢ pha lodng khac nhau.

Tylépha | TXNI | TXNI | TXNI | TXN2 | TXN2 | TXN2
loding | (ODusonm) | (SD) | (CV %) | (ODasonm) | (SD) | (CV %)
1:100 1.919 0.042 | 2.19 1.851 0.038 2.05
1:200 1.892 0.047 | 2.48 1.624 | 0.045 2.77
1:400 1.563 0.053 3.39 1.268 0.051 4.02
1:800 1.021 0.065 | 6.36 0.988 0.070 7.07
1:1600 0.654 0.053 8.11 0.562 0.059 10.47

Két luan: Cac két qua nay cho thdy ca TXN1 va TXN2 déu c6 kha ning san
xuit khang thé dic hiéu va déu phu hop dé tiép tuc trong qua trinh sang loc va phat
trién khang thé don dong.
3.2.5.4. Ddnh gid hiéu gid khdng thé trong dich bdang chut véi 6 dong té bao lai

Két qua nghién ctru cho thdy dong AFP1, AFP2, DCP1 dat nong d6 ODasonm
> 2.8 ¢ ty 1& pha lodng 1:200 va van duy tri >1.7 & ty 18 pha loang 1:400, cho thay
kha ning gin khang nguyén manh m&. Cac dong nay van duy tri tin higu rd rang & ty
1¢ pha lodng 1:800 — 1:1600, chiing t6 kha ning san xuit khang thé cta chung 1a rat
cao.

Trong khi do, dong DCP2, TXNI1, TXN2 c6 gia tri OD450mm thép hon, nhung
van duy tri OD4sonm > 1.2 & ty 1¢ pha loding 1:400, cho thiy cac khang thé nay van co
kha nang phat hi¢n tdt, mac du muac do khéng thé khong manh nhu cac dong
AFP1/AFP2/DCPI.
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So véi céc nghién ctiru khac, & ty 1€ pha loang 1:400 — 1:800, mtrc OD450nm
trong nghién cru cia chung toi 1a kha cao. Cu thé, dong AFP1/AFP2/DCP1 dat
OD4sonm trong khoang 1.7 — 2.8 tai ty 18 pha lodng 1:400, cao hon nhiéu so voi ngudng
ODysonm 0.2-0.3 dwoc nhiéu tac gia st dung 1am tiéu chuan [131]. Néu st dung
ngudng ODusonm cat 13 0.3, hiéu gia khang thé tir AFP1/AFP2/DCP1 sé& c6 hiéu gia >
1:800. Trong cac nghién ctru vé hiéu gia khang thé cao (10°~10°), ODasonm thudng
phai < 0.3 ¢ ty 1& pha lodng cao nhat [132], nhung ¢ day gia tri ODasonm tir
AFP1/AFP2/DCP1 cao 13 rét, dao dong tir 1.7 dén 2.8, cho thay kha nang gan khang
nguyén rat manh.

Mic dio DCP2/TXN1/TXN2 c6 ODusonm thap hon (khoang 1.2 tai 1:400),
nhung xét vé ti 1& pha lodng va ngudng ODasonm, cic khang thé tir cac dong ndy van
¢6 hi¢u gia cao so voi ngudng duong thong thuong.

Két luan chung: Xét vé ngudng ODuasonm va ty 1& pha lodng, khang thé tir
AFP1/AFP2/DCPI1 c6 hi¢u gia cao hon, voi tin hiéu manh duy tri ¢ ty I¢ pha loang
16n, trong khi DCP2/TXN1/TXN2 vén c6 khang thé c6 hiéu gia dang ké, mic du thap
hon.

3.2.6. Két qua tinh sach khang thé don dong

Hinh 3.20 minh hoa két qua dién di SDS-PAGE cua ba khang thé don dong

khang AFP, DCP va TXN sau tinh sach.
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Hinh 3.20. Két qua tinh sach khang thé don dong bang cot sic ky ai luc
qua cot protein G.
M3: 100 kDa Thang chuan Protein di nhuom.

Dua vao thang marker Protein, c6 thé quan sat dugc hai bang protein chinh

trong mdi mau, nam & khoang 50 kDa va 25 kDa. Hai bang nay twong g vé6i chudi
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nang (50 kDa) va chudi nhe (25 kDa) ctia khang thé IgG [133]. Khong c6 dai protein
phu nao khac xuét hién, cho théy hau nhu khong con tap chét trong cac mau tinh sach.
Két qua thyc nghiém trong nghién ctru ndy hoan toan phu hop véi tiéu chuan thyc
hanh va tai liéu qudc té da cong bd khi SDS-PAGE cua khang thé tinh sach thuong
ghi nhan d¢ tinh khiét trén 95% [134]. Chiing té quy trinh tinh sach bang cot Protein
A/G ctia nghién ciru da thu dugc khang thé voi do tinh khiét rat cao.

3.3. KET QUA UNG DUNG KHANG THE PON DONG TRONG XET
NGHIEM ELISA BUGC PAU PANH GIA CAC TRUONG HQP MAC UNG
THU BIEU MO TE BAO GAN
3.3.1. Pic diém chung ciia cic nhém nghién ciru
3.3.1.1. Pic diém chung ciia nhém bénh nhan ung thw biéu mé té bao gan
- Pic diém vé tudi va gidi:

+ Phan bd cac nhém tudi: Bénh nhan mic HCC duoge chia thanh 3 nhom tudi
(Tré: <45 tudi; Trung nién 45-59 tudi; Cao tudi, gia > 60).

Bang 3.14. Phan bd tudi cia nhdm bénh nhan HCC

Nhém tudi n Ty 18 %
Tré (< 45) 5 10.64
Trung nién (45 — 59) 8 17.02
Cao tudi, gia (> 60) 34 72.34
Tong 47 100

Két qua phan b tudi ctia bénh nhan ung thu biéu mé té bao gan (HCC) cho
thiy, nhom bénh nhén cao tudi (> 60 tudi) chiém ty 1é cao nhét, 1én dén 72.34% tong
s6 ca bénh. Diéu nay pht hop véi cac nghién ctru trude day, trong d6 bénh nhan mic
HCC thuong co ty 1€ mic bénh cao nhit ¢ do tudi > 60 tudi. Cu thé, theo mot nghién
ctru ctia Kim (2011), ty 18 mac HCC & nhom bénh nhén trén 60 tudi chiém khoang
65% tong s6 ca bénh [135]. Xu hudng niy ciing dugc xac nhan trong nghién ciru clia
Weinmann (2014), véi viée ty 1€ méc HCC cao nhat duoc ghi nhan & nhém tudi cao
hon, véi d6 tudi trung binh ting tir 63.4 tudi 1én 65.7 tudi trong giai doan 1998-2009
[136]. Piéu nay co thé giai thich phan nao do sy gia ting cac yéu td nguy co & nhom
ngudi cao tudi, chang han nhu béo phi, dai thao dudng, va hoi chimg chuyén hoa, dan
dén su gia tang ty 1€ mic HCC. Mic du nhom bénh nhan cao tudi chiém ty 1€ 16m, ty
1¢ mic HCC ciing khong hé thap & nhém bénh nhan dudi 45 tudi. Trong mot s6 nghién
ctru khéac, nhu ctua Ha (2016), dé chi ra raing HCC van c6 thé xay ra ¢ nhitng ngudi
tré tudi dudi 45, véi ty 1& khoang 16% trong mot sb nghién ctiru & My [137]. Diéu nay

khang dinh ring HCC khéng phai 13 bénh chi xay ra ¢ ngudi cao tudi ma con co thé
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xay ra & nhom tudi tré, mic du ty 1é nay khong cao. Trong khi do, theo nghién ctru
ctia Rich (2020), ty 18 mic HCC & nhém ngudi dudi 50 tudi dang c6 xu hudng giam
trong nhitng nam gan day, dic biét 13 & cac qudc gia phat trién [138]. Mot yéu t6 quan
trong co thé giai thich diéu nay la sy cai thi¢n trong viéc phat hién va diéu tri viém
gan virus, ddc biét 13 viém gan virus B va C, dan dén giam ty 18 chuyén sang ung thu
gan. Tuy nhién, cac nghién ciru gan day ciing cho thay su gia ting ty 1& mac bénh gan
nhiém m& khong do ruou, béo phi va déi thdo dudng & nhom tudi tré dudi 45, co thé
s€ lam ddo ngugc xu hudng nay trong tuong lai [139].

+ Phan b vé gidi: Két qua Bang 3.15 cho thiy bénh nhan ung thu biéu mo té
bao gan da sb 12 nam gidi, chiém dén 87.2% tong s ca bénh. Ty 1é nam/nit miac HCC
trong nghién ctru nay la khoang 7:1.

Bang 3.15. Phan bd gi6i tinh cia nhom bénh nhan HCC

Gioi tinh n Ty 1& %
Nam 41 87.2
Nir 6 12.8
Tong 47 100

Két qua nay phu hop véi nhiéu nghién ciru khac trén thé gidi, cho rang HCC
c6 su khéc biét rd rét vé gidi tinh, véi ty 1€ méc bénh cao hon & nam gidi so voi nir
gidi, thuong trong khoang tir 2:1 dén 8:1 [137, 138, 139]. Cac nghién ciru niy di chi
ra mot sO yéu t co thé giai thich su khac biét vé gidi tinh trong mac HCC, bao gdm:
Yéu t6 16i séng: Nam gidi thuong co ty 1é st dung ruou, hat thude 14 va tiép xuc véi
céc chit gay ung thu cao hon nir gidi; Yéu t6 noi tiét: Estrogen dugc cho 1a ¢o tac
dung bdo vé ddi voi su phat trién ciia HCC, trong khi androgen lai c6 thé thic déy su
tién trién cta bénh; Yéu td6 mién dich: Cac nghién cuou trén dong vat cho théy
androgen c6 thé lam ting viém va trc ché mién dich, tir 6 thuc day su phat trién cua
HCC [139].

- Pic diém dich t& va cac yéu td nguy co: Bénh nhan mic ung thu biéu mé gan co
yéu té nguyén nhan thuong gip 1a nhiém HBV véi ty 1é 81% trong nhom nghién ciru.
Bang 3.16. Thong ké cac yéu to nguyén nhan trén nhém bénh nhan HCC

Yéu t6 nguyén nhén S6 lwong Ty 1€ %
HBV 38 81
HCV 5 10.6
Pong nhiém HBV,HCV 1 2.1
Xo gan do rugu 3 6.3
Tong 47 100
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DPong nhidm véi HCV 1a 1 truong hop, chiém 2.1%. Xo gan do rugu ciing 1a
mot nguyén nhan thuong gap voi ty 1€ 6.3% trong nhém nghién ctru. Trong nhoém
nghién ctru khong c6 bénh nhan miac HCC do nguyén nhan khic (Bang 3.16).

Céc nghién ciru trén thé gidi cling da chi ra rang nhiém HBV va HCV 14 nhiing
yéu td nguy co hang dau gop phan vao su phét trién cia HCC. Nhiém HBV dugc xem
la nguyén nhan chinh, dac bi¢t & cac nude chau A, trong khi nhiém HCV la yéu td
nguy co chinh & cac nudc phuong Tay [139, 140].

Ngoai ra, xo gan do ruou ciing 1 méot yéu td nguy co quan trong, dic biét ¢
cac nudc phuong Tay [141]. Mot s6 yéu td nguy co khac ciing dugc cac nghién ciru
chi ra, bao gém béo phi, tiéu duong, hdi ching chuyén hoa, tién st gia dinh mic bénh
nhan mac HCC, phoi nhiém vdi aflatoxin [142]. Tuy nhién, vai trd ciia cac yéu td nay
van chua duge x4ac dinh 10 rang.

- Su phan chia cac nhém theo giai doan bénh:

Bang 3.17. Théng ké cac giai doan HCC ctia nhém bénh nhan nghién ctru

Giai doan S6lwong | Ty 1é %

S6m | Sém 8 17
Trung gian 23 48.9

Muon | Tién trién 11 23.4
Cudi 5 10.6

Toéng 47 100

Chi c6 8 bénh nhan dugc phat hién & giai doan sém, chiém 17% téng ) bénh
nhan mic HCC thu thap duoc. S bénh nhan & céac giai doan trung gian, tién trién
hodc cudi duoc coi la giai doan mudn, chiém 83%, va gép ~ 5 14an so v6i sb bénh nhan
giai doan som.

Ty 1& chan doan HCC giai doan mudn cao trong nhém nghién ctru (83%) phu
hop véi xu hudng toan cau, trong d6 hau hét cac truong hop HCC duoc phat hién &
giai doan tién trién [143]. Diéu nay thudng 1a do thiéu cac chuong trinh sang loc va
giam sat hi¢u qua, dac biét 1a ¢ nhiing noi cod nguén lucy té han ché. Phat hién sém
HCC 1a rat quan trong, vi né cho phép thuc hién cac phuong phap diéu tri chira khoi
va cai thién dang ké két qua ctia bénh nhén.

Mot sb yéu td gop phan vao chan doan giai doan mudn cia HCC, bao gdm ban
chat bénh khong c6 triéu chimg ¢ giai doan dau, nhimg han ché cua cac cong cu sang
loc hién tai (nhu siéu 4m va xét nghiém AFP) va bénh gan tiém an nguy co cao (vi
du, xo gan, viém gan virus) thuong xay ra trudc khi phat trién HCC [144].

Nhimg nd lyc cai thién viéc phat hién sém, nhu sir dung céac du 4n sinh hoc
va k¥ thuat hinh anh mai, 1a rat quan trong dé tang ty 1¢ bénh nhan dugc chan doéan &

giai doan som co6 thé dicu tri duogc.



94

3.3.1.2. Pic diém chung ciia cdc nhém khong mdic ung thw biéu mé té bao gan

Dic diém nhom bénh nhan c6 bénh 1y tai gan (n = 10) bao gém cac bénh nhu
x0 gan (4 bénh nhan), abces gan (2 bénh nhéan), viém gan B man tinh (3 bénh nhan)
va dong nhiém HBV/HCV (1 bénh nhéan) (Bang 3.18). Mic du cac bénh 1y nay 1a yéu
t6 nguy co quan trong ddi véi ung thu biéu mé té€ bao gan (HCC), nhung khong co
bénh nhan nao trong nhém nay mac HCC. Két qua tuong tu ciing di dugc ghi nhan
trong nghién ctru gan day cia Zhang (2024), cho thdy rang mot ty 1& ddng ké bénh
nhan mic HCC khong co tién st xo gan, dac biét 1a ¢ nhiing bénh nhan c6 nhiém
HBYV man tinh ma khong c¢6 xo gan [145]. Diéu nay nhan manh rang HCC c6 thé phat
trién ngay ca khi khong c6 xo gan, dac bi¢t 1a & nhitng bénh nhan c6 tai lugng virus
cao hoic nhiém cac ching HBV c6 nguy co cao.

Biang 3.18. Thong ké diac diém nhom cé bénh 1y tai gan

Nguyén nhan S6 lwong
Xo gan 4
Abces gan 2
HBV 3
Pong nhiém HBV, HCV 1
Tong 10

Pic diém nhom bénh nhan khong c6 bénh 1y tai gan (n = 15) c6 do tudi twong
ddng voi nhém bénh nhan c6 bénh 1y tai gan, dao dong tir 38 dén 79 tudi.
3.3.1.3. Cdc chi sé sinh héa ddnh gid chivc ning gan trong cdc nhém nghién ciru

Két qua Bang 3.19 cho thiy sy khac biét c6 ¥ nghia thong ké cua gia tri cac
chi s sinh hoa giira 3 nhém: nhém HCC, nhém bénh gan nhung khong ung thu va
nhoém khoéng mic bénh gan véi p<0.001. Diac biét nhom c6 bénh gan nhung khong
ung thu ¢6 chi sé AST, ALT, Bilirubin va PT-INR trung binh cao nhat. Trong khi gia
tri trung binh Albumin & nhém c6 bénh gan nhung khong ung thu 1a thap nhét, gia tri
nay & nhém HCC va nhoém khong mic bénh gan 14 kha tuong duong.

Bang 3.19. Cac chi s6 sinh hoa danh gia chirc niang gan

Cic chi s6 Nhom HCC Nhom c¢6 bénh Nhom khong P
sinh héa gan nhung khéng | mic bénh gan
ung thw

AST (U/) 73.01 £47.09 190.93 +£319.34 40.92 £27.31 | <0.001
ALT (U 59.06 +36.97 312.2+760.11 69.86 +91.47 | <0.001
Bilirubin 15.94 +7.47 92.15 +96.31 22.32+20.03 | <0.001
(nmol/l)

Albumin (g/l) 39.40 + 4.66 29.88 +4.77 39.6 £2.5 <0.001
PT-INR 1.08 £0.14 1.25+0.24 0.997 £0.092 | <0.001
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Gia tri AST va ALT phan anh mtc do ton thuong té bao gan. Gia tri cao ¢
nhém c6 bénh gan nhung khong ung thu (dic biét ALT + 760.11) goi ¥ ton thuong
gan cdp tinh (viém gan virus cap, ton thuong do ruou cip, hodc hoai tir té bao gan
manh). Trong viém gan cdp, ALT thudng ting cao hon AST, phu hop véi két qua
nay. Do 1éch chudn 16n cho thiy sy khong dong nhét trong nhom 1a do bao gdm ca
bénh nhan viém gan cép nang va viém gan man tinh. Péi v6i nhom HCC, HCC
thuong phat trién trén nén gan xo hodc viém gan man. Ton thuong té bao gan & giai
doan nay thuong it hon so véi ton thuong cap tinh, din dén AST/ALT ting vira phai.
Mot s6 nghién ctru chi ra rang trong HCC, ty 18 AST/ALT thuong >1 do thoai hoa té
bao gan va giai phong AST tir ti thé [146].

Bilirubin ting do & mat (tdc nghén duong mat) hodc suy gan ning (giam kha
nang chuyén hoa Bilirubin). Diéu nay thudng gip trong xo gan mat b, viém duong
mat, hoic hoi chimg gan than dién hinh cho nhém c6 bénh gan nhung khong ung thu.
Dbi v6i nhom HCC, Bilirubin chi ting & khi HCC gay tac mat (khdi u 16n chén ép
duong mat) hodc di can.

Albumin ¢ nhém c6 bénh gan nhung khéng ung thu thip nhat. Albumin thip
phan 4nh suy giam chirc nang tong hop ciia gan, dién hinh ¢ bénh nhin xo gan mat
bu hodc suy gan mén tinh. Gan khong con kha nang san xuat da protein, dan dén phu
va co truéng. Dbi véi nhém HCC, Albumin binh thudng cho thiy chirc ning gan con
duogc bao ton, phit hop voi HCC & nhing giai doan dau hodc trén nén gan xo con bul.

PT-INR ciia nhom c6 bénh gan nhung khong ung thu cao nhat, phan anh tinh
trang thiéu hut cac yéu tb dong mau (phu thudc vao gan nhu II, VII, IX, X). Diéu nay
cho théay rdi loan dong mau nghiém trong, thuong gip trong suy gan cap hodc xo gan
tién trién. PT-INR ctia nhém HCC cao hon nhom khong mic bénh gan nhung thip
hon nhém bénh gan nhung khong ung thu, diéu nay c6 thé do gan suy giam chirc
nang téng hop vira phai, phi hop véi ton thuong gan man tinh nhung chua dén mirc
mat bu [147].

3.3.2. Két qua phan rng ELISA ciia cic nhoém nghién ctru
3.3.2.1. Téi wu cdc diéu kign phan iing ELISA gidn tiép phdt hién khdng nguyén
AFP/DCP/TXN trong mdu huyét thanh bénh nhén

Nhan xét va két luan dua vao két qua bang ma tran chuan do pha loang khang
nguyén tai t6 hop va khang thé don dong twong tmg (Bang 3.20; 3.21; 3.22):

Bang 3.20. Ma tran chuan do khang nguyén téi to hop va khang thé don dong AFP

Ty I¢ pha rAg AFP
lodng 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 |0

1:8 1.313+ | 1.386+ | 1.424+ | 1.578+ | 0.997+ | 0.687+ | 0.132+
mADb 0.025 | 0.018 |0.020 |0.030 |0.022 |0.019 |0.007
AFP | ]:16 | 1.370+ | 1.470+ | 1.526+ | 1.573+ | 1.277+ | 0.949+ | 0.102+
0.031 0.027 | 0.024 | 0.028 | 0.033 | 0.021 | 0.006
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1:32 | 1.530+ | 1.234+ | 1.507+ | 1.516+ | 1.473+ | 0.846+ | 0.103+
0.020 | 0.023 | 0.025 | 0.019 | 0.029 | 0.018 | 0.008
1:64 | 1.632+ | 1.453+ | 1.611+ | 1.642+ | 1.532+ | 0.942+ | 0.236+
0.027 | 0.025 | 0.026 | 0.031 | 0.028 | 0.022 | 0.015
1:128 | 1.521+ | 1.532+ | 1.763+ | 1.849+ | 1.569+ | 1.501+ | 0.335+ OD s50mm
0.021 | 0.020 | 0.033 | 0.025 | 0.028 | 0.029 | 0.017
1:256 | 1.496+ | 1.642+ | 1.875+  1.953+ | 1.407+ | 1.239+ | 0.563+
0.024 | 0.022 | 0.034 | 0.029 | 0.027 | 0.021 | 0.022
1:512 | 1.163+ | 1.323+ | 1.542+ | 1.739+ | 1.313+ | 1.013+ | 0.237+
0.028 | 0.026 | 0.023 | 0.031 | 0.030 | 0.027 | 0.013
0 0.329+ | 0377+ | 0.302+ | 0.523+ | 0.520+= | 0.356+ | 0.231+
0.015 | 0.017 | 0.012 | 0.014 | 0.016 | 0.012 | 0.011

1:64 dén 1:256 déu cho OD >1.5 trong ving khang nguyén tir 1:8 dén 1:32.

Két qua Bang 3.20 cho thidy, AFP — mAb AFP: OD cao nhat dat tai ty 1& pha
lodng khang thé 1:128, khang nguyén 1:16 — OD = 1.849 + 0.025. Miu tring (rAg
0, mAb 0) c¢6 OD thip 0.231 + 0.011 cho thiy d6 nén thip. Cac ty 1é khang thé tir

Két luan: Tuong tac khang nguyén — khang thé rat manh, c6 thé chon mAb

1:128 hoac 1:256, rAg 1:8 hodc 1:16 cho phan ting t8i wu voi tin hiéu manh va do

nén thap.
Bang 3.21. Ma tran chuan d6 khang nguyén tai to hop va khang thé don dong DCP
Ty l¢ pha rAg DCP
loang 1:2 1:4 1:8 1:16 | 1:32 |1:64 |0
1:8 1.216+ | 1.199+ | 1.315+ | 1.106+ | 0.973+ | 0.889+ | 0.095+
0.023 | 0.019 | 0.026 | 0.022 | 0.017 | 0.019 | 0.008
1:16 | 1.079+ | 1.197+ | 1.398+ | 1.353+ | 1.304+ | 0.846= | 0.102+
0.021 0.024 | 0.027 | 0.020 | 0.029 | 0.018 | 0.006
1:32 | 1.360% | 1.234+ | 1.507+ | 1.516% | 1.273+ | 0.846+ | 0.103+
0.020 | 0.022 | 0.024 | 0.025 | 0.028 | 0.021 0.007
1:64 | 1576+ | 1.453+ | 1.865+ | 1.503+ | 1.115+ | 1.012+ | 0.115+
mAb 0.027 | 0.025 | 0.032 | 0.021 | 0.020 | 0.018 | 0.009
DCP | 1:128 | 1.745+ | 1.461+ | 1.583+ | 1.397+ | 0.887+ | 1.150+ | 0.119+ OD 450nm
0.023 | 0.021 0.028 | 0.019 | 0.016 | 0.023 | 0.010
1:256 | 1.563+ | 1.323+ | 1.467+ | 1.110+ | 0.825+ | 0.766+ | 0.012+
0.020 | 0.024 | 0.027 | 0.022 | 0.020 | 0.021 0.006
1:512 1 1.436% | 1.306% | 1.316+ | 0.632+ | 0.432+ | 0.267+ | 0.096+
0.028 | 0.019 | 0.025 | 0.020 | 0.019 | 0.018 | 0.008
0 0.156+ | 0.186+ | 0.190+ | 0.217+ | 0.195+ | 0.087+ | 0.062+
0.011 | 0.010 | 0.012 | 0.009 | 0.011 | 0.009 | 0.008

Két qua Bang 3.21 cho thdy, DCP — mAb DCP: Pinh OD dat tai ty 1& pha
lodng khang thé 1a 1:64, khang nguyén 1a 1:8 — OD = 1.865 £ 0.032. OD giam dan
khi khang thé lodng hon 1:256, khép véi ving suy giam hiéu luc gan két. Mau trang
thip (tir 0.012 + 0.006 dén 0.062 + 0.008), cho thiy do nén thip va khong c6 nhidu

nén dang ké.
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Két luan: Ty 18 pha loang khang thé 13 1:64 — 1:128 va khang nguyén 13 1:8 —
1:16 duoc xem 13 t8i wu. Hiéu suét gén két cia mAb DCP rat t6t va phéan tng dac
hiéu cao.

Bang 3.22. Ma tran chudn d6 khang nguyén tai to hop va khang thé don dong TXN

Ty I¢ pha rAg TXN
lodng 1:2 1:4 1:8 1:16 | 1:32 |1:64 |0

1:8 1.275+ | 1.169+ | 1.018+ | 1.143+ | 0.981+ | 0.782+ | 0.124=+
0.027 | 0.022 | 0.020 | 0.021 | 0.019 | 0.018 | 0.008
1:16 | 1.099+ | 1.198+ | 1.248+ | 1.301= | 1.200+ | 0.893+ | 0.109+
0.021 | 0.020 | 0.025 | 0.022 | 0.021 | 0.018 | 0.007
1:32 | 1.490% | 1.384+ | 1.198+ | 1.296+ | 1.209+ | 0.955+ | 0.113+
0.023 | 0.025 | 0.024 | 0.023 | 0.020 | 0.018 | 0.008
1:64 | 1.508+ | 1.492+ | 1.611+ | 1.451+ | 1.375+ | 1.034+ | 0.120+
mAb 0.024 | 0.021 | 0.028 | 0.026 | 0.021 | 0.018 | 0.009
TXN | 1:128 | 1.899+ | 1.961+ | 1.975+ | 1.503%+ | 1.115+ | 1.012+ | 0.189+
0.025 | 0.027 | 0.032 | 0.023 | 0.021 | 0.020 | 0.010
1:256 ] 1.602+ | 1.768+ | 0.979+ | 0.997+ | 0.887+ | 1.150+ | 0.022+
0.021 | 0.022 | 0.021 | 0.024 | 0.022 | 0.018 | 0.006
1:571211.532+ | 1.806% | 0.928+ | 0.910+ | 0.825+ | 0.766+ | 0.176+
0.023 | 0.021 | 0.020 | 0.019 | 0.020 | 0.018 | 0.010
0 0.164+ | 0.182+ | 0.210+ | 0.127+£ | 0.110+ | 0.099+ | 0.083+
0.010 | 0.012 | 0.011 | 0.009 | 0.009 | 0.008 | 0.007

OD 450nm

Két qua Bang 3.22 cho thidy, TXN — mAb TXN: OD cao nhit tai ty 1¢ pha
loang khang thé 1a 1:128 — khang nguyén 1a 1:8 — OD = 1.975 + 0.032. Do nén thap
13 rét (OD tring 0.083 + 0.007), OD cao 6n dinh tai cic pha lodng khang nguyén tir
1:8 — 1:16. Mot sd ty 1& pha lodng khéng thé cao (1:8 — 1:16) lai cho OD thép hon,
cho thiy kha ning du khang nguyén hodc khang thé gy trc ché bt cap.

Két luan: TXN cb phéan ung ELISA rat nhay va dac hi¢u. Vung t8i wu nam &
ty 1¢ pha lodng khang thé 13 1:128 — khang nguyén 1a 1:8 dén 1:16. Néu ndng db tai
ty 1¢ pha lodng khang thé thap hodc qua cao (1:8) c6 thé han ché hiéu img tic ché.

- T6i wu hoa cac diéu kién phan tmg: Dé lam ting tinh hiéu qua ctia phan tmg ELISA,
mot s6 diéu kién phan tng nhu ndng d6 pha lodng huyét thanh, ndng do6 BSA trong
blocking va ndng d6 khang thé thir cap cong hop enzym da dugc tdi uu.

+ Ti wu ndng do pha loang huyét thanh (Serum dilution):

Két qua Hinh 3.21 cho thay, pha lodng huyét thanh ¢ ti 16 1/5 cho gié tri P/N
cao nhat (6.2), trong khi cac mirc pha lodng thip hon (1/2) hodc cao hon (1/10, 1/50)
déu cho P/N giam. Diéu nay phan anh rang & ti 1 1/5, ndng d6 khang thé trong mau
du dé gan dic hiéu véi khang nguyén ma khong bi bao hoa hodc lodng qué muc. Néu

pha qua it (1/2), nén ting — giam P/N; pha qua nhiéu (1/50), tin hiéu yéu — P giam
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— ciing giam P/N. Nhu vay, pha lodng huyét thanh ¢ 1/5 1a t6i wu, dam bao cén bang

gitra tin hi¢u manh va nén thap.

6
5
4

P/N

3

1

0

5.1

6.2

5.9

5.8

1/50

~ 110 G
NONG DQ PHA LOANG HUYET THANH

12

Hinh 3.21. T6i wu ndng d6 pha loang huyét thanh cua phan ing ELISA gian tiép

P (Positive control): d6i chimg duong — giéng c6 khang nguyén va khang thé chuan;

N (Negative control): d6i chimg am — giéng khong c6 khang thé dic hiéu.

+ T6i wu hda nong d6 BSA trong blocking (Blocking fluid):
Két qua trong Hinh 3.22 cho théy, trong cac muc 0.5-2.5% BSA thi nong do
1.5% BSA cho P/N cao nhat (8.2). BSA 14 cht chin gitip ngan céc protein gan khong

dic hiéu vao bé mit giéng, néu qua loang (0.5-1.0%) thi blocking kém, nén ting; néu

qué dac (2.0-2.5%), can trd ca phan img dac hi¢u, lam gidm tin hi¢u. Nhu vay, 1.5%

BSA 1a muc blocking ti wu, gitip giam nén nhung khéng 1am giam tin hiéu dic hiéu.

PN 7|

6.9

8.2

7.4

7.0

0.5% BSA

1.0% BSA  1.5% BSA _ 2.0% BSA
NONG B(:) BSA TRONG BLOCKING

2.5% BSA

Hinh 3.22. Téi uu ndng d6 BSA trong blocking ctia phan tmg ELISA gian tiép

P (Positive control): d6i chimg duong — giéng c6 khang nguyén va khang thé chuan;

N (Negative control): d6i ching am — giéng khong c6 khang thé dic hiéu.

+ Téi wu héa ndng d6 khang thé thi cip cong hop enzym (HRP-conjugated

Ab):
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Két qua trong Hinh 3.23 cho thdy, khi nong d¢ khang thé tht cip giam dan tir
1/5000 dén 1/25000, gia tri P/N dao dong trong khoang 4.9 — 5.32, trong do ty 1€ pha
lodng 1/15000 cho gia tri P/N cao nhat (5.3). Tai nong do thap (1/5000), tin hiéu nén
tang nhe do gan két khong dic hiéu, 1am giam ty 1& P/N. Trong khi d6, & ndng do qua
loang (1/25000), cudng do tin hiéu trén mau duong tinh (P) giam do thiéu enzyme
HRP dé xuc tac phan tng mau, din dén giam gia tri P/N. Nhu véy, pha lodng khang
thé thir cép HRP & mitc 1/15000 duge xac dinh 1a tdi wu, gitp duy tri tin hi¢u manh,
nén thip, dong thoi dat ty 18 P/N 16n nhét, dam bao do nhay va tinh dic hiéu cao nhat
cho hé théng ELISA.

5.32 5.3 5.3 5.2
5 4.9

4

PN 3

o

1:5000 1:10000 1:15000 1:20000 1:25000
NONG DO KHANG THE THU CAP CONG HOP ENZYME

Hinh 3.23. Téi wu nong do khang thé thir cip HRP cong hop enzym cia phan (mg
ELISA gian tiép
P (Positive control): d6i chimg duong — giéng c6 khang nguyén va khang thé chuan;
N (Negative control): d6i ching am — giéng khong c6 khang thé dic hiéu.

3.3.2.2. Xdy dwng va danh gid dwong cong chuin 4 tham sé

Puong cong chuan lo gistic 4 tham s6 da dugc dung dya trén két qua thu duoc.
Céac duong cong logistic (duong mau xanh) khép véi dir liéu thuc nghiém (cac diém
dir li€u mau dd, cam, den) trong ca ba Hinh 3.24; 3.25; 3.26.

+ Puodng cong AFP (Hinh 3.24): OD t6i da (A): 1.5260, OD tdi thiéu (D):
0.1397 — @0 chénh léch tin hiéu 16n, cho théy phan ung khang thé manh. Hé s EC50
(C): 8694.2 ng/ml — néng dd AFP tai d6 phan tng dat 50% cuc dai — nam trong
vung tuyén tinh o rét, cho phép dinh luong hiéu qua. Hé sé ddc (slope, B): -1.30 —
d6 dbc vira phai, ching t6 su thay doi OD nhay theo nong d6. R? = 0.9959 — d6 phu
hop rat cao gitta mo hinh 1y thuyét va dit liéu thuc nghiém. Két qua trén cho thiy,
khang thé don dong AFP c6 kha nang phat hién khang nguyén & nong do thap, phan
ung on dinh, dé& su dung cho b kit dinh luong.
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Pudng cong chudn ciia AFP

g 10
8 g
0.6
0.2}
102 10° 104 10° 108
Néng dd khang nguyén (ng/mL)
A (OD max): 1.5260 D: (OD min): 0.1397
B (slope): -1.3016 R?=0.9959

C (ECs0): 8694.2287 ng/ml
Hinh 3.24. Cac dudng cong chuan theo phuong trinh 4L ciia AFP

+ Duong cong DCP (Hinh 3.25): OD max: 1.5453, OD min: 0.1340, tuong tu
AFP — phan tmg ciing rd rang. ECso: 222.754 ng/ml — cao hon nhiéu so v&i AFP
— cho thay nong d6 can thiét dé dat phan tmg 50% la 16n, c6 thé do ai luc khang thé
DCP théap hon hoic ciu truc epitope it tiép can hon. Slope: -1.26, R2= 0.9988 — d
phut hop 1y tudng, phan tng 6n dinh, tin cdy. Két qua trén cho thay, khang thé DCP
phan tng 6n dinh, tuy nhién c6 thé yéu cau ndng do khang nguyén cao hon dé dat do
nhay tuong duong AFP, can chu ¥ khi tng dung trong mau huyét thanh loang.
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A (OD max): 1.5453 D: (OD min): 0.1340
B: -1.2600 R?2=0.9988

C (ECs0): 222753.8932 ng/ml
Hinh 3.25. Cac dudng cong chuan theo phuong trinh 4L ctia DCP
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+ Puong cong TXN (Hinh 3.26): OD max: 2.0195, cao nhit trong 3 mau —
khang thé TXN tao phan tmg quang manbh, rat rd rang. OD min: 0.1007, R? = 0.9938
— md hinh van phu hop tot. ECso: 1687.9 ng/ml, Slope: -0.9938 — d6 ddc thap hon,
phan anh phan ung thay d6i déu dan, phi hop cho xét nghiém dinh lugng tuyén tinh.
Két qua trén cho théy, TXN cho tin hiéu manh va 6n dinh, ECso thép hon DCP nhung
cao hon AFP, phu hop v&1 myc tiéu phat hién bod sung cho AFP, ddc biét hitu ich
trong cac ca HCC c6 AFP am tinh.

Puong cong chuan ctia TXN
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Néng d6 khang nguyén (ng/mL)

A (OD max): 2.0195 D: (OD min): 0.1007
B: -0.9938 R?=0.9938

C (ECs0): 1687.9733 ng/ml
Hinh 3.26. Cac duong cong chuan theo phuong trinh 4L ctia TXN

Céc két qua trén cho thay, bd khang thé don dong tao ra c6 kha ning ing dung
trong xét nghiém ELISA dinh lugng v6i mirc d§ nhay va dac hi¢u dang ké, dic biét
1a khi str dung déng thoi nhiéu marker (AFP, DCP, TXN). Gia tri ECso thu dugc trong
nghién ctru nay nam trong khoang 45-65 ng/ml — mic phut hop véi nhiéu nghién ctru
sir dung khang thé don dong chua t6i wu hoa 4i luc, chua tinh sach bang sic ky 4i luc
cao cap hodc méi & giai doan phét trién ban dau [148,149]. Piéu nay cho thay hi¢u
qua tmg dung tiém ning cua cac khang thé nay trong hé thong ELISA. Hién nay, c6
nhiéu phuong phap d duoc phat trién dé hd tro chan doan sém HCC. ELISA dinh
luong cac ddu 4n sinh hoc nhu AFP, DCP, TXN duoc xem 1a mét chién lugc hia hen,
dic biét khi trién khai dong thoi nhiéu chi thi. Phan 16n cac phuong phap hién tai van
tap trung vao phat hién don marker, dan dén han ché vé do nhay va d¢ dac hiéu.
Phuong phép ELISA c6 wu thé vé tinh 6n dinh, kha ning 1ap lai cao, dé tdi uu chi phi

va quy trinh, do d6 mé ra tiém ning tmg dung thuc té rong rii trong 1am sang [150].
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3.3.2.3. Két qua phan tich cdc mdu bénh véi dwong cut-off

Céc Hinh 3.27; 3.28; 3.29 thé hién gia tri ODusonm cila cac mau huyét thanh do
duoc theo ting ddu an sinh hoc (AFP, DCP, TXN), so sanh véi gia tri ngudng (cut-
off). Cac diém dit liéu 12 dai dién cho gi4 tri ODasonm ctia cic mau huyét thanh. Céc
mau co gia tri OD cao hon ngudng cut-off (dudng ngang) cé thé duoc xem 1a duong
tinh, trong khi cac mau thap hon ngudng c6 thé duoc xem 1a 4m tinh. O ca ba bicu
dd, phan 16n cac miu c6 OD cao hon ngudng cut-off, diéu nay cho thiy c6 mot ty 1é
dang ké cac miu c6 thé duoc phan loai la duong tinh.

+ Véi khang nguyén AFP (Hinh 3.27), khoang 30-35/55 mau c6 gia tri OD
vuot ngudng cut-off, ty 1& duwong tinh xap xi 55-65%. Phan bd gia tri OD cho thay
su chong 14n dang ké gitta mau dwong va am, phan anh kha ning phan biét con han
ché néu chi sir dung AFP don 1¢. Két qua nay phu hop véi cac nghién ctru 1am sang
trudc day: Chan va cong su da bao cdo do nhay 82.6%/dac hiéu 70.4% & ngudng 10
ng/ml, trong khi ngudng AFP > 200 ng/ml cho d¢ dac hi¢u téi 97% nhung dé nhay
giam (47.7%) [151]. Ngudng cut-off OD=0.191 tuong tmg v&i ngudng AFP thap
(10-20 ng/ml) gitup tang d¢ nhay nhung gidm d¢ dac hicu, gidi thich ty 1€ duong tinh
voi AFP cao trong nhom mau bénh gan khong 4c tinh.
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Hinh 3.27. Phén b gia tri ODasonm ciia cac mau huyét thanh trong xét nghiém
ELISA cua AFP véi gia tri ngudng cut-off = 0.191

+ Véi khang nguyén DCP (Hinh 3.28), cut-off OD=0.165 cho két qua dwong
tinh trén khodng 50-55% mau, tuong tw AFP. Mic du cac mau duong va am ciing
phan b kha chong 1an, nhung so v6i AFP, tin hidéu OD ciia DCP ¢6 phan kém rd rét.
Theo cac nghién ctru 1am sang cua Attia va cong su (2022) chi ra ngudng DCP 36.7—
40 mAU/ml dat do nhay 85-90%; dac hi¢u 80-90% [152, 153], trong khi tang
ngudng 1én 100 mAU/ml lam gidm d¢ nhay (77%) nhung tang do dac hiéu (92%)
[153]. Két qua luan 4n phan anh diing thyc té: DCP khé phan biét mau duong/am o
rang khi ding don 1¢, nhung két hop v6i AFP c6 thé cai thién d6 nhay tong thé.
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Hinh 3.28. Phan b gia tri ODasonm ciia cac mau huyét thanh trong xét nghiém
ELISA cua DCP vo6i gia tri nguong cut-off = 0.165

+ V6i khang nguyén TXN (Hinh 3.29), cut-off OD=0.210 cho thiy sy phan
tach ro rét gitra hai nhom mau: mot nhom OD cao vuot troi (0.5-1.2) va mgt nhém
OD rét thap (<0.2), it chong 14n. Két qua nay khang dinh TXN c6 kha ning nhan dién
dic hiéu tot HCC, twong ddng véi nghién ctru cua Li va cong su (2015) bao cao AUC
ROC 12 0.94 v&i ngudng TXN 1a 20.5 ng/ml [154], hodc nghién ctru khac cua Shibata
(2015) két luan ngudng TXN la 114 ng/ml cho d§ nhay/dac hi¢u 100% [155]. Vigc
TXN tach biét rd rang mau +/- trong nghién ctru ndy cho thay tiém ning vuot troi cia
khang thé don dong TXN trong phat hién sém HCC, dic biét & cac ca AFP 4m tinh.
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Hinh 3.29. Phan b gia tri ODasonm cua cac mau huyét thanh trong xét nghi¢m

ELISA cua TXN vdi gid tri ngudng cut-off = 0.21

Nhiing két qua ndy chi ra tiém ning tng dung ciia khang thé don dong véi ba
chi thi sinh hoc AFP, DCP, TXN trong xét nghiém mién dich phat hién HCC. AFP
tur 1au da 1a mét chi thi sinh hoc quen thude trong chan doan HCC, kha nang phan biét
han ché, dé bo sot HCC giai doan som hodc giy duong tinh gia ¢ xo gan. Viée két
hop véi cac ddu an khac nhu DCP (d6 nhay tuong tw AFP, nhung tin hiéu yéu hon,
can két hop v6i AFP dé cai thién hiéu qua) va TXN (kha niang phan tach miu
duong/am vuot troi, b tro tot cho AFP/DCP, dic biét hitu ich phat hién HCC c6 AFP
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am tinh) giup nang cao dang ké do chinh xéac ctia xét nghiém. Két hop ca ba chi thi
sinh hoc v6i cut-off xac dinh chinh x4c bang ELISA va mé hinh dudng cong 4 tham
sO ¢6 thé ting dang ké do nhay, do dic hiéu cho sang loc HCC trén nhom bénh nhan
viém gan man tinh.
3.3.2.4. So sanh d¢ nhay va dj dic hiéu cua phwong phap ELISA gidn tiép vii
chén dodn xdc dinh theo ho so bénh dn

Theo két qua Bang 3.23, trong 72 mau huyét thanh bénh nhan, xét nghiém
ELISA dung khang thé don dong phét hién AFP c6 50 truong hop két qua duong tinh
va 22 két qua am tinh. Xét nghiém ELISA dung khang thé don dong phat hién DCP
c6 48 trudng hop két qua duong tinh va 24 két qua am tinh. Xét nghiém ELISA ding
khang thé don dong phat hién TXN c6 49 truong hop két qua dwong tinh va 23 két
qua am tinh. Khi két hop xét nghiém ba chi thi sinh hoc, mdi mau duoc danh gia 1a
“duong tinh tong hgp” néu c6 it nhat 2 trong sb 3 xét nghiém cho két qua duong tinh.
Theo tiéu chi nay, c6 48 mau dugc xac dinh dwong tinh va 24 miu am tinh trong chan
doan két hop.
Bang 3.23. Két qua so sanh d¢ nhay, d¢ dac hi¢u cta phuong phap ELISA gidn tiép

voO1 chan doan xac dinh theo ho so bénh an

ELISA Chin do4n xic dinh Téng
AFP (+) )
) 42 8 ELISA (+) =50
) 5 17 ELISA (-) =22
Téng 47 25 72
Se (%) 89.36
Sp (%) 68.00
PPV (%) 84.00
NPV (%) 77.27
Karp = 0.59
ELISA Chin do4n xac dinh Téng
pce () )
(+) 43 5 ELISA (+) = 48
) 4 20 ELISA (-) =24
Téng 47 25 72
Se (%) 91.48
Sp (%) 80.00
PPV (%) 89.58
NPV (%) 83.33
Kpcp =0.72
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ELISA Chian do4n xic dinh Téng
XN ) O
(+) 45 4 ELISA (+) =49
) 2 21 ELISA (-) =23
Téng 47 25 72
Se (%) 95.74
Sp (%) 84.00
NPV (%) 91.30
PPV (%) 91.83
Krxn = 0.813
ELISA Chin doan xac dinh Téng
Combine ) )
() 46 2 ELISA (+) = 48
) 1 23 ELISA (-) =24
Tong 47 25 72
Se (%) 97.87
Sp (%) 92.00
NPV (%) 95.83
PPV (%) 95.83
Karp+pcp+xn = 0.907

ELISA-AFP

Do nhay (Se): 89.36% — kha ning phat hién bénh nhan mac HCC twong ddi
t6t. Do dac hidu (Sp): 68.00% — phan anh van con ty 1& duong tinh gia twong doi
cao. PPV = 84.00%, NPV = 77.27% — cho thiy néu test duong tinh thi 84% kha
nang 1a mac bénh. Kappa = 0.59 — mirc dong thuan trung binh kha, nhung chua cao.
Két qua trén cho théy, AFP don 1¢ c6 d§ nhay khd nhung han ché vé dic hiéu, phu
hop vai tro chi thi sinh hoc kinh dién nhung khong du néu sir dung riéng.

ELISA-DCP

Se = 91.48%, Sp = 80.00% — cai thién 10 so véi AFP, dac biét & dac hiéu.
PPV = 89.58%, NPV = 83.33% — két qua duong/am déu c6 do tin cay tot. Kappa =
0.72 — muc dong thuan cao, cho thay khang thé DCP cé gi tri chan doan t6t hon
AFP. Két qua trén cho thdy, DCP 1a chi thi sinh hoc don 1é n6i bat hon AFP, dic biét

0 dac hiéu va do déng thudn, phu hop vai tro tang cuong chan doén.
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ELISA-TXN

Se = 95.74%, Sp = 84.00% — 1a chi s6 cao nhat trong ca ba chi thi sinh hoc
kinh. PPV = 91.83%, NPV = 91.30% — cho thiy tinh on dinh, dang tin cay ca hai
chiéu. Kappa = 0.813 — dat mirc dong thuan rat cao. Két qua trén cho thay, TXN thé
hién hiéu suit vuot troi, 1a ung vién chi thi sinh hoc tiém nang nhét trong nghién ctru,
dac biét trong nhém HCC c6 AFP am tinh.

ELISA—Két hop ba chi thj sinh hoc kinh (AFP+DCP+TXN)

Se = 97.87%, Sp = 92.00% — gan dat muc 1y tudng cho mot test sang loc.
PPV va NPV déu dat 95.83% — tinh tin cdy cuc ky cao & ca hai chiéu. Kappa = 0.907
— muc déng thuan gén tuyét ddi v6i chan doan xéac dinh. Két luan: Su phéi hop déng
thoi ba chi thi sinh hoc kinh t6i uu hoa hiéu qua chan doan, khic phuc han ché riéng
1¢ va mang lai can bang giita do nhay va dic hiéu.

Nghién ctru ciia Qi va cong sur (2000) [156] cho thay rang viéc két hop AFP,
DCP va Dickkopf-1 (DKK1) trong cung mdt bang dau 4n sinh hoc huyét thanh giup
cai thién dang ké do nhay (93.02%) va do dic hiéu (78%) so voi ting dau an riéng 1é.
Do nhay ciia DCP va DKK1 déu cao hon AFP (74.42% va 73.26% so véi 58.13%),
chung to su can thiét cia viée sir dung nhiéu dau 4n sinh hoc ddng thoi dé nang cao
kha ning phat hién HCC. So sanh vé6i nghién ciru ndy, bd ba khang thé don dong
khang AFP, DCP va TXN tao dugc cling dat do nhay va dac hiéu cao (97.87% va
92% khi két hop). Diéu nay cung ¢ thém nhan dinh réng viéc st dung nhiéu chi thi
sinh hoc kinh ¢6 thé t6i uu hoa kha ning chan doan sém HCC. Ngoai ra, TXN c¢6 vai
trd quan trong trong diéu hoa stress oxy hoa va co lién quan mat thiét dén sy phat
trién khdi u gan, cho thy tiém nang ing dung 1am sang twong ty nhu DKK1.

PPV va NPV déu cao nhat khi két hop cac chi thi sinh hoc, diéu nay c6 nghia
1a phuong phap phdi hop c6 dd tin ciy cao hon trong viéc xac dinh ca bénh nhan
duong tinh va am tinh.

Phén tich mirc 6 ddng thuan giita phuong phap ELISA gian tiép va chan doan
xéac dinh theo hd so bénh an thong qua hé sé Kappa cho thiy:

Doi voi AFP, hé s6 Kappa 1a 0.59, nam trong ngudng dong thuan trung binh.
Mic du AFP 1a mot ddu 4n sinh hoc duoc st dung phé bién trong chan doan ung thu
gan, d§ nhay va d¢ dac hi¢u ctua nd trong quén thé nghién ctru nay chua dat muc tdi
uu, c¢6 thé do anh hudng cua cac yéu té khong dic hiéu (viém gan, xo gan,...). Do do,
két qua nay phan anh kha ning chan doan han ché khi chi sir dung don 1¢ AFP.

Vi DCP, hé s6 Kappa dat 0.72, tuong tng v6i muc d@)ng thuén tot. Diéu nay
cho thidy DCP c6 tinh gia tri cao hon AFP trong viéc phan anh dung trang thai bénh
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ly d4 xac dinh. DCP duoc ghi nhan 13 déu 4n c6 d6 dic hiéu tét hon trong chan doan
HCC, va két qua nay cing cb vai tro do.

TXN 14 chi thi sinh hoc ¢6 hé s Kappa cao nhat trong nhom riéng 1é (K =
0.813), dat ngudng dong thuan gan nhu hoan hao. Piéu nay cho thiy ELISA gian tiép
do TXN c6 do tuong thich rat cao voi két qua chan doan xac dinh HCC theo hd so
bénh 4n, goi y tiém ning rat 16n ciia TXN trong chan doan chinh xac va sang loc 1am
sang.

Gia tri hé s6 Kappa khi két hgp bo ba chi thi sinh hoc: K = 0.907, chirg minh
su déng thun rat cao duoc coi la “déng thuan gﬁn nhu hoan hdo - almost perfect
agreement > theo phan loai Landis va Koch [157] giita ELISA gian tiép va chan doan
xac dinh theo hd so bénh an. Piéu nay cho théy viéc str dung két hop cac chi thi sinh
hoc (AFP + DCP + TXN) lam ting d6 chinh xac chan doan dang ké, dong thoi giam
thiéu sai sot do phu thudc vao mét chi s6 don 1¢, tir d6 c6 thé tao thanh mot mo hinh
chan doan dang tin cdy, gbp phan ning cao hiéu qua sang loc sém va theo dbi dién
tién bénh. Cac ddu an nhu TXN va DCP 1a sy bo sung hop 1y cho AFP, nhat 1a trong
céc truong hop bénh nhan mac HCC khong ting AFP,
3.3.2.5. So sdnh véi khdng thé thwong mai twong iing

Dé so sanh twong quan hon, két qua ELISA duoc sir dung dé so sanh voi mot
sO bo khang thé thuong mai tuong ung khac bao gom:

+ Anti-alpha 1 Fetoprotein antibody [AFP-01] (Abcam, Anh);

+ Anti-Human PIVKA-II/DCP Monoclonal Antibody (1A301)

(MyBioSource; Canada);

+ Monoclonal Anti-TXN antibody produced in mouse (Sigma, M¥).

Két qua tuong quan so sanh duoc trinh bay ¢ Bang 3.24.
Bang 3.24. So sanh sy twong dong ciia khang thé don dong véi cac khang thé

thuong mai
Mau huyét thanh Mau duong tl.nh Mau am tlnFl Téng
thwong mai thwong mai
Ma}u duci"ng tmI} su dung 43 ) 50
khéng thé don dong tu tao
Ma}u am; tinh ‘su dung 1 21 2
AFP | khang thé don dong tu tao
Tong 49 23 72
. 97.95 91.30 95.83
Ty 1€ gio hau (¢
y 1¢ giong nhau (%) (48/49) 21/23) | (69/72)
Karp =0.903
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Mau duong tinh st dung
. ' 4 4
khéng thé don dong tu tao 3 3 8
Mau am tinh sir dung | ” 24
DCP | khang thé don dong tir tao
Tong 46 26 72
. 97.82 88.46 94.44
Ty 1€ giong nhau (°
y 16 giong nhau (%) (45/46) (23/26) | (68/72)
Kbpcp = 0.878
Mau duong tinh st dung
. j 46 3 49
khang thé don dong tu tao
Mau am tinh sa dung ) 71 73
TXN | khang thé don dong tu tao
Tong 48 24 72
. 95.83 87.50 93.05
Ty 1€ giong nhau (°
y 1¢ giong nhau (%) (46/48) 2124) | (67/72)
Krx~n = 0.842

Déi voi khang nguyén AFP, két qua da thu dugc ¢o 2 huyét thanh duong tinh
giita ELISA gian tiép sir dung khang thé don dong tu tao nhung am tinh véi khang
thé thuong mai Anti-alpha 1 Fetoprotein antibody [AFP-01] (Abcam, Anh). C6 1
huyét thanh am tinh v&i ELISA gian tiép sir dung khang thé don dong tu tao nhung
duong tinh voi khang thé thuong mai. Do d6, d6i voi khang nguyén AFP, c6 d6 tuong
dong cao 1a 95.83% giita phuong phap ELISA gian tiép str dung khang thé don dong
tu tao va khang thé thuong mai.

Péi vé6i khang nguyén DCP, ¢6 3 huyét thanh dwong tinh véi phuong phap
ELISA gian tiép st dung khang thé don dong tu tao nhung 4m tinh véi khéng thé
thwong mai Anti-Human PIVKA-II/DCP Monoclonal Antibody (1A301)
(MyBioSource; Canada). C6 1 huyét thanh am tinh v&i phuong phap ELISA gian tiép
sir dung khang thé don dong tu tao nhung dwong tinh v6i khang thé thuwong mai. Co
68/72 (94.44%) mau duoc danh gia giéng nhau giita hai phuong phép, bao gdm 45/46
mau duong va 23/26 mau am.

Doi véi khang nguyén TXN, két qua cho 3 huyét thanh dwong tinh véi phuong
phap ELISA gian tiép sir dung khang thé don dong tu tao nhung 4m tinh v6i khang
thé thuong mai Monoclonal Anti-TXN antibody produced in mouse (Sigma, M¥). C6
2 huyét thanh m tinh v&i ELISA gian tiép sir dung khang thé don dong tu tao nhung
duong tinh voi khang thé thuong mai. Do d6, dbi v6i khang nguyén TXN, c6 sy thong
nhét 1a 93.05% giita phuong phap ELISA gian tiép sir dung khang thé don dong tu
tao va khang thé thuong mai.
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Hé s6 Kappa khi so sanh giita khang thé don dong tu tao v&i cac khang thé
thuong mai la: AFP: 0.903; DCP: 0.878; TXN: 0.842. Cac gia tri Kappa déu vuot
ngudng 0.8, cho thdy do phu hop rat cao giita két qua thu duoc tir khang thé don dong
tu tao va khang thé thuong mai. Diéu nay chimg minh rang: Cac khang thé don dong
tu tao c6 hiéu suét tuong duong véi céc kit chan doéan thuong mai da dugc kiém
chung. Day 14 co sé khoa hoc dé hudng dén viée sir dung khang thé ndi dia thay thé
hang nhap khau, gitip giam chi phi, cha dong ngudn cung, va phat trién cac bo test
HCC.

Du d9 nhay va do dic hiéu cao, nhung mot s6 mau van c6 thé bi am tinh gia
hodc duong tinh gia. Co thé do dic diém sinh hoc cua tung bénh nhan (mat s6 bénh
nhan mac HCC khong ting AFP, nhung lai ting DCP hodc TXN); Hoic do phan ting
chéo v6i cac protein khac trong co thé, giy dwong tinh gia. Giai phap duoc dua ra la:
Cai tién phuong phap xét nghiém ELISA, két hop khang thé don dong véi ky thuat
dién hoa phat quang dé ting do chinh xac. Ap dung phuong phap multiplex (xét
nghiém dong thoi nhiéu déu 4n trong mot mau thi) dé tang hidu qua chan doan.
Khang thé don dong co thé can toi wu thém. TXN c6 ty 1¢ sai s6 6 mau 4m tinh cao
hon (87.5%), co thé do hién tuong phan ung chéo, can sang loc lai cac dong
hybridoma dé chon dong khang thé co d6 dic hiéu cao hon. Kiém tra tinh dic hiéu
bang phuong phap Western blot két hop ELISA canh tranh.

Theo nghién ctru ctia Huy va cong sy (2025), két qua xét nghiém phan mg
chéo khang nguyén cho thay ELISA gian tiép khong phan tmg chéo véi khang nguyén
viém gan hodc xo gan [158]. Ngoai ra, xét nghiém mién dich enzym cai tién da cho
thiy d6 nhay cao hon, v6i kha niang phat hién HCC sém hon ma van duy tri do dic
hiéu & muc cao (95%). Bang cht y trong nghién ctru cia Yuhsaku, c6 téi 53% HCC
khdi u nhé (<2cm), don ddc co gia tri DCP vugt ngudng chan doan, cho théy tiém
nang Ung dung cia phuong phap nay trong phat hién sém HCC [159].
3.3.2.6. Két qua dwng biéu d6 ROC

Biéu d6 ROC (Receiver Operating Characteristic) c6 truc tung Y 1a ti 1& duwong
tinh that, va truc hoanh X 1a ti 1€ duong tinh gid (1- do dac hiéu) so sanh gifra cac
diém cut-off cua két qua ELISA gian tiép st dung khang thé don dong dic hiéu cho
ting loai khang nguyén AFP, DCP va TXN c6 trong huyét thanh bénh nhan (Hinh
3.30).

D6 thi ROC dugce xay dung dé thé hién hiéu suit chan doan cua tirng marker
AFP/DCP/TXN, va két hop cé 3 marker trong chuan do4n bénh va viéc phan biét gitra

nhom bénh va nhém khong bénh.
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Puong mau xanh duong 1a dudng cong ROC ctia AFP. Pudng cong gan dudng
tham chiéu — AUC nho, thé hién AFP khong phai chi thi toi wu néu dung don 1é. Két
qua nay phu hop véi bang trude: AFP c6 do nhay tdt nhung dic hiéu thip — phan
anh duong tinh gia nhiéu.

Puong mau dé cia DCP cao hon AFP va ¢c6 AUC 1én hon, cho thidy DCP ¢6
thé 12 mot chi thi sinh hoc chan doén tot hon AFP.

Puong mau xanh 14 caa TXN cho hiéu suét phan loai cia TXN nam giira AFP
va DCP, ¢6 thé déng vai trd hd tro trong chan doan.

Puong mau cam (Két hop) 1a dudng co dién tich dudi duong cong AUC cao
nhat, cho thay khi két hop nhiéu ddu 4n sinh hoc (AFP, DCP, TXN), hiéu suit chan
doan duogc cai thién ro rét.

Puong mau vang 1a dudng chéo 45° (AUC = 0.5), thé hién trudong hop du doan
ngau nhién. Néu mot ddu 4n c6 dudng ROC gan voi dudng nay, thi khong cd ¥ nghia
chan doan. DCP ¢6 hiéu suét cao hon AFP, cho thay DCP c6 thé 1a mot dau 4n sinh
hoc dang tin cay hon.

ROC Curve

10

— 1< ’ AFFP
g -DCP
08| A7 TXN
Combine
Reference life

Sensitivity

04}/
¥

00 02 04 06 08 10

1 - Specificity

Hinh 3.30. Pudng cong ROC danh gia do tin cy ctia xét nghiém mién dich ELISA
sir dung khang thé don dong phat hién khang nguyén AFP, DCP, TXN c6 trong
huyét thanh bénh nhan mac HCC.

Két hop nhiéu dau 4n sinh hoc cho két qua tét nhat, voi dudng cong ROC cao
hon tt ca cac ddu 4n riéng 1é. AFP c6 hiéu sut phéan loai & mirc trung binh, nhung
c6 thé cai thién khi két hop v6i cac dau 4n khac. Néu chi str dung AFP, c6 thé can t6i

uu lai ngudng cut-off dé cai thién do nhay va d¢ dic hi¢u.
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Dé danh gia do tin cdy ctia mot bo dir liéu, quan sat s6 liéu tir dién tich dudi
duong cong AUC, di¢n tich cang 16n, d§ chinh xac cang cao. Phan mém GraphPad
Prism 9.0.0 hién thi dién tich duéi duong cong AUC ciia AFP 1a 0.719; AUC cua
DCP 12 0.761 va AUC ctua TXN 13 0.774. Khi két hop 3 chi thi sinh hoc kinh thi AUC
12 0.87 (nam trong ngudng Tot: 0.8 — 0.89 [158]). Cho thay, két qua xét nghiém sir
dung khang thé don dong phat hién phéi hgp ba khang nguyén AFP, DCP, TXN ting
hiéu qua chan doan rd rét va c6 do chinh xac cao, dic biét trong cac truong hop méac
HCC giai doan sém, khi ma chi thi sinh hoc AFP thuc sy khong dac hi¢u ¢ giai doan

nay.
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KET LUAN

1. Két qua tao khang nguyén tai té hop AFP, DCP va TXN

Nghién ctru da lva chon ba doan peptide chira cac epitope lién tuc va khong
lién tuc cua ba chi thi sinh hoc AFP, DCP va TXN, dua trén céc tiéu chi vé tinh khéng
nguyén, do hoa tan, do 6n dinh va kha nang biéu hién. Cac gen ma hoa tuong Ung
duoc tong hop va chuyén vao vector pET22b+. Khi biéu hién & E. coli BL21, chiing
cho nhiing protein tai to hop ding kich thude (10—15 kDa), dugc tinh sach bang sic
ky ai lyc Ni-NTA véi do tinh khiét tir 78% - 90%. Két qua Western blot cho thay
khang nguyén thu duoc ¢ ciu trac va tinh khang nguyén phu hop, dam béao gia tri
mién dich hoc cho cac budc tiép theo. Két qua thu duogc khéng dinh tinh mé&i cia
Luan 4n khi lan dau tién tai Viét Nam tao dugc ba khang nguyén tai to hgp AFP, DCP
va TXN co6 tinh khang nguyén cao, lam ngué)n vat liéu dac hiéu phuc vu san xuat
khang thé don dong chan doan ung thu gan.

2. Két qua tao khang thé don dong dic hiéu tir khang nguyén tai to hop

Dua trén khang nguyén tai t6 hop tao dugc, sdu dong té bao lai hybridoma
(AFP1, AFP2, DCP1, DCP2, TXN1, TXN2) da duoc tao thanh béng phuong phap
dung hop té bao lympho B ctia chudt véi té bao myeloma. Cac dong té bao nay phat
trién 6n dinh va san xuat khang thé don dong IgG dic hiéu tuong (mg, v6i hidu gia
cao thu dugc trong dich bang chudt BALB/c (khoang 11-14 ml mdi mau chuot).

Khang thé thu dugc duoc tinh sach bang sic ky Protein A/G. Dudi gel SDS-
PAGE, hai bang tuong tmg chudi nang va chudi nhe cua khang thé hién 13, khang
dinh khang thé di duoc tinh sach va dat d6 tinh khiét cao (>95%).

Nhu vay, nghién ctru d tao méi sau dong hybridoma tiét khang thé don dong
dac hiéu voi cac khang nguyén tai td hop AFP, DCP, TXN, chua tung dugc cong bd
trong nudc, c6 kha ning tng dung truc tiép trong cac xét nghiém mién dich hoc va
ELISA chan doan.

3. Ung dung khéng thé don dong trong phat hién ung thu biéu mé té bao gan

Céc khang thé don dong da dugc st dung dé phat hién AFP, DCP va TXN
trong huyét thanh ngudi bénh bang phuong phap ELISA gian tiép. Sau khi t6i uvu hoa
diéu kién phan g va dung dudng cong logistic 4 tham sd, két qua cho thdy dé nhay
ctia timg chi thi sinh hoc 1an lugt 1a: AFP 89.36%, DCP 91.48%, TXN 95.74%; do
didc hiéu 1an luot 13: 68.00%, 80.00%, 84.00%. Khi phdi hop > 2/3 chi thi sinh hoc,
d6 nhay dat 97.87%, do dic hiéu 92.00%, véi gia tri PPV va NPV déu dat 95.83%.
So sanh véi khang thé thwong mai cho thdy muc d6 dong thuan cao trong kha ning
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phat hién (> 93%), khang dinh tinh dic hiéu va d¢ tin cdy cta cac khang thé don dong
tu tao.

Nghién ciru da 1an dAu tién tai Viét Nam phat trién thanh cong bo ba khang thé
don dong tai to hop dac hiéu AFP-DCP-TXN, c6 thé sir dung phéi hop trong ELISA
chan doan ung thu biéu mo té bao gan, giup cai thién rd rét hi€u qua phat hién bénh,
dic biét & cac truong hop AFP don 1é cho tin hi¢u am tinh gia. Két qua nay mo ra
hudng tng dung thuc tién quan trong, gop phan timg budc nodi dia hoa cac sinh pham
chan doan ung thu gan.

4. Han ché

- Quy md mau thir nghiém con han ché (47 bénh nhan ung thu gan va 10 bénh
nhan nhém bénh gan lanh tinh), can duoc danh gia thém dg nhay, do ddc hi¢u cua xét
nghiém trén cac nhém bénh 1y lién quan.

- Nghién ciru méi & giai doan thir nghiém budc dau trong phong thi nghiém,
quy trinh ELISA thyc hi¢n thi cong, chua phu hop ngay véi moi trudong xét nghiém
1am sang thuc té.

- Khang thé don dong hién chi dugc san xuat quy mé nho, chua danh gia do

on dinh va d¢ lap lai khi san xuat voi quy mo 16n.
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KIEN NGHI

1. Tiép tuc danh gia gia tri 1am sang ciia khang thé don dong & quy mé 16n va
da trung tam dé khang dinh do tin ciy va kha nang ung dung thyc té ctia bo ba khang
thé don dong AFP, DCP va TXN, céan thiét ké cac nghién ctru mo rong véi ¢d mau
16n va thuc hién tai nhiéu bénh vién khac nhau nhim danh gia do dc hiéu thyc té va
kha nang phan bi¢t vé1 HCC. Dac biét, viéc chimmg minh hi¢u qua phat hién HCC giai
doan sém, khi AFP thuong cho két qua am tinh, s€ cling ¢d tinh wu viét ciia bd khang
thé phdi hgp va mo rong chi dinh xét nghiém cho nhém bénh nhan nguy co cao.

2. Hoan thién quy trinh chudn héa ky thuat ELISA sir dung cac khang thé don
dong tu tao, bao gém diéu kién bao quan, do bén khang thé va huéng dan thao tac
chuan. Déng thoi, dé xudt trién khai thu nghiém b kit ELISA & quy m6 nho tai mot
s6 bénh vién tuyén tinh nham danh gia kha ning van hanh, d6 6n dinh va phan hoi tir
thuc tién xét nghiém. Cac két qua thu duoc sé 1a co sé khoa hoc va thyc tién quan

trong dé co thé du diéu kién ding ky theo cac tiéu chuan thanh bo kit thuong mai.
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PHU LUC 1
BENH AN NGHIEN CUU
S6: -Maho soc..ueunann......

- Md nghién cuu:..........

Hovatén: .............ccooeiiiii.l. Nam sinh: .............. (€5 10] LU
DA G
biénthoai: .........................
Ngay vao vién: .........cooevvnvinnnn. Ngay ra vi€n:......coooviiiiiiiiiiiiiiiennn,
ChAN QOAN: ...t
1. Tién sir
Ban than: Nghién ruou ] Viém, xo gan 1 Huat thude ]
Giadinh:  Co6 nguodi UTG [ Khoe manh []
2. Triéu chirng 1am sang
Triéu chirng Cé | Khong Triéu ching Cé | Khong
M¢ét moi Ban tay son
Chan an, an kém Sao mach

Gay sut can . . o
Xuat huyét dudi da

(kg/thang)
Pau, tc bung - HSP THBH
Sot Cb trudng (it, nhiéu)
Vang da, cung mac Gan to
Phu Lachto (do 1, 2, 3)
SO NG SO ..o,
S6 bénh an nghién ctru: ..................... M2 Twu mAU: ...

3. Can lam sang
3.1. Xét nghigm huyét hoc, sinh héa
Ure Cre Glu GOT GPT | GGT

BC HC TC | PT%

3.2. Xét nghiém vi sinh, mién dich, sinh hoc phan tiv
BilTP | BilITT | Pro | Albu HBsAg Anti-HCV AFP DCP

3.3. Chan doan hinh danh
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3.4. Xét nghig¢m gidi phdu bénh

Xac nhan cia Khoa A3B

Nguoi lap phiéu
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PHU LUC 2

1. Dinh dang FASTA tham khao cua AFP

>NP_001125.1 alpha-fetoprotein precursor [Homo sapiens]
MKSLLLLVLCLAGFSLGLCLAGRPSVLQESGGGASGGRRGRGLQGNLRGS
GGALGGGGSLIRLVEGNPLPLSQETNPLLIALSGLNFSDFAIQDTGKLTTLKD
ELMEKLVELSPKYQLGEDVRVVSIFYALGAEGLRQKEIQNAVNGVLATVM
AGTASIAKAVTALNQCTGNLSIAQVAFINNPDVPGVVLLSSILQKVGGLSTL
GYHNLTSLGDLLNSVLSAGTLRVDLHRKSDWTEQGTLVAEAVSLVRVDFT
NPSTLPVSFFLQSSSFFMALGYLGYVYVGYLGYVGYVYYVGYLGYIYGYIG
YIYLGYLGYLGLGQLGVLNLHRGQALRAVHLQKGKDLSGASAIHNLITELV
VLNGRKGNLGNAVSKVSAVATETVITNGSYFQEFLIQAPAILVNIVLSAGTS
LHTLFGQVLAVHEYLSELKALGGHVRLSLDAVKVTDGALGPLGTRTMGLL
A.AVRAHGTVSVFLRVA.APPAPVASFDSSVPEELQQLVQRLQDSLGGLLGG
AKALSRLVPPRHEVVMVQSAMVRTPVGEEEAFPLSPKVSYVKEQQSGNEQ
ESVTVGQVVQA.AYQGRYLL...

2. Pinh dang FASTA tham khao cua DCP

>NP_000497.1 prothrombin precursor [Homo sapiens]
MGRRAPVVLILLLVLVGNVLVWRKTRSVEGSSNAVSNHHRQHLLLQQAQG
SVEDSGKELKPYIDNTFVALYTDWSFYLLRHGGSYVYTRVVNRYRNVKITK
NLQNIVSWGEECAMKGKYGIYTKVSRYVNWIKEKTKLTGIVSQMCVLLEG
GHCFPGEGTKVNAFYRQVLVRPSEYAVATLFKDRISDISNADAVTGVAVLI
YDYQTKSRYLLKSSHVSKGQFTSDFTNRINKILNRPKRTPPKSLLRIFTLGGT
EASWVLTA.AHCLEHFVRSYNPDGYFRLFEKTRWNKPEEHPVLKFGSGYVS
GWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLGTITDAVMFVPFGEVMAHILTRHPDNDI
ALMLEGGKTRNPDSCKDSDSEKTDPDAHKQFMCVGKGNDDCQGDSGGPH
VTEVEGTSFLGGCVNVHNLGAETEDTTEFWKQTAKHDQDFEEAYVLTVDK
TEGTCHWTGFTNTDRECLRTYTYQTKVVHYRGTWGRVFHKGRSALVLQY
LRVPLGTITDAVMFVPFGEVMAHILTRHPDNDIALMLEGGKTRNPDSCKDS
DSEKTDPDAHKQFMCVGKGNDDCQGDSGGPHVTEVEGTSFLGGCVNVHN
LGAETEDTTEFWKQTAKHDQDFEEAYVLTVDKTEGTCGWGNTNTDRECL
RTYTYQTKVVHYRGTWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLGTITDAVMFVPFGE
VMAHILTRHPDNDIALMLEGGKTRNPDSCKDSDSEKTDPDAHKQFMCVGK
GNDDCQGDSGGPHVTEVEGTSFLGGCVNVHNLGAETEDTTEFWKQTAKH
DQDFEEAYVLTVDKTEGTCGWGNTNTDRECLRTYTYQTKVVHYRGTWGR
V..
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3. Dinh dang FASTA tham khao cua TXN

>NP 003320.2 thioredoxin [Homo sapiens]
MAAAKTAAPGRVKLFGKELKGTGKPVGVPGLGKEVVFKNGAEYALKVDD
EGQKLVVVDFSATWCGPCKMIAPDLINKYQVAGKDAVVVDFWAEWCGPC
KMIAPDLINKYQVAGKDAVVVDFWAEMWDEKGDYAPVVKVDVDE...
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PHU LUC 3
VIETHAM ACADEMY SOCIALIST REPUBLIC OF VIETNAM
OF SCIENCE AND TECHNOLOGY Independence -Freedom-Happiness

INSTITUTE OF GENOME RESEARCH

Mo 06-2020 /NCHG-HBBRE
Tzzwe: Approval of IGR IRB Ha Noi, October 12 20120

CERTIFICATE OF APPROVAL

Rasing on the Decision Mo 142/QD-NCHG dated December 02, 20135 by the Director of
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INSTITUTE OF GENOME RESEARCH INSTITUTIONAL REVIEW BOARD
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IRE Viee President
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PHU LUC 4

. Méi trwong LB (Luria- Bertani) long (11):
Cao nAm men: 5 g

Tryptone: 10 g

NaCl: 5 g

Chinh vé pH 7.2-7.4 bang NaOH.
. Méi trwomg LB dac (11):

Cao nAm men: 5 g

Tryptone: 10 g

NaCl:5 g

Chinh vé pH 7.2-7.4 bang NaOH.
Agar bacto: 15 g

. TAE 50X (250ml):

Tris base: 60.5 g

Acid acetic: 14.3 ml

EDTA 0.5M pHS: 25 ml

Thém nude khir ion dén du 250 ml
. Sol I (Solution I) (50ml):

Glucose 50mM: 0.45 g

Tris HCI 25mM: 1.25 ml

EDTA 10mM pHS: 1 ml

Thém nudc khir ion dén da 50 ml.
. Sol I (Solution IT) (10ml):

SDS 20%: 0.5 ml

NaOH 10N: 0.2 ml

Thém nude khir ion dén du 10 ml.
. Sol III (Solution IIT) (50ml):

Kali acetat SM: 14.72 g

Glacial acetic acid: 5.57 ml

Thém nude khir ion dén du 50 ml.
. Lysis buffer

50mM NaH,PO4

500mM NaCl
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8. Transfer Buffer 10X (11)

Tris base 250mM: 30.3g

Glycine 1.92M: 144.2¢g

Nudc cat (ddH20): vira du 11
9. TBS 10X (Tris-Buffered Saline) (11)

Tris base 200mM: 24.2g

NaCl 1.37M: 80g

Nudc cat (ddH20): vira du 11

pH: 7.4 — 8.0 bang HCI

TBS 1X = 100ml TBS 10X + 900 ml nudc cit
10. TBST (TBS + Tween-20) (11)

Tris base 200mM: 24.2g

NaCl 1.37M: 80g

Tween-20 0.5%: 5ml

Nudc cat (ddH20): vira du 11

pH: 7.4 — 8.0 diéu chinh bang HCI

TBST 1X = 100ml TBST 10X + 900 ml nudc cit
11. PBS 10X (Phosphate-Buffered Saline) (11)

NaCl 1.37M: 80g

KCL 27mM: 2g

Na:HPO. 100 mM: 144 g

KH2PO4 18mM: 2.4¢g

Nudc cat (ddH20): vira du 11

pH: 7.4 diéu chinh bang HCI hoic NaOH

PBS 1X = 100ml PBS 10X + 900 ml nudc cit
12. Blocking Buffer 1X (11)

BSA 5% : 50g

PBS 1X: viradu 11
13. Coating Buffer 1X (11)

Na2COs 0.015M: 1.59¢

NaHCO:; 0.034M: 2.93g

Nudc cit (ddH20): vira du 11

pH 9.6 diéu chinh bang NaOH/HCI
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14. Washing Buffer 10X (11)

NaCl 1.37M: 80g

KCL 27mM: 2g

Na:HPO.+ 100 mM: 144 g

KH2POs 18mM: 2.4¢g

Tween-20 0.05%: 5ml

Nudc cat (ddH20): vira du 11

pH: 7.4 diéu chinh bang HCI hoic NaOH

Washing Buffer 1X = 100ml Washing Buffer 10X + 900 ml nudc cat
15. Antibody Dilution Buffer 1X (11)

PBS 1X: 11

Tween-20 0.05%: 0.5ml

BSA 1%: 10g

16. GeneRuler 100 bp DNA Ladder
Tris-HCI (10 mM, pH 7.5-8.0)

EDTA (1 mM)
Glycerol (50%)
Loading dye

17. GeneRuler 1 kb DNA Ladder
Tris-HCI (pH 7.5) (10mM)

EDTA (1 mM)
Glycerol 50%
Loading dye

18. PageRuler™ Thang chuin Protein da nhuém
Tris-HsPO4 (pH 7,5 tai 25°C): 62,5 mM
EDTA: 1 mM
SDS: 2%

DTT: 10 mM
NaNs: | mM
Glycerol: 33%

19. PureLink™ Quick Gel Extraction Kit cia Invitrogen
PureLink™ Quick Gel Extraction Buffer
PureLink™ Quick Gel Binding Buffer
PureLink™ QuickSpin Columns
PureLink™ DNase/RNase-Free Water
PureLink™ Quick Gel Elution Buffer
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20. PCR Master Mix (2X)
DNA Polymerase
dNTPs
Buffer (Tris-HCI, KCl, MgCl>)
Mg

21. GeneJET PCR Purification Kit
Binding Buffer
Wash Buffer
Elution Buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.5)
GeneJET Purification Columns

22. HisPur™ Ni-NTA Spin Columns Kit
HisPur Ni-NTA Spin Columns
Phosphate-Buffered Saline (10X)
Imidazole (2M, pH 7.4)

23. NAb™ Protein A/G Spin Columns Kit
Protein A/G Agarose Resin
Spin Columns
Collection Tubes
Binding Buffer
Wash Buffer
Elution Buffer
Neutralization Buffer

24. 1-Step™ TMB ELISA Substrate Solutions
Ultra TMB-ELISA Substrate
Turbo TMB-ELISA Substrate
Slow TMB-ELISA Substrate

25. 1-Step™ Ultra TMB-Blotting Solution
3,3",5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB)
Hydrogen Peroxide (H20-)
Dung moéi va chit 6n dinh
Khong chira DMF hoac DMSO



24. Cac khang thé thwong mai

X Isotype &
Khang thé Nguon tao | Tinh dac . P A c oo A
thwong mai (loai, Ung dung hi¢u loai Dinh dang/Nong d¢ Data sheet Ghi chu ky thuat
clonality)
Anti-alpha 1 R .
. Chuot, \ Dung dich PBS
Fetoprotein |y ) 4o | ICCAF (0 .| (pH7.4) chira 0.097% | Abcam datasheet | a4 Ging 5 pe/ml cho
antibody [AFP- \ mau Nguoi ; TOA (AFP-01, .
dong (clone .. NaNGs, tinh sach; Nong ICC/IF; tinh sach cao
01] (Abcam, Cat# AFP-01) nguoi) do: khong cong bé ab3980)
ab3980) i
PI;II’;ZZIHI’II’Z;IZ’P Dung dich RBS Tinh sach cao (>95%, Protein
M l- m Chudt, IgG (pH7.4) c6 chat bao MyBioSource | A/G purified); khong c6 thong
((;noc ;)Z?, 01 (don dong, ELISA Noudi quan, Nong do: datasheet (clone | tin [IHC/WB. Sir dung khang
]flo;‘.? < ) clone & 2.24 mg/ml; do tinh 1A301), nguyén PIVKA-II (des-gamma-
(My ’C" t;”""‘” 1A301) sach >95% (SDS- | AntibodySystem | carboxyprothrombin) tai t5 hop
MBS 1;1 86477) PAGE) nguoi lam khang nguyén.
TIZ’?n-‘TlX]Y Chuot, ELIIPS, A Dung dich PBS Dé xuit pha lodng 1-5 pg/ml
( torle 0);1;11) b IgGlxk, don IF ’ Noudi (pH7.4); khang thé Sigma-Aldrich | cho WB; khang nguyén: protein
monoctona dong (clone ’ & tinh sach; Nong do: | (WHO0007295M1) | thioredoxin tai t6 hop (GST-
(Sigma, Cati 2A7) Western khong cong bd tag)
WH0007295M1) blot (WB) gcong &)
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DANH SACH BENH NHAN NGHIEN CU'U
BENH VIEN TUQD 108
D& tai: “Nghién ciru tao ba khing thé don dong (AFP, DCP, TXN) va buéc diu
tng dung trong phat hi¢n ung thw biéu mé té bao gan”
Ngudi thye hién: Bs. Ho Truong Giang

I. Danh sich bénh nhén ung thw biéu mé té bao gan (HCC)

STT Ho va tén Nim sinh | Gi6i tinh | Ngay vao vién | Ma ho so
1 |LéQuangH 1967 Nam 3-Aug-23 24040526
2 | LeéQuocS 1953 Nam 10-Aug-23 | 24042877
3 | Tran Pinh B 1956 Nam 10-Aug-23 | 24076778
4 | PaoKhicT 1986 Nam 14-Aug-23 | 24078379
5 | Nguyén Viét T 1968 Nam 21-Aug-23 | 24064883
6 | Nguyén Vin Th 1958 Nam 22-Aug-23 24114526
7 |LéVinM 1958 Nam 24-Aug-23 | 24114271
8 | NguyénB 1956 Nam 25-Aug-23 | 24128859
9 | P4 Vin Th 1963 Nam 6-Sep-23 24146096
10 | Tran Vin Qu 1985 Nam 12-Sep-23 24146506
11 | Nguyén ThiL 1962 Nir 18-Sep-23 | 24191461
12 | ViiVan D 1971 Nam 19-Sep-23 | 24099761
13 | Truong Xuédn L 1946 Nam 19-Sep-23 24151248
14 | Vii Quang L 1958 Nam 20-Sep-23 24181617
15 | Nguyén Hiru Th 1950 Nam 28-Sep-23 | 24164930
16 |Nguyén VinR 1959 Nam 28-Sep-23 | 24249053
17 | Hoang Tién H 1983 Nam 3-Oct-23 24149229
18 | Hoang Vii Th 1958 Nam 11-Oct-23 24282965
19 | Nguyén Thi L 1960 Nit 12-Oct-23 24293882
20 | ViiThi S 1949 Nir 17-Oct-23 24254657
21 | Bui Héng Qu 1966 Nam 24-Oct-23 | 24290848
22 |LéVianTh 1961 Nam 26-Oct-23 24336144
23 | Nguyén Sy Ng 1981 Nam 26-Oct-23 24345073
24 | Luu Viét T 1947 Nam 27-Oct-23 24317903
25 | Trin Qu 1972 Nam 30-Oct-23 24370089
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26 | Nguyén Ngoc V 1956 Nam 9-Nov-23 24367148
27 | Mai Th 1958 Nam 21-Nov-23 24448781
28 | Dinh Vin M 1955 Nam 4-Dec-23 24481866
29 | Truong Vin Kh 1984 Nam 5-Dec-23 24328177
30 | Lé NgocL 1950 Nam 7-Dec-23 24510803
31 | Dinh Thi Ph 1969 Nir 14-Dec-23 24531102
32 | Trdn Vin T 1954 Nam 19-Dec-23 24557718
33 | Nguyén Duy H 1958 Nam 2-Jan-24 24595334
34 | Nguyén Van Kh 1959 Nam 2-Jan-24 24596021
35 | Nguyén Vin b 1965 Nam 3-Jan-24 24599922
36 | Hoang Xuan D 1960 Nam 4-Jan-24 24597805
37 | Hoang Thi Th 1949 N 12-Jan-24 24634847
38 | Hoang Van B 1961 Nam 25-Jan-24 24672683
39 | Quach Pai Th 1971 Nam 29-Jan-24 24682106
40 | Nguyén Vin Th 1953 Nam 30-Jan-24 24648865
41 |Duong Vin C 1952 Nam 23-Feb-24 24738334
42 | Nguyén Quy M 1977 Nam 27-Feb-24 24749480
43 |TrinN 1947 Nam 5-Mar-24 24773680
44 | Pham Thi X 1955 Nix 7-Mar-24 24763157
45 |LéNgoc Th 1957 Nam 14-Mar-24 24758771
46 | Hoang Vin Th 1962 Nam 24-Apr-24 24916439
47 | Nguyén Poan H 1956 Nam 13-May-24 25040986

IL Danh séch bénh nhan mic bénh Iy tai gan nhung khéng bj HCC

STT Hog va tén Niim sinh | Gi6i tinh | Ngay vao vién | Ma hd so
1 | Hoang Ng 1949 Nam 26-Jun-23 23898101
2 | Téng VanK 1975 Nam 26-Jun-23 23902153
3 | Nguyén Manh Kh 1979 Nam 30-Jun-23 23920080
4 | PdDuong A 1979 Nam 30-Jun-23 23920890
5 |Pham Vin D 1952 Nam 1-Jul-23 23921739
6 | ChuNgoc Tr 1972 Nam 1-Jul-23 23921760
7 | Cao Xuan Th 1964 Nam 6-Jul-23 23938555
8 |Nguyén Viét T 1977 Nam 7-Jul-23 23944864
9 | Bui Quang Th 1986 Nam 10-Jul-23 23950945
10 | Nguyén Pinh T 1963 Nam 10-Jul-23 23955176
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I11. Danh sdch b¢nh nhin khong miic bénh Iy tai gan

STT Hg va tén Niim sinh | Gi6i tinh | Ngay vao vién | Mi ho so
1 |[L&éThjiH 1985 Nir 21-Jun-23 23885828
2 | Ddo Thi Tr 1966 Nir 24-Jun-23 23896057
3 | Pham ThjL 1948 Nir 25-Jun-23 23897088
4 | Nguyén Thj Gi 1957 Nir 28-Jun-23 23883076
5 | DdVanTh 1955 Nam 29-Jun-23 23916100
6 | Do VinKh 1945 Nam 30-Jun-23 23919776
7 | Tran Van N 1974 Nam 1-Jul-23 23921570
8 | Tang Vin Th 1957 Nam 1-Jul-23 23921698
9 | Phan Quang b 1983 Nam 10-Jul-23 23955157
10 | Nguyén Hiung T 1980 Nam 10-Jul-23 23954304
11 | DPoan Thi D 1952 Nir 13-Jul-23 23964127
12 | Nguyén Manh Kh 1982 Nam 13-Jul-23 23968684
13 | Nguyén Vin S 1959 Nam 14-Jul-23 23972854
14 | Tran Van T 1986 Nam 16-Jul-23 23976978
15 | Nguyén Tién H 1968 Nam 16-Jul-23 23977050

Ha Néi, Ngay2khdng Z ndm 2025
XAC NHAN CUA KHOA A3B NGUOI THU THAP SO LIEU
PHO CHU NHIEM KHOA

TS. Mai Thanh Binh
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PHU LUC 5
Quyét dinh thanh 1ap Héi déng danh gia cip Hoc vién
Danh sich thanh vién Hoi déng c6 chit ky
Céc ban nhan xét cia tat ca thanh vién Hoi dong
Bién ban Hoi ddng danh gia Luén an Tién si cip Hoc vién
Nghi quyét ctia Hoi dong dénh gia Luan 4n Tién si cap Hoc vién
Ban giai trinh cic diém bd sung, sira chita sau bao vé Luén an Tién si

Khoa hoc Vién



VIEN HAN LAM CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM

KHOA HQC VA CONG NGHE VN

) 1 Dgc lap - Ty do - Hanh phiic
HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

QUYET DINH
V& viéc thanh 14p Hoi ddng dénh gid ludin 4n tién si cip Hoe vién

GIAM POC )
HOC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE,

Cén cir Quyét dinh sé 364/0D- VHL ngay 01/03/2025 cua Chu tich Vién Hon
lam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam vé viéc ban honh Quy ché té chite va hoat dong
cua Hoc vién Khoa hoc va C’ong nghé;

Cdn cir Théng tie 56 08/2017/TT-BGDPT ngay 04/04/20] 7 cua By Gido duc va
Dao tgo ban hanh Quy ché tuyen sinh va dao tao trinh dj tién si:

Céin cit Quyét dinh sé 1 948/QD -HVKHCN ngay 28/12/2018 ctia Gidm déc Hoc
vién Khoa hoc va Céng nghé vé vige ban hanh Quy dinh dao tao trinh dp tién st tai
Hoc vién Khoa hoc va Céng nghe,

Céin cir Quyét dinh s6 84 7/0D-HVKHCN ngay 31/05/2021 ciia Gidm déc Hoc
vién Khoa hoc va Cong nghe Vé vige cong nh@n nghién ciru sinh dot 1 ndm 2021;

Can cir Quyét dinh s6 468/QD-H VKHCN ngay 30/05/2025 cia Gidm déc Hoc
vién vé vzec gia han thoi gian hoc tdp ldn 1: 12 thang tir 31/05/2025-31/05/2026 cho
NCS Ho T ruong Gzang,

Cén cir Gidy 1y quyén cia Gidm déc Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé sé
410/UQ-HVKHCN ngay 21/11/2025;

Xét dé nghi cua Trudng phong Dao tgo.
QUYET PINH:

Piéu 1. Thanh 13p Hoi dong danh gid lun 4n tién st cdp Hoc vién cho nghién
ctru sinh HO Truomg Giang véi dé tai:

Nghién ciru tao ba khang the don dong (AFP, DCP, TXN) va budc dau ung dyng
trong phét hién ung thr biéu mé té bao gan .

Nganh: Céng nghé sinh hoc Mad s6: 9 42 02 01

Danh séch thanh vién Hoi ddng danh gia ludn 4n kém theo Quyét dinh nay

Piéu 2. Hoi ddng ¢6 trach nhiém danh gi4 ludn 4n tién si theo dtng quy ché hién
hanh cia BQ Gido dyc va Pao tao, Hoc vién Khoa hoc va Céng nghq:

Quyét dinh c6 hiéu lyc téi da 90 ngdy ké tir ngay ky. Hoi ddng tyr gidi thé san
khi hoan thanh nhiém vy.

Piéu 3. Trudng phong T4 chirc - Hanh chinh, Truéng phong Bao tao, Trudng
phong Ké toan, c4c thanh vién cé tén trong danh sach H¢i déng va nghién ctru sinh c6
tén tai Piéu 1 chju trach nhiém thi hanh Quyét dinh nay./. fg/

Noi nhiin: KT. GIAM POC
- Nhv Pidu 3; =

- Giam dbc Hoc vnen (dé blo);
- Luu h so hoc vién;

- Lvu: VT, BT, MT.15.
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ghién ctru tao ba khang thé

CAP HQC VIEN

o Quyét dinh s6 1266 /QD-HVKHCN ngay 26/ 11/2025
Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé)

ctia nghién ctru sinh: Hb Trudng Giang .
(AFP, DCP, TXN) va budc dau

A

don dong

{mg dung trong phét hi¢n ung thu biéu mo té bao gan

Nganh: Céng nghé sinh hoc

M3 s6:9 42 02 01

Thiy huéng ddn: 1. GS. TS. Nghiém Ngoc Minh
- Vién Sinh hoc, Vién Han 1am KHCNVN
2. PGS. TS. V& Thi Bich Thiy
- Vién Sinh hoe, Vién Han 1am KHCNVN
& A _ Trach nhiém
TT Hg‘vh ten, h?c Chl‘lyen Co quan cong tic trong Hoi
am, hoc vi nganh : as
ong
| | GS.TS.Neuyén | Congnghé | v, inh hoc, Vién Han lam KHCNVN | - Chi tich
Huy Hoang sinh hoc B |
5 GS.TS. Trin Huy Sinh hoc Trudng Dai hoc Y Ha Néi, Phan bién 1
Thinh phan tir B Y té an bién
5 |PGS.TS. Nguyén | Sinhhocté Trudmg Dai hoc Khoa hoe Ty nhién, | ..o o
Lai Thanh bio Dai hoc Quéc gia Ha Noi an biet
PGS. TS. Nguyé Mién di e e e | .
8 L | ih | \ian Sinh hoc, Vién Han 1am KHCNVN | Phén bién 3
TS. Nguyén Thi : N . Ty vién -
5 [ nhgl‘?;’; i | Heasinh hoo | Vién Sinh hoc, Vién Han 1am KHCNVN U,g’h‘l’;il;
6 PQS.TS. Hoang Sinh hoc Trudng Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, (v vién
Thj My Nhung phén tir Dai hoc Quéc gia Ha Noi J
7 PGS.TS. Vi Sinh hoc Bénh vién Trung wvong Quén doi 108, Uy via
Xuan Nghia phén tir B6 Quéc phong yvien

(Hoi dong gom 07 thanh vién)./.ﬁ(/
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6@ N KHOA HQC VA CONG NGHE

PANH GIA LUAN AN TIEN SI CAP HQC VIEN

Nghién ctru sinh: Hd Truong Giang

D& tai: Nghién ctru tao ba khang thé don dong (AFP, DCP, TXN) va buéc diu Gng dung trong

phat hién ung thu biéu mé té bao gan
Nganh: Cong nghé sinh hoc M3 s6: 9 42 02 01
Thoi gian: Bét dau tir 9h00, Thit Ba, ngay 27 théng 01 ndm 2026.

CHY/C DANH KHOA \ o TRACH ]
N P )
TT IS ON VI CONG TAC . CHU’.KY
GS.TS. Nguyén Huy Vién Sinh hoc, o s
; : | . Chu tich
b | Hoang Vién Han lam KHCNVN o
GS.TS. Trin Huy Trudng Pai hoe Y Ha Nbi, o .
2| Thinh B V14 Phan bién 1 /;\}/
‘| PGS.TS. Nguyén Trudng Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, o W
: . oy . ; . Phan bién 2
3 Lai Thanh Pai hoc Qudc gia Ha N6i S P
PGS. TS. Nguyén Vién Sinh hoc, e
% | Trung Nam Vién Han 14m KHCNVN Phanbign3 |
s | T8.Nguyén Thi Vién Sinh hoc, Uy vién - Jy
' | Thanh Ngén Vién Han 14m KHCNVN Thuky |
6. P(iS.TS. Hoang Thi | Trudng Pai hoc Ifhoa hoc Tu flhién, Uy vitin ‘ﬁ/
M§ Nhung Dai hoc Qudc gia Ha N§i
7 PGS.TS. Vii Xuin Bénh vién Trhung gong ‘Quﬁn d6i 108, Tyt
Nghia B6 Quoc phong

- Danh sdch néy gom 07 thanh vién.
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BAN NHAN XET LUAN AN TIEN ST CAP HQC VIEN

Tén nghién ctru sinh: H6 Truong Giang

D& tai: Nghién citu tao ba khdng thé don dong (AFP, DCP, TXN) va buéc diu
veng dung trong phdt hign ung thu biéu mé té bio gan

Chuyén nganh: Céng nghé sinh hoc

Mas06: 942 02 01

Nguoi nhén xét luén an: GS.TS. Nguyén Huy Hoéang

Co quan cong tac clia ngudi nhén xét: Vién Sinh hoc- Vién Han 1dm KHCNVN

Nhén xét bao gom cac nji dung sau diy:

1. Néu y nghia khoa hoc va thyc tién ciia dé tai lugn dn. Cdch diit van dé va gidi quyét
viin d@é cia lugn dn.

Luén 4n t4p trung vao viéc nghién ctu tao ra ba khang thé don dong ddc hiéu déi
voi cdc chi thi sinh hoc AFP, DCP va TXN, huwéng t6i ing dung trong phat hién sém
ung thu biéu md té bao gan. Dy 12 mét huéng nghién ciru ¢6 gid tri khoa hoc 18 rang,
dép tng nhu cau thue tién trong chin doén sém bénh HCC- mét trong nhitng loai ung
thur ¢6 ty 1€ tir vong cao. Trong bbi canh hién nay, nhidu phurong phap dd va dang duoc
ap dung d& chin dodn ung thu biéu mé té bao gan. Tuy nh1en vigc tim kiém va phat
trién céc chi thi sinh hoc ¢6 d6 nhay va d dic hiéu cao van ludn 14 vin dé mang tinh
thoi su. Cac két qua ctia Iuén én gop phan xdy dung co s khoa hoc cho viée tao ra céc
dong té bao lai 6n dinh san xut khang thé don dong, c6 kha néng {mg dung trong cac
b6 kit ELISA phuc vu chin dodn sém HCC. Tén dé tai duge dit phit hop véi chuyén
nganh dao tao, ndi dung nghién ctru bam st myc tiéu da d& ra. Cch dit van dé va trién
khai nghién ctru c6 tinh logic, céc két qua thu duoc duoc trinh bay ding theo muc tiéu
va ndi dung nghién ctru ban dau. CAc cong bd khoa hoc phat sinh tir lun 4n ¢o tinh moi,
khéng tring ldp, duge ding tai trén céc tap chi khoa hoc trong nuéce va quéc t& cb uy
tin, gép phén lam phong phti ngudn tai liéu tham khao cho cac nghién ctru tiép theo
trong cung linh vuec.

2. Sw hop Iy va dj tin cly cia phwong phdp nghién ciru.

Luén 4n d st dung két hop nhidu phurong phéap nghién cttu hién dai va phu hop,
bao gbm céc céng cu tin sinh hoc nhu BepiPred va DiscoTope, cung voi cac ky thuat
sinh hoc phén tir va mién dich hoc nhu téi t6 hop gen, k¥ thuat mién dich, giai trinh tu
gen va cac phuong phap phén tich lién quan. Cc phuong phap déu duoc mé ta kém
theo trich dan tii liéu tham khao 18 rang, ddm béo tinh trung thuc va do tin cdy khoa
hoc. Viéc lura chon va dp dung céc ky thudt nghién ctru la phu hop véi myc ti€u va ndi
dung cta lun 4n, cho phép giai quyét mot cach hiéu qua cdc van dé nghién ctru da dat
ra.



3. Binh gid cde két qudi dat dwoe, néu nhitng déng gop mdi va gid tri ciia cde déng
gop do.

* Pé tai ludn dn c6 cdc kér qua va tinh mdi dat dwoc nhr sau:

- P4 du dodn thanh céng céc epitope trén cac khang nguyén AFP/DCP/TXN va di lua
chon dugc va danh gia kha néng str dung lam khéng nguyén.

- P4 tao thanh céng khang thé don dong tir khang nguyén tai t6 hgp cta ba chi thi sinh
hoc AFP, DCP va TXN vdi d6 nhay 14 97.87%.

- D sir dung khéng thé don dong tao duoc dé budc ddu nghién ciru phat hién ung thu
biéu m6 té bao gan. Pdng thoi dénh gid hidu gid khang thé v& d6 nhay, d6 dic hiéu khi
két hop 3 chi thi nay véi nhau.

* Céc déng gép méi clia dé tai ludn dn:

- Di tao thanh céng b ba khang thé don dong tir khang nguyén t4i t hop cta ba chi thi
sinh hoc AFP, DCP va TXN phuc vu cho chuén doan HCC.

- P4 st dung khang thé don dong tao duge dé bude dau nghién ciu phét hién ung thu
biéu m6 t€ bio gan. Pdng thoi dénh gi hiéu gi4 khang thé vé d6 nhay, d6 dic hidu khi
két hop 3 chi thi ndy véi nhau.

4. Cdc két lu@n cita ludn dn c6 phit hgp véi cdch dit vin dé ¢ diu lugn dn v cé di
stkc thuyét phuc hay khong? Nhitng wu diém va thiéu sot, nhitng diém cin dwoc bo
sung va sita chira?

Vé wu diém: luén an duoge thiét ké thi nghiém tuong d6i hop 1y, véi sb luong
mAu gdm 47 miu bénh va 15 mAu dbi chimg. Céc thi nghiém dugc trién khai phtt hop
véi muc tiéu nghién ciru, két qua thu duge phong phii va dugc trinh bay 16 rang thong
qua cic bang biéu, hinh anh minh hoa kém theo trich dan tai liéu ddy di. Nghién ctu
sinh di céng b 4 cong trinh khoa hoc trong va ngoai nude cé uy tin, phan nh truc tiép
céc két qua chinh cta ludn 4n.

Phén két luin nén duoc trinh bay suc tich hon, bam sat cic muc tiéu nghién ctu
va nhin manh cac két qua chinh. Phin kién nghi chi nén tip trung vao mdt ndi dung
lién quan dén han ché cia @ tai. Ngoai ra, can ra sodt va chinh stra cac 16 chinh t4,
céch dién dat va hinh thirc tai lidu tham khao.

Chinh stra lai cac 18i chinh ta va 18i str dung céu trong toan vén ludn &n, chinh
stra lai mot s6 tai ligu tham khao sai form mau.
5."Ddnh gid vé sy trimg lip ciia ludin dn so véi cdc @b dn, lugn vin, lugn dn hay cong
trinh khoa hoc @i céng bé trong va ngodi nwée? Can khing dinh lugn dn c6 trimg

ldp hay khong trung lip? Néu trang lap, dé nghi ghi ré tén, nha xuit bian, nim xudt

bdn cia tai lidu di cong bo.

Luén én khéng cé su trung ldp véi cac dd 4n, ludn vin, ludn 4n hay cong trinh

khoa hoc di dugc cong b trong va ngoai nude. Do dbi tugng va huéng tiép cin nghién
ctru mang tinh dic thi, céc cong bb khoa hoc lién quan ciing khéng tring l&p vai cac
nghién ctru trude d6. He théng tai liéu tham khao gdm 79 tai liéu duge trich dan ddy du,
trung thue va phi hop véi ndi dung nghién clru.
6. Nhin xét vé chiit lwong nhitng bai bdo khoa hoc di dwpe nghién citu sinh cong
ba, khing dinh sy phit hop vé néi dung ciia chiung vdi ngi dung luin dn. Nhin xét
Vé gid tri ciia cdc cong trinh dd cong bé (cdp cong bé WoS (SSCI, SCI/E, ESCI ...),
Scopus, quac 16 co phin bten tap chi trong nirée dwgc tinh diém theo Hpi déng
Gido s nha nwdéc ... va xep hang SCIMAGO).




Nghién ctru sinh 13 tic gid chinh hodc dong tic gid clia 4 cong trinh khoa hoc.
Trong d6 co6 02 bai bao dang trén Tap chi Y hoc Viét Nam, 01 bai ddng trén Journal of
Asian Scientific Research (thudc hé théng Scopus) va 01 bai dang trén tap chi Edelweiss
Applied Science and Technology Cac cong trinh nay co chét luong tbt, noi dung phu
hop va phan 4nh trung thuc céc két qua nghién ctru ctia luén an.

7. Tinh trung thuc trong viéc trich din cdc céng trinh @i dwoc nghién citu sinh cong
bé trong va ngodi nwdc, tai ligu tham khdo.

Luén én st dung tong cong 158 tai liéu tham khao, duoc trich dan déiy dua, ré
rang va ding quy dinh. Nhiéu tai liéu tham khao dugc cép nhét trong giai doan 2023-
2025, cho thiy nghién ctru sinh da tiép cin va sir dung céc ngudn tai liéu méi, dam bao
tinh thdi sy va do tin cdy cta ludn an.
8. Két lugn:

a. Lufn 4n c6 d4p tmg ddy du yéu ciu v& ndi dung va hinh thire déi véi mét ludn 4n
Tién st dé duoc bao vé tai Hoi d@)ng cép Hoc vién, d& nghi Hoc vién td chirc hoi dc"jng dé
danh gia luan 4n cip Hoc vién cho Nghién ctru sinh.

b. Hoan toan dong y cho Nghién ctru sinh dwgc phép bao vé lun 4n cdp Hoc
vién.

c. Nghién ctu sinh cin phdi chinh stra luén an theo nhw gop y céc thanh vién hoi
ddng va Quyét nghi ctia hoi ddng trude khi in luu tridu the vién Quéc gia.

Ha Noi, ngay 23 thang 12 ndm 2025
Negwdi nhin xét

Nguyén Huy Hoang
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BAN NHAN XET PHAN BIEN LUAN AN TIEN Si

Ho va tén ngudi phan bién luan 4n; Trin Hay Thijnh

Hoc ham, hoc vi: Gifo sw, Tién si

Co quan cong tac: Trudng Pai hoe Y Ha Noi

Ho va tén nghién ciru sinh: HO Trudng Giang

Tén d tai ludn &n: Nghién cieu tgo ba khdng thé don dong (AFP, DCP, TXN) va
bude diu ting dung trong phit hign ung thie biéu mé té bao gan,

Chuyén nganh: Céng nghé Sinh hoc M4 sb: 9420201

NOI DUNG NHAN XET
1. Tinh cdin thiét, thoi sw, ¥ nghia khoa hoc va thye tién cita a8 tai

Ung thur biéu mé té bao gan nguyén phat 1 mdt trong nhing ¢an nguyen mic
va gdy tir vong dimg hang dau trong céc loal hinh ung thu, Viét Nam 14 quéc gia
ndm trong vung luu hanh dich & clia viém gan virus nén c6 ty 1¢ méc va tir vong
cao. Bénh thudng tién trién trén nhung bénh nhan c6 nguy co cao nhur: X0 gan, viém
gan man, viém gan do virus... da s6 bénh nhan thuéng duge phét hién & giai doan
mudn nén cé két qua didu trj han ché va ¢ tién lugng khong tét. Sang loc va chin
doén sém UTBMTBG & céc d6i tuong ¢6 nguy co cao, dong thoi c6 nhing phuong
phap hitu hidu dé gia hu;':u qué dép tng diéu tri & nhém bénh nhén ung thw nay 1a cin
thiét va cé ¥ nghia thuc & trong giai doan hién nay.

B0 ba marker AFP, AFP-L3 va PIVKA Il d& khing dinh gié trj trong sang loc,
chén dodn sém khi két hop véi cdc k§ thuat chdn dodn hinh anh & nhém d6i tuong
o ngu_y ¢o cao mic UTBMTBG va di duge dua vio thuce hanh |am sang. Bén canh
d6, nhidu nghién ciu trén thé gioi da dua ra cdc bing chimg khoa hoc vé cac marker
tiém ning mé&i gitip ting do nhay, d6 dic hiéu trong chin doén. Viée két hop va tr;m
thanh cdc bd marker mdi s& tao sy thudn tién khi sir dung va dép img nhidu yéu cdu
khac nhau trong chin dodn, danh gi4 tién lugng, theo d&i dap vmg didu tri mang lai
hiéu qua thiét thuc cho céc bénh nhén ung thu, Hon nita viée tao cdc khéng thé don




dong cia cée chi thi sinh hoc ndy gitp chi déng trong viée phat trién cde by KIT
chin dodn, cht dong v& mét cong nghé, gép phén gidm gi4 thanh xét nghiém so véi
céc bo KIT nhap khéu 14 hiru ich va cin thiét. P4y 1a nhimg vin méi va can uu tién
nghién ciru ng dung & nuée ta. Ludn dn c6 tinh khoa hoc va cé tinh méi, cap nhét
va gia trj (ng dung cao.
2. Sw khong triing I3p ciia dé tai nghién ctru so véi cdng trinh d3 cdng bd, tinh
trung thire, rd rang va diy dii trong trich diin tii ligu tham khio

P2 tai ludin 4n, cAc s6 lidu, cdo két qua nghién ciru, cde nhin xét, két lugn cia
luan 4n nhin chung khong tring 13p v6i céc ludn én d2 bao v§ trong nude va & nude
ngoai.

Céc tAi lidu duge trich din hop 1y, diy du, va duge minh hoa 13 trong phén
téng quan va ban ludn,

3. Su phit hop gitka tén dd Ai véi ni dung, giira ndi dung véi ma sb chuyén
nganh:

Nbi dung luan 4n nghién ot tao ba khang thé don dong (AFP, DCP, TXN)
vi buéc diu img dung trong phat hién ung thu bidu mé & bao dd cung cdp nhimg
kién thirc va ky ning cip nhat trong linh vuc chuyén nganh. Néi dung ludn 4n phi
hop véi tén d& tai, a3 1ai pht hop véi chuyén nganh Céng nghé Sinh hoe vi mé s6
chuyén nganh.

4. P tin cdy va tinh hi¢n dai ciia cdc phwong phap da sir dung dé nghién eiru

- Phuong phap nghién ctru duge thiét ké phit hop bao gom: nghién citu in silico,
tach dong va biéu hién khang nguyén tai t& hop, tao khing thé don dong, thir
nghiém khang thé don dong gitip cho lun 4n dat duge két qua theo myc tiéu
dé ra.

- Nghién ctru 4p dung céc k§ thudt tiéu chudn va cép nhét trong lfnh vuc nghién
ciru thue nghiém tao khang, ; thé don dong va thu nghiém chén dodn trén mau
huyet thanh ciia nhom d6i tuong nghién ciru gdm bénh nhén ung thu biéu mé
té bao gan, bénh gan man tinh va ngudi khoé manh déi chimg c¢6 phuong phép
phan tich, dénh gid két qué rd rang, dém bao d9 tin cdy.



Chi tiéu va bién sé nghién ctru ddy du, phuong phap thu thap s liéu hop 1y,
s liéu nghién ciru duge xir 1y khoa hoc theo cdc phin mém tiéu chudn trong
nghién ctru y sinh lim tang gia trj cita két qué nghién ciru.

Nghién ciru tudn thi cic vén dé vé dao dirc trong nghién ctu y sinh.

5. Két qua nghién ciru méi cda tic gid, nhirng déng gop m&i cho sy phat trlen
ciia khoa hoc chuyén nganh déng gép mdi phuc vu cho sin xudt, kinh té, quoc
phong, xd hi va doi séng, y nghia khoa hoe, gid trj vi d§ tin ciy cia nhitng két

qud dé

Nghién ctru da thu duge cde két qué dép (g duge myc tiéu d& ra ban diu ciia

ludn 4n, cu thé nhu sau:

-

Nghién ciru d& lua chon ba doan peptide chira cde epitop lién tuc va khong
lién tuc ctia ba chi thj sinh hoc AFP DCP va TXN, dua trén céc tiéu chi vé
tinh khéng nguyén, dfg hoa tan, d§ &n dinh va kha néing biu hién. Céc gen mé
héa tuong Ung dugc tong hop va chuyén vao vector pET22b+. Khi biéu hién
& E. coli BL21, ching cho nhung protein t4i t hgp dung kich thude (10-15
kDa), dugce tinh sach béng séc ky &i lyc Ni-NTA. Két qua Western blot cho
thdy khéng nguytm thu duge ¢ cdu triic va tinh khdng nguyén phi hop, dam

bao gi4 tri mién dich hoc

Nghién ciru dd tao dugc 06 dong té bao lal cho ba chi thi sinh hoc AFP, DCP
va TXN. Céc dong té bdo nay phét trién 6n dinh va san xuét duge khéng thé
don dong IgG déc h:eu tuong g voi higu gia cao va dat d¢ tinh khiét cao

khi tinh sach bing sic ky Protein A/G,
Cac khéng thé don dong di duge sir dung. dé phat hién AFP, DCP va TXN

trong huyet thanh ngudi bénh bing phuong phap ELISA gidn tidp. Két qua

cho thdy d§ nhay cia timg chi thi sinh hoc lan lugt 1a: AFP 89.36%, DCP
91.48%, TXN 95.74%; d§ ddc hi¢u l4n Iuot 1a: 68.00%, 80.00%, 84.00%.
Khi phéi hop = 2/3 chi thj sinh hoc, d nhay dat 97,87%, d6 dic hidu 92.00%,
véi gia trf PPV va NPV déu dat 95.83%.

So sanh véi khang thé th wong mai cho thdy mitc d¢ déng thuan cao trong khi
néng phat hién (>93%), khing dinh tinh d4c hiéu va d¢ tin cdy clia cde khang
thé dom dong ty tao trong xét nghiém ELISA chén doan ung thu gan, nhit 1a
trong nhimg trudng hop AFP don 1€ c6 d§ nhay thép.




Cac két qua twong déi rd rang, phan 4nh trung thyc ndi dung nghién cir, ddp
g cdc muc tidu ctia ludn an,
Pitm méi clia ludn 4n:

- T30 dugc khéng thé don dong IgG dic higu tuong img voi higu gia cao vi dat
8 tinh khiét cao khi tinh sach biing sic ky Protein A/G cho ba chi thi sinh
hoc AFP, DCP va TXN.

. it dung khang thé don dong dé phat hién AFP, DCP va TXN trong huyét
thanh ngudi bénh bing phuong phép ELISA gién tiép cho két qua c6 dg nhay,
d¢ dc hiéu cao. Phbi hop 2 hofic 3 chi thi sinh hoc v6i nhau cho két qué chéin
dodn tét.

6. Nhimng wu diém va thiéu sét, nhifng diém cdn bd sung va sira chira.

Uu diém :

. Luéin &n duge trinh bay theo diing quy djnh, bd cyc tuong déi hop 1y voi ddy
di céc ndi dung theo yéu cdu. Tai ligu tham khao dugc trich dén day du.

- Kétqué phén 4nh trung thyc ndi dung nghién ciru. NCS néim duge cic vin dé
nghién clru vi di hoan thanh tét nghién ciru,

*

Nhirng diém ciin bd sung va sira chira;

- Nhém déi tugng nghién ciru cho mug tidu 3 nén b sung thém tiéu chuén lya
chon, céch thirc chon mAu, cdc tiéu chin ddnh gi4 nhu giai doan, nhiém HBY,
HCV, x0 gan, khong c6 bénh 1y vé gan... d& 1am ting gid trj clia céc két qua
nghién ctra cho muyce tiéu 3.
- Mue 3.1.2: Nén c6 két qua giai trinh ty cdc gen mye tiéu AFP, DCP, TXN
* bénh canh két qua dién di sau khi cit it vector dé khéng dinh cdc gen muyc
tiéu khong bj dot bién, léch khung doc hay més trinh ty thi s& chinh xdc va
thuyét phuc hon.
- Mét sé hinh anh con md, chua rd két qué céc bing dign di: hinh 3.2, 3.5.
- Rasodt 18i chinh ta.
4, N&i dung ciia ludn dn dii duge cong b trén tap chi, ky yéu Hi nghj khoa hoe
nio, gid trj ciia cAc edng trinh di cdng bd

Nghién ctru sinh va nhém nghién ciru dd cong b 04 bai bao, trong 46 c6 02

bi bao trén céc tap chi uy tin quoc té. DAy la cdc cong trinh khoa hoc ¢6 chét luong
va phan 4nh ding ni dung cia lujn 4n va dat yéu cau dbi véi mpt NCS.




8, Két luin ciia bian nhin xét phai khing dinh ndi dung va hinh thirc cia ludn
an c6 ddp tng yéu cdu mt ludn 4n tién si theo qui dinh hay khéng va eé di
didu kign d€ bio v§ ludn 4n cAp Hoc Vién hay chua,

Ban Iudin 4n ¢6 tinh khoa hoc, ¢6 ¥ nghia thyc tién va img dung. N§i dung
Lufin 4n d4p tmg tét cie yéu ciu ciia mot ludn dn tién si chuyén nganh theo quy dinh.

Ban tém tét ludn 4n phéan 4nh trung thyc ni dung co ban ciia luén 4n.

T6i dfmg ¥ cho NCS trinh bay luén 4n trude Hoi ddng dénh gié cAp Hoc vién,
nhén cdc ¥ kién dénh gid, gop ¥ dé hoan chinh va sira chita. Sau khi hoan chinh va
sira chita, NCS ximg déng dugc cong nhén hoc vi Tién si.

Ha Ngi, ngay 25 thdng 12 ndm 2025

GS.TS. Trin Huy Thijoh




CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
Doc ldp — Tuw do — Hanh phiic

BAN NHAN XET LUAN AN TIEN ST

Ho va tén ngudi viét nhan xét luan 4n: Nguyén Lai Thanh

Hoc ham, hoc vi: PGS. TS

Co quan cong tac: Truong Dai hoc Khoa hoc Tu nhién, PHQGHN

Ho va tén nghién ctu sinh: H6 Truong Giang

Tén d& tai luan an: Nghién ciru tao khang thé don dong (AFP, DCP, TXN) va
buéc dau ng dung trong phat hién ung thw biéu mé té bao gan

Y KIEN NHAN XET
1. Tinh cin thiét, thoi sw,  nghia khoa hoc va thwe tién ciia d¢ tai:

Un thu gan 14 cin bénh nguy hiém, khé didu trj trong cac bénh ung thu néi chung. Viée
phat hién som s& dem lai hiéu qua diu tri cao. Tuy vay, gan lai 1a ndi quan c6 kich thudc
16m, kho tiép cén, thim kham toan dién. Vi viy sang loc va phat hién sém bing céc k¥
thudn phat hién khang nguyén ung thu 1a giai phdp di va dang dugc tng dung, phét
trién. Céc gidi phap xét nghiém dua trén khéng thé phat hién chinh x4c khéng nguyén
ung thu luén dugce lya chon cho nhidu loai ung thur trong d6 dic biét hitu hidu véi céc
loai ung thur nim séu trong co thé. Nghién ctru ndy nhdm phat trién cic khang thé don
dong c6 tinh chinh x4c cao trong phét hién ung thw gan dd huéng dén nhu cAu thiét thuc
cta céng tac cham séc sirc khoe con ngudi.

2. Sy khéng trung lip ciia dé tai nghién citu so véi cdc cong trinh, luin vin, ludn
4n da cong bd trong va ngoai nudc; tinh trung thwe, ré rang va dﬁy du trong trich
dén tai liéu tham khao: |

0 Viét Nam, céc co sé nghién cru dit dd nhan duge nhidu ngudn déu tu, dat duge céc
thanh qua khoa hoc dang ké nhung cong nghé san xudt khang thé vin con khd méi mé
do nhiing thiéu thén v& co s& vit chét, thiét bj phil hop ciing nhu kinh nghiém nghién
ctru va ngudn tai chinh. Nghién ctru ndy thude nhém nhé cac nghién ctru duge tién hanh
nhim tao ra khang thé don dong phuc vy sirc khée con nguoi. Chinh vi viy, cac cong
bd trong nuée s& rat khé im dugc cac két qua nghién ctu tring lap. O goe d6 Qubc t,
céc cdng nghé, phwrong phép, k¥ thuat tao khang thé don dong da phat trién tir 14u & cac
nude ¢ tiém luc kinh t& vao nén khoa hoc k§ thuét phat trién, cac khéng thé dugc sir
dung @ chin doén, diéu trj dic hiéu ung thu gan. Céc protein AFP, DCP d4 cb cac
khang thé thuong mai ding trong chin doén, TXN ciing d4 c6 khang thé dimg
trong nghién ctru. Téc gid da trinh bay 16 rang céc khang thé don dong lam doi
chiing trong nghién ciru véi cac khéng thé tao duge.




3. Sw phit hop giira tén dé tai véi ni dung, giira ndi dung véi chuyén nganh va mi
s0 chuyén nganh:

Hoan toan phu hop.

4. Po tin cAy va tinh hién dai ctia phwong phap da st dung dé nghién ciru

Céc phuong phép nghién ciru duge st dung trong qué trinh thye hién d8 tai dam bao
duge tinh hién dai, cip nhat d6i v6i nghién ctru thudc linh vyc sinh hoc phén ti, sinh
hoc té bao, cac ky thuét va hé théng thiét bi hd tro gitp dam bao dd tin cdy cua két qua
thu duoc.

5. Két qua nghién cttu méi ciia tac gia; nhitng déng gép mai cho sy phat trién khoa
hoc chuyén nganh; déng gop méi phuc vu cho sin xuét, kinh té, quéc ph(‘)ng, x4 hoi
va doi séng, y nghia khoa hoc, gi trj va @9 tin cdy ciia nhimg két qua dé:

Téc gid da tao dugce 6 loai t€ bao c6 kha ning sinh khang thé bam véi ba loai khang
nguyén tai td hop twong tmg véi 3 gene duge sit dung 1am chi thi ung thu biéu mé gan
(AFP, DCP, TXN). Két qua nay da thé hién hang loat cc thir nghiém, k¥ thuét, phuong
phép dé san xuét khang thé don dong da duoc tiép cén, thuc nghiém va din hoan thién.
Day 14 nhiing budc di can thiét, quan trong dé tirng budc 1am chii cdng nghé san xuét
khang th&, mét linh vyc dang con rét han ché & Viét Nam.

V& mit khoa hoc, tic gia da gop phén cung clp cac minh chimg v& kha ning két hop da
khang thé nhan dién ddng thdi 3 ddu chuin dé dam bao tinh chinh x4c clia xét nghiém
ung thu biéu mé gan.

V& miit thue tién, két qua nay néu thuc sy chinh xéc s& gitp khoa hoc Viét Nam dén 1am
chi duwoc ngudn khang thé phuc vu chén do4n va diéu tri bénh ung thu gan néi riéng va
céc cin bénh ung thu hodic bénh cAn sy hd tro cia khang thé dic hidu.

6. Un diém va nhwoe diém vé noi dung, két ciu va hinh thirc ciia ludn an.

Uu diém: K&t cdu cac pha"in hop ly, trinh bay 18 rang, mach lac. Hinh thtrc trinh bay dep,
rd rang. Ndi dung cdc phin déu duge trinh bay hop 1y, phin téng quan co ban d phin
tich dugce cic vin dé cin giai quyét trong nghién ctru ndy. Thiét ké nghién ctru tong thé
dam bao duge tinh kha thi trong didu kién thi nghiém. Két qué nghién ciru dugce trinh
bay 16 rang, phan tich va ban lusn kh4 tot.

Nhuge diém:

- Téc gia sit dung chubt dé dua té bao lai vao 6 bung nhim tao u bang sinh khang
thé, tuy nhién phan tong quan chi c6 1 ciu d& cap toi vn dé nay. Can giai thich
1y do st dung phurong phép nay khi Thé gi6i di loai bo khéi nghién ctru do vAn
dé dao dirc nghién ciru trén'd(’jng vét. :

- Toan bd nghién ctru c6 thé duoc chia thanh 3 néi dung: tao khang nguyén, tao té
bao lai sinh khang thé va danh gia khang thé, thir nghiém khang thé tao duge trén




céc méAu bénh pham di dinh loai. Tac gid da trinh bay rAt chi tiét, cu thé, r& rang
vé cac phuong phép ciing nhu két qua nghién ciru ctia ndi dung thir nhat, thir ba
va chua thuc su d@iy di, mach lac & ndi dung thir hai du day la ndi can chi phi,
héa chit vat tu va cong stic nghién ctru rét 16n (vi du: hoa chit st dung cho nghién
cru n6i dung nay chi duge liét ké 3 khang thé va 1 méi tredng DMEM khéng c6
thong sb, phu luc chi ¢6 phan sinh hoc phan tir ma khong hé c6 phin té bao va
dong vat). Tac gid cn xem xét lai va dam béo tinh cén bang gitta céc ndi dung.

- Két qua cna cAc budce trung gian va chi tiét quy trinh tao, nhan nudi, sang loc té
bao lai san xuét duoc khang thé can dwge trinh bay day di hon. Thong tin dang
duge trinh bay trong luédn &n chua du dé danh gia su thanh cdng cia hoat dong
nghién clru nay.

- Hinh 4nh té bao cén gift ding d6 phéng dai trong cic anh minh hoa. Anh trong
ludn 4n cho thiy té bao c6 kich thudc khac nhau dit dugce ghi chi cling d6 phéng
dai. Cén c6 cac giai thich cho mdi hinh anh minh hoa & phan ghi chii hinh anh.

- Khéng nguyén E. coli duge st dung 1am dbi chimg cin dugc 1am rd thu tir ngudn
nao dé dam bao tinh chudn x4c ctia khang nguyén dbi chimg. '

- Téc gia cAn bd sung ban luan, giai thich vide st dung khéng nguyén tai t6 hop dé
danh gia khang thé ma khéng co giai doan thir nghiém trén khing nguyén tu
nhién, gin véi dic diém cha khang nguyén dang c6 trén té bao sbng.

7. N6i dung ciia ludn 4n @3 dwoc cong bd trén tap chi, ki yéu Hoi nghi Khoa hoc
ndo va gid tri ciia cic cbng trinh da cong béb.

Luén an c¢6 2 céng bd trong nudc hoan toan phit hop véi ndi dung nghién ctu.
Mot cong bd Qubc té c6 ndi dung phil hop va mét céng bd Quéc té c6 néi dung
khéng nim trong ndi dung cta luén an.

8. Két luan chung |
- Luéan 4n dép tmg duoc céc yéu ciu dbi véi mot ludn an tién sT chuyén nganh, tuy nhién
can c6 mot sé didu chinh nho.
- Tém tt luén 4n da phan 4nh trung thanh ndi dung co ban ciia ludn 4n.
- Luén 4n c6 thé dua ra bao vé cép Hoc vién dé nhan b?mg Tién si.
Ha Noi, ngay 25 thdng 12 ndm 2025

Ngwai viét nhan xét

(Ky va ghi ro ho va tén)




BAN NHAN XET PHAN BIEN LUAN AN TIEN Si

HC}I va tén nguoi phan bién ludn 4n: Nguyén Trung Nam

Hoc ham, hoc vi: PGS.TS. -

Co quan cong tac: Vién Sinh hoc, Vién Han 14m Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam
Ho va tén nghién ctru sinh: H6 Trudng Giang

Tén dé tai lugn 4n: "Nghién céu tao ba khéng thé don dong (AFP, DCP, TXN)
va buée diu rng dung trong phat hién sém ung thw biéu mé té bao gan”.

1. Tinh cén thiét, thoi su, ¥ nghia khoa hoc va thuc tién ciia ludn dn

Ung thwr bidu mé té bao gan (HCC) la m6t trong nhitng loai ung thu c6 ty 16 tir
vong hang diu thé gi6i va dic biét cao tai Viét Nam (thudng dimg thir nhét hodio
thir hai trong céc loai ung thu & nam gi6i). Xu huéng hién nay ctia y hoc thé giéi 1a
chuyén tr didu tri sang phong nglra va phét hién sém. Hién nay, AFP (Alpha-
fetoprotein) 13 d4u 4n sinh hoc pho bién nhét nhung d¢ nhay va d§ dic hiéu khéng
cao, thudng bé sét cac truong hop ung thu gan giai doan sém hodc cho két qua
duong tinh gia v6i céc bénh Iy gan lanh tinh. Viéc tim kiém va tng dung c4c du 4n
sinh hoc m6i nhr TXN bén canh céc déu 4n kinh dién (AFP, DCP) 1a huéng di rit
méi va hién dai. Ludn 4n gép phin hoan thién quy trinh tao dong té€ bao Hybridoma
san xuét khang thé don dong khéng AFP, DCP va TXN ¢6 d6 dic hiéu cao, pht
hop voi dic diém khang nguyén cia b¢nh nhén Viét Nam. Viéc sir dung don 16 mot
dau 4n khéng dt dé chin doan chinh x4c. Su két hop gifta AFP, DCP va TXN duogc
ky vong s& tao ra mét "bd cong cu” toi wu hon dé tAm soat bénh. Céc b6 kit chin
doan sir dung khéng thé don dong hién nay chi yéu phai nhdp khéu véi chi phi cao.
Vi€e tw chii céng nghé tao khéng thé don déng trong nuée la yéu céu cip thiét dé
gidm gid thanh va chi d(‘)ng trong y t€. P& tai pho hop v6i chién hrge phat trién
cdng nghé sinh hoc cia qubc gia, nhim 1am chi cic cong nghé 16i trong san xuét
ché phim sinh hoc phuc vu strc khée cong ddng.

2. Sy khéng tring Idp cila dé tdi so véi cde cong trinh, ludn vin, ludn dn da
cong bé & trong va ngodi nudc; tinh trung thyc, rd rang va ddy di trong trich dén
tai lieu tham khdo

Pé tai khong tring 1ap véi cac cong trinh ludn 4n da cong bd & trong va
ngoai nude. Ludn 4n c6 trich din ddy di céc tai liéu tham khao.

3. Su phi hop giffa tén dé tai va ngi dung, giita ndi dung véi ngamh va ma sé
nganh




Tén d& tai phu hop véi ndi dung nghién ciru, ni dung nghién ctru phi hop
v6i nganh ma ma sé nganh. ,

4. D¢ tin cdy va tinh hién dai ciia phuong phdp dd sik dung dé nghién ciru

NCS sir dung cdc phurong phép thudng quy va hién dai trong nghién ctru cong
ngh¢ sinh hoc, sinh hoc phén tir, ha sinh, mién dich, y-sinh hoc, tin-sinh hoc ... 84
ligu trong nghién cttu duge phan tich va xir Iy bing c4c phwong phap théng ké sinh
hoc. Céc phuong phép sir dung trong nghién ctru duge st dung nhidu trong céc
cong trinh trong va ngoai nudc, phit hop cdc ndi dung nghién ciru, ¢6 tinh hién dai
va.do tin cdy cao. Céc thiét bi, hoa chét sir dung trong nghién clru tr cac hing hoa
chét c6 ngudn gbe 18 rang, dwogc cung cip béi cac hing hoéa chit uy tin, c6 do tin
c4y cao. '

5. Két qud nghién ciru méi cia tdc gid; nhitng dong gdp maéi cho sy phdt
trién khoa hoc chuyén nganh; dong gép méi phuc vu cho sén xudt, kinh té, qubc
phong, xd héi va doi scfng; Y nghia khoa hoc, gid tri va do tin cdy ciia nhitng két
qua do

Luén 4n da c6 cac két qua du doan céc epitope ciia cdc khang nguyén AFP,
DCP va TXN bing céc cong cy tin-sinh hoc hién dai va dd c6 két qua 3 doan
peptide gidu epitope tr cdc khang nguyén trén, 1dm co s& cho viéc tao khéng
nguyén tdi to hop. Tao dwgc khing nguyén téi t& hop cho 3 chi thi phén tr clia ung
thyr biéu mb & bao gan (AFP, DCP, TXN). Két qua ciia lufn 4n d4 tao dwoc khang
thé don dong tir khéng nguyén ti t hop cita 3 chi thi phan tir trén. P4nh gid dugc
dd nhay va d6 déc hiéu ctia céc khang thé don dong tao ra, cb két qua so sanh {0
nhay va d6 dic hiéu véi mot sb sén phim khéng thé thuong mai. Céc két qua cia
lugn an c6 gia tri khoa hoc va d§ tin cdy cao, c¢6 gi tri trong viée tidm ning ing
dung vao thyc tién.

6. Uu diém va nhuoe diém vé ndi dung, két cdu va hinh thire ciia ludn dn

Noi dung v hinh thitc cia luén 4n phit hop vé6i luan 4n tién si. NCS trich
dan trung ddy du va trung thye cdc cong trinh durge nghién ctru sinh cong bd trong
va ngoai nuée cling nhur céc tai ligu tham khdo c6 lién quan. M6t sb két ludn nén
ngin gon hon. Chinh sira m6t s6 13i chinh ta, in 4n, va format tai liéu tham khio.

7. Noi dung ciia ludn dn dd duoc céng bé trén tap chi, ky yéu FIgi nghi khoa
hoc nao va gid tri cia cdc céng trinh di cong bé 7

Ludn 4n d4 céng bd duoc nhidu cong trinh cong b quéc té va trong nudc tai cic
tap chi chit lugng tdt, bao gdm 2 bai tap chi trong nude va 2 bai tap chi quéc té.
NOi dung khoa hoc c4c bai bao déu la cac ndi dung va két qua cha yéu ciia ludn 4n
ctiia NCS.




8. Két lugn chung:
[ - Luén 4n dép tmg cAc yéu cau dbi véi mot ludn dn tién si nganh Sinh hoc.
‘ - Bén t6m tét luan 4n phan 4nh trung thanh ndi dung co ban cta ludn 4n.
- Luén 4n c6 thé dua ra bao vé cip Hoc vién dé nhin bang Tién si.

Ha Ngi, ngdy 25 thang 12 nim 2025

Ngwdi nhan xét / ‘

MW

PGS.TS. Nguyén Trung Nam
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BAN NHAN XET LUAN AN TIEN Si
Tén nghién ctru sinh: Hd Trudmg Giang

Dé tai: “Nghién civu tao ba khdng thé don dong (AFP, DCP, TXN) va buéc diu
teng dung trong phdt hién ung thw biéu mé té bao gan”
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Ngudi nhén xét: TS. Nguyén Thi Thanh Ngéan

Noi cdng tdc: Vién Sinh hoc, Vién Han 14m Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam
Chtrc danh trong hoi ddng: Thu ky hoi ddng

Y KIEN NHAN XET
1. Tinh cin thiét, thoi sw, y nghia khoa hoc va thyc tién ciia dé tai:

Ung thur biéu md té bao gan (I—Iepatocellular Carcinoma - HCC) 1a dang ung thu
gan nguyén phat phd bién nhat, chiém khoéng 90% téng sé cac trudng hop. Hién nay, ung
thu gan 12 mét trong nhiing nguyén nhén gly tir vong hang dau do ung thu trén toan ciu
va dung thi tw sau ung thw phdi, ung thur v va ung thu dai truc trang. Ung thu gan con 1a
nguyén nhén tir vong dimg thit hai ¢ nam gidi. Trude thuc trang d6, viéc nghién ctru céc
phuong phap chén doan sém va chinh xdc HCC ¢6 ¥ nghia dic biét quan trong trong thuc
hanh ldm sang.

Trén thé gi6i, nhidu chi thi sinh hoc truyén théng nhu AFP, DCP, AFP-L3, GPC3,
GS, HSP70... dd va dang duoc sit dung trong chin dodn HCC. Bén canh d6, céc chi thi
sinh hoe méi nhu TXN, CK19, GP73, OPN, SCCA, Annexin A2, miRNA, IncRNA, CTC,
c¢fDNA... cling dang duge nghién ciru nhdm néng cao d¢ nhay va kha ning phat hién sém
bénh. Tuy nhién, viéc khai théc hiéu qué céc chi thi sinh hoc nay trong thuc tién van con
nhiéu han ché.

Luén 4n tdp trung nghién ctiu tao ra ba khang thé don dong déc hiéu vdi cac chi thi
sinh hoc AFP, DCP va TXN d tmg dung trong phat hién sém ung thu biéu mé té bao gan.
Day 1a huéng nghién ctru c6 gia tri khoa hoc rd rang, phi hop vé&i xu thé nghién ctru hién
nay va c6 y nghia thuc tién cao trong chan doan HCC. Céc ndi dung nghién ctru dugc trién
khai logic, bdm sat muc tiéu dit ra, két qua dat duoc phu hop vé6i dinh huéng ban déu.
Céc cong trinh khoa hoc duge céng bo tir luéin 4n 1a mdi, khong tring 1ap, déng tai trén
cac tap chi khoa hoc trong nuée va quoc té c6 uy tin, gop phan b sung ngudn tu liéu tham
khao ¢6 gid tri cho céc nghién ctu tiép theo trong linh vyc nay.

2. S trig Iip d2 tai nghién civu so véi nhitng cong trinh ludn vin, lugn dn i cong
bé trong va ngodi nuwdc, tinh trung thue, ré rang va ddy di trong trich dén

Luan an khong trung ldp voi cac dd 4n; ludn vin, ludn 4n hay cong trinh khoa hoc
dd dugce cong bé trong va ngoai nude. Pi trong nghién ctru ctia ludn 4n 13 tdp miu gdm



47 bénh nhén cu thé, ¢ tinh dic th riéng. Do d6 cac két qua va cong b6 khoa hoc ctlia
ludn 4n khéng triing ldp véi cac nghién ctru khéc trong cling linh vye.
3. Sw phi hap giiba tén dé tai voi ndi dung, giita ni dung véi nganh va ma 56 nganh.

Cac ndi dung nghién ctru cua ludn an tap trung vao linh vue sinh hoc phan tlr, mién
dich hoc va tmg dung céc chi thi sinh hoc trong chin dodn ung thu biéu md té bao gan,
hoan toan phu hop v6i nganh dao tao va mé s6 nganh da dang ky. Phuong phép nghién
ctru, cach tiép cén va céc két qua dat dugce deu phan anh dung dinh huéng chuyén mén
cta nganh, g6p phén lim 18 va bd sung céc véAn d& khoa hoc thudc linh vuc nghién citu.
Nhin chung, luén 4n bio d4m su phii hop chit ché giita tén d8 tai, ndi dung nghién ctru va
nganh dao tao, dép tmg ddy du cdc ydu cdu vé tinh khoa hoc, tinh chuyén nganh va tinh
dinh huéng ctia mét luén 4n tién si.

4. Sw hop Iy va dé tin c¢dy cila phwong phdp nghién citu

Lugn dn duge thue hign trén tdp mau gom 47 mAu bénh va 15 mAu dbi chimg da
dugc Iva chon va thu thap theo céc tiéu chuin nghién ctru cu thé, phu ho*p vl muyc tiéu
chia @& tai. Cac phuong phap nghién ciru duge sir dung da dang, két hop gifra cong cu tin
sinh hoc (nhu BepiPred, DiscoTope) vdi cac ki thuét sinh hoc phén tir co ban va hién dai,
bao gdm céng nghé tai td hop gen, céc k¥ thuit mién dich va phuong phép giai trinh tu.

Céc phuong phép déu dugc mé ta r rang, c6 trich dan tai liéu tham khao dy da,
dam bao tinh khoa hoc, d6 tin cdy va kha ning kiém chimg. Viéc lya chon va 4p dung céc
k¥ thudt nghién ciru la phti hop véi tirng ndi dung nghién clru cu thé, dap tmg yéu cAu dit
ra cia ludn an.

5. Pdnh gid cdc két qua dat dwoc, néu nhitng déng gép mdi va gid tri ciia cdc déng gop
do.

* Dé tai lugn én c6 cde két qud va tinh méi dat dioc nhr sau:

- Pa dy doan thanh cong cdc epitope trén cic khang nguyén AFP/DCP/TXN va di lua
chon dugc va danh gid kha nang str dung 1am khang nguyén.

- P tao thanh cong khéng thé don dong tir khang nguyén téi t6 hop cta ba chi thi sinh
hoc AFP, DCP va TXN v&i d6 nhay 1a 97.87%.

- Dé st dung khéang thé don dong tao duge dé bude diu nghién ctru phat hién ung thu biéu
md té bao gan. Pong thoi dénh gia hiéu gid khang thé v& d6 nhay, do dic hiéu khi két hop
3 chi thi nay v6i nhau.

* Cdic déng gop mdi ciia dé tai ludn dn:

- P4 tao thanh c6ng b ba khang thé don dong tir khdng nguyén tai t6 hop ciia ba chi thi
sinh hoc AFP, DCP va TXN phuc vu cho chuén doan HCC.

- D sir dung khang thé don dong tao dugc dé bude diu nghién ciru phat hién ung thu biéu
md t& bao gan. Pdng thoi danh gid hiéu gia khang thé vé d6 nhay, d¢ dic higu khi két hop
3 chi thi nay v6i nhau.

6. Cdc két ludn cia lugn dn cé phix hop voi cdch dgt vin dé ¢ diu ludin dn va co di sirc
thuyét phuc hay khéng? Nhitng wu diém va thiéu s6t, nhitng diém cin dwoc bé sung
va swa chira?

Céc két luan cia ludn 4n phii hop véi cach dit vén dé va muc tiéu nghién ctu ban
dAu, c6 co sé khoa hoc 1o rang va di strc thuyét phuc. Thiét ké thi nghiém duogc xay dung
tuwong déi hop 1y, s6 lwong mau nghién ctru ph hgp véi diéu kién thuc hién d8 tai. Cac
thj nghiém duoc trién khai ding huéng, phuc vu truc tiép cho cac muc tiéu nghién ctru da
dé ra.

Két qua nghién ciru phong phu duge trinh bay rd rang, minh hoa béng cac bang
biéu va hinh anh phu hop, c6 trich dén ddy du. Nghi€n ctru sinh da cng bb 04 céng trinh
khoa hoc trong nude va quéc té c6 uy tin, phan 4nh ddy du céc noi dung va két qua chinh
cia ludn an.




7. Nhdn xét vé chit heong nhitng bai bdo khoa hoc di dwpc nghién civu sinh cong bé.

Nghien ctru sinh 1 tac gia chinh va ddng tic gia ciia 04 cong trinh khoa hoc lién
quan true tiép dén noi dung ludn dn. Trong d6 c6 02 bai bdo ding trén Tap chi Y hoc Viét
Nam, 01 bai dang trén Journal of Asian Scientific Research (thudc hé thong Scopus) va
01 bai dang trén tap chi Edelweiss Applied Science and Technology. Cac cong trinh nay
¢6 chét lwong tt, ndi dung phit hop va phan 4nh trung thuc céc két qua nghién ctru ctia
ludn an.

8. Tinh trung thuc trong viéc trich dén cdc cong trinh @ dwgc nghién civu sinh cong
bé trong va ngodi nude, tai liu tham khdo.

Luan 4n st dung tdng cong 158 tai liéu tham khao, dugc trich din day du, 16 rang
va ding quy dinh. Nhiéu tal liéu tham khao dugc cdp nhét trong giai doan 2023-2025, cho
théy nghién ctru sinh d4 tiép can va str dung cac ngudn tai lisu méi, dam bao tinh thei su
va dd tin cdy cla luén an.

9. Két lugn

a. Luan 4n co dap tmg dly dt yéu cAu vé ndi dung va hinh thirc ddi v6i mot ludn 4n
Tién s7 d& duoc bao vé tai Hoi dbng cAp Hoc vién, dé nghi Hoc vién tb chirc hdi dong dé danh
gia luAn 4n cAp Hoc vién cho Nghién ctu sinh.

b. Hoan toan dong y cho Nghién ctru sinh dugc phép bao vé luan 4n cip Hoc vién.

c. Nghién ctru sinh cdn phai chinh stra luan 4 an theo nhu gop y cac thanh vién hoi
ddng va Quyét nghi ctia hoi ddng trude khi in huu triéu thr vién Qubc gia.

Ha Ngi, ngay 10 thang 12 ndm 2025

Nguwdi nhin xét

Nguyén Thi Thanh Ngin




1.

BAN NHAN XET LUAN AN TIEN SI

Ho va tén nguoi viét nhan xét luén 4n: Hoang Thi My Nhung
Hoc ham, hoc vi: PGS. TS
Co quan cong tac: Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, Pai hoc Qubc gia Ha Ngi

Ho va tén nghién ciru sinh: HO Trudng Giang

Tén & tai ludn 4n: Nghién citu tao ba khang thé don dong (AFP, DCP, TXN)
va buée ddu (g dung trong phat hién ung thw biéu mé té bao gan

Y KIEN NHAN XET

Tinh cin thidt, thoi sy, ¥ nghta khoa hoc va thuec tién ctia d8 tai:

- Ung thu bidu mé t& bao gan (HCC) 14 loai ung thu phd bién nhét va gay tir vong hing

2.

dau tai Viét Nam. Ty 18 méc m&i va tir vong rat cao do phan 1én bénh nhan dugc phat
hién & giai doan mudn. Viéc chén doan hién nay chi yéu dya vao ddu &n sinh hoc
AFP (Alpha-fetoprotein). Tuy nhién, AFP c6 d nhay va do dic hiéu chua tdi vu
(khodng 30-40% bénh nhin HCC c¢6 AFP binh thuong). Viée bd sung DCP (Des-
gamma-carboxy prothrombin) va TXN (Thioredoxin) la rat cén thiét dé tao thanh mot
bd "panel” chi thi, giup tdng d) chinh x4c trong chén do4n. Bén canh do, hau hét cac
b6 kit xét nghiém mién dich (ELISA, Rapid test) tai Viét Nam déu phéai nhép khau véi
gia thanh cao. Viéc nghién ctru tao khang thé tir chinh mau sinh hoc ngudi Viét gitp
chii dong ngudn nguyén liéu, giam gia thanh xét nghiém cho ngudi dan. Pdng thoi, dé
tai thanh c6ng s& 12 minh chimg cho kha néng lam cht cac k§ thuét phtrc tap nhu:
cong nghé lai (hybridoma) hodc céng nghé hién thi trén thye khudn thé (phage
display), k¥ thuét tinh sach protein va kiém tra 4i luc khang nguyén - khang thé,

Su khong trung 1ap cua dé tai nghién ciru so véi cac cong trinh, ludn van, ludn an

da cong bd & trong va ngoai nudc; tinh trung thue, rd rang va day di trong trich dan tai
liéu tham khéo.

Luén an khong tring 1dp véi cac ludn van, ludn an hodc cac cong trinh khoa hoc khac
dd céng bd. Viée trich din tai liéu tham khao ctia ludn dam bao tinh trung thue, day
du, ro6 rang. Tai liéu bam st ndi dung nghién ciru.

Su phi hop gitta tén dé tai v6i ndi dung, gitta ndi dung véi nganh va ma sb nganh.
Noi dung luén 4n phu hop véi tén dé tai va pht hop v6i nganh dao tao Céng nghé
sinh hoc mé sb 9420201

DO tin cdy va tinh hién dai ctia phuong phap da sir dung dé nghién ctu.

Céc phuong phép st dung trong ludn an 1a nhiing phvong phép nghién clru co ban,
thudmg quy, duge trinh bay ro rang, dam bao do tin cdy. Mot sé phwong phép nghién
curu hién dai, cdp nhat.



5.

Két qua nghién ctiru mai cia tic gia; nhitng déng gop méi cho sy phat trién khoa

hoc chuyén nganh; déng gép méi phuc vu cho san xudt, kinh té, qudc phong, x4 hoi va

doi sdng. ¥ nghia khoa hoc, gié tri va d tin cdy ctia nhiing két qua do.

- Da xay dung dugc 01 quy trinh dé tao thanh cong ba khéng thé don dong tlr céc

6.

khang nguyén tai té hgp cia ba chi thi sinh hoc AFP, DCP, va TXXN lién quan dén
ung thu biéu mé té bao gan va budc dau chirng minh dugc hoat tinh sinh hoc cua céc
khéng thé nay trong viéc chdn dodn ung thu biéu mo té bao gan. Luu ¥, qﬁy trinh nay
tuy khong méi vé mit k§ thuat trén thé gi6i, nhung lai rat hiru ich trong nirée dé thic
ddy trién khai viée san xuét khang thé don dong — v6n 1a mot diém con han ché &
nudce ta, ddng thii chitng minh kha ning lam chii quy trinh céng nghé dé tao céc sinh
phim chin do4n ung thu. |

D3 d8 xuét va thir nghiém viéc sit dung cdng gdp bd ba khang thé (theo timg ciip) dé
tdng d6 nhay va dd dic hiéu trong chin doan ung thu biéu mé té bao gan. Céc s lidu
tuy con khiém t6n vé c& miu nhung rit dang khich 1& dé tiép tuc phét trién theo dinh
hudng nay.

Uu diém va nhuge diém vé ndi dung, két cau va hinh thirc ctia luén an.

Téng quan

- CAn bd sung/cap nhat tinh hinh nghién ctru trong nudc vé tinh hinh st dung céc chi

thi sinh hoc trong chin do4n ung thu biéu mb té bio gan, va vé cong nghé san xuét
khéng thé don dong. Viéc san xudt khang thé don dong da duge nghién ctru trién khai
& nudce ta tir hon 10 ndm, nhung chua dat duge nhiing thanh tuu 16 rét. Cén phan tich
nguyén nhan dé tir d6 xac dinh duge huéng gidi quyét, ddm bao tinh kha thi va thyc
tién ctia dé tai. Ddng thoi, 1am r6 tinh canh tranh cla san phém nghién ctru so véi cac
san phidm thuwong mai khac trong viéc stt dung céc chi thi sinh hoc trong chin doan
ung thu bidu mé té bao gan.

Phwrong phdp

- Nghién ciru nay lién quan dén ca mau méau/huyét thanh nguoi va trién khai trén chudt

thi nghiém. Hién ludn 4n da cung cip chép thudn cua Hoi ddng dao dirc s 06-
2020/NCHG-HPDD ngay 12 thang 10 nam 2020. Cén l1am 6 HD nay cb ca chic
ning xem xét cac nghién ctru trién khai trén mau sinh hoc ctia nguoi hay khong? Néu
khong thi cin bd sung c4 su chép thuén ctia HP Y dirc.

Trang 46, Budc 2: dang ding mdi trudng DMEM sao lai d6i sang RPMI @& phén tan
té bao? -

Két qua

Céc chn thich chit M trong cac hinh dién di (3.1, 3.2, 3.4, 3.5) tai sao lai chi giai céc
chir M2, M3...ma trén hinh chi c¢6 chit M?

Két luén




7.

Két lnan cua téc gia da bam theo ding 03 mue tiéu dé ra. Tuy nhién cén phai trinh bay
lai két luan mot cach ngén gon va cu thé vé cac sb liéu di thu nhan dugec.

Noi dung ctia ludn 4n di duoc cong bb trén tap chi, ky yéu Hoi nghi Khoa hoc nao

va gid tri ctia cdc cong trinh di céng bd (cdp céng bé WoS (SSCI SCI/E, ESCI ...),
Scopus, qudc té ¢6 phdn bién, tap chi trong nudc duge tinh diém theo Hoi dong Gido
su nhé nude ... va xép hang SCIMAGO).

NCS ¢6 cong bb 02 bai béo trén Tap chi trong nuée, trong d6 c6 1 bai la tac gid chinh
(first-author) trén Tap chi Y hoc Viét Nam va ddng téc gid trén Tap chi Khoa hoc va
Cong nghé Pai hoc Thai Nguyén. NCS cong bd 02 bai béo trén Tap chi nuée ngoai,
trong d6 c6 Tap chi Edelweiss Applied Science and Technology thudc danh muc
Scopus (Q3/Q4). Ca 2 Tap chi qubc té déu thude linh vuc da nganh/hen nganh
(multidisciplinary/interdisciplinary).

Bai béo quéc té trén Tap chi Journal of Asian Scientific Research khong lién quan
trwe tiép dén ndi dung cua ludn 4n ma lién quan gian tiép dén nguyén lidu cung cp
cho nghién ctu 14 khang nguyén tai t6 hop va khang thé don dong. C6 thé can nhic
gitt lai cong bd nay theo khia canh tmg dung céc két qua nghién ctru cla lugn 4n, qua
d6 minh chimg vé& su thanh cong ciia d& tai nghién ctru cva luén 4n.

Hai bai bdo trong nuéc ndi dung kha twong ddng, chi khac nhau v& loai khéng thé
nghién ctru. Noi dung hai bai nén gop lai s& thanh mét bai ¢6 chit lugng t6t hon.

Noi chung, céc Tap chi twong déi phit hop v&i nganh dao tao. Cc bai bdo dd bao ham

cac cac ndi dung ciing nhu céc két qua nghién ctru chinh trong ludn 4n. Tuy nhién, chét

luong cac bai bao con kha khiém ton.

8.

Két luén chung:
Luén an di céc yéu cau doi vai mot ludn an tién s nganh.
Bén tom tét ludn an cé phén anh trung thanh ndi dung co ban cua luin 4n.

Luén an cé theé dwge dua ra bao vé cp Hoc vién dé nhén bang Tién si.

Ha N¢i, ngay 20 thdng 12 ndm 2025
Ngudi viét nhan xét
(Ky va ghi vd ho va tén)

PGS. TS. Hoang Thi M§ Nhung




BAN NHAN XET LUAN AN TIEN SI

Ho va tén: Vi Xuin Nghia

Hoc ham, hoc vi: PGS.TS

Co quan cdng tac: Bénh vién TWQD108

Ho va tén nghién ctru sinh: Hb Trudng Giang

Tén ludn 4n: Nghién ctru tao ba khang thé don dong (AFP, DCP, TXN) va budc

dau tmg dung trong phat hién ung thu biéu m6 té bao gan.

Y KIEN NHAN XET
1. Tinh cAn thiét, thoi su, y nghia khoa hoc va thuc tién ctia ludn an
Noi dung ciia luén &n tip trung vao k¥ thuit cong nghé sinh hoc tao cong cu
phat hién sém céc déu 4n ung thu biéu moé gan. Pay 1a huéng di chung hién nay
trong sang loc, chdn doan sém bénh 1y ung thu trong ldm sang. Médc du hién nay
trong sang loc, chdn doén c6 st dung nhidu déu 4n sinh hoc cho ung thu biéu mé té
bao gan, song v6i khang thé don déng (AFP, DCP, TXN) déy la bude di thye sy can
thiét va mang tinh thoi sy, thuc tién cao cia ludn 4n, n6 sém ma ra dinh huéng san
xuét cdc cdng cu mai cho bénh 1y ndy, dic biét thuc sy c6 y nghia khoa hoc trong
chuyén nganh y sinh. |
2. Su khong trung 13p véi céc cdng trinh da cong bd, tinh trung thuc, 18 rang day
du trich dan tai liéu
Luén 4n di theo hudng nghién ciru hién dai, tip trung tao 03 khang nguyén
trong HCC va tao khang thé phét hién chung, do véy, ndi dung khé‘)ng-trfmg 1ap véi
céc cong trinh d3 cong bd trude day. Tai 1iéu tham khao duge trich dan day du, trung
thue vdi cac ndi dung phu hop trong nghién ciu. THng tai liéu tham khao c6 158 tai
liéu, trong d6 155 tiéng anh va 3 tiéng Viét. Céc tai liéu tham khao dwgc trinh bay

theo ding qui dinh cta luin an.



di cin khéng? Bb sung thém thiét bi trong giai trinh tw gen, tinh sach
protein...Tiéu chun chin dodn HCC tai bénh vién TWQD108.
- Phén két ludn: ca 3 muc tiéu cin viét gon lai, trong két ludn cn dua ra két qua
cu thé dat dugc muc tiéu nghién ctu.
7. Noi dung ctia lun 4n dd cong bé trén tap chi nao..
Noi dung ctia ludn 4n duge cong bd trén 4 tap chi, trong d6 c6 2 bai ding trén
tap chi chuyén nganh trong nudc va 2 bai dang trén tap chi nudc ngoai.
8. Két luan
Noi dung nghién cu ciia nghién ctru sinh dap ting yéu ciu clia mot luan 4n
tién s7 chuyén nganh. Ban tém tit ctia luin 4n phan anh day da noi dung co ban clia

luén 4n. Luén 4n sau khi dugc bo sung, stra chita ¢6 thé dua ra bao vé cap Hoc vién.

Ha noi, ngay 17 thang 12 nam 2025

Nguoi viét nhin xét

Vii Xuin Nghia




VIEN HAN LAM CONG HOA XA HOT CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOC VA CONG NGHE VN Doc ldp - Tu do - Hanh phic
HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Ha Noi, ngay 27 thang 01 nam 2026

BIEN BAN HOI DPONG PANH GIA LUAN AN TIEN Si CAP HOC VIEN

Nghién ctru sinh: H6 Truing Giang

Dé tai: “Nghién civu tao ba kh(mg thé don dong (AFP DCP, TXN) va bwéc diu iung
dung trong phdt hién ung thir biéu mé té bao gan”

Chuyén nganh: Cong nghé sinh hoc Mi s6: 94 20 201

Ngudi huéng dan:
GS.TS. Nghiém Ngoc Minh- Vién Sinh hoc, Vién Han 1dm KHCNVN
PGS.TS. V6 Thi Bich Thity- Vién Sinh hoc, Vién Han 1am KHHCNVN

Quyét dinh thanh lap Hbi ddng sb: 1266/QD-HVKHCN ngay 20/11/2025 ctia Gidm
ddc Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé.

Thoi gian hop: 9 h sang ngay 27 thang 01 nim 2026

Dia diém: Hoi truong tng 17, Hoc vién Khoa hoc va Coéng nghg, s6 18 dudong Hoang
Qudc Viét, Cau Gidy, Ha Ni.

NOI DUNG

1. Tir9:00 gi> dén 9 gir 10 phat:
- Pai dlen co s6 dao tao tuyén bé 1y do, doc Quyet dinh thanh 1ap Hoi dong danh
gi4 luan dn cap Hoc vién. Bé nghi Chu tich Héi dong diéu khién budi hop.
- Chu tich Hoi don,g, diéu khién budi hop:
+ Tuyén b6 s6 thanh vién Hoi déng c6 mit: 06/06 (c6 danh séch kem theo).
+ 86 khach moi tham du budi bao vé: 03 nguoi.
+ Thu ky hoi ddng doc 1y lich khoa hoc va két qua hoc tap ctia nghién ctru sinh.
2. Tw 9 gio 10 phit dén 9 gitr 45 phut
- Nghién cttu sinh H6 Truong Giang trinh bay ndi dung ludn 4n.
3.  Tuw 9 git 45 phat dén 10 giv 45 phit:
- Phan bi¢n 1: Doc nhin xét ludn dn (kém theo toan vin nhin xét).
- Phan bién 2: Doc nhin xét ludn 4n (kém theo toan van nhin xét).
- Phan bién 3: Doc nhén xét luéin an (kém theo toan vin nhan xét).
Cic cAu héi ciia thanh vién Hpi dong va ciu tra 10i ciia nghién ctu sinh: (ghi r5 ho
tén, hoc vi, chitc danh khoa hoc cta ngudi hoi)
Phan bién 1: GS.TS. Tran Huy Thinh
Cdiu hoi 1: Cén lam gi tiép theo dé phdt trién cde chi thi sinh hoc sang loc nay? Pdnh

gid tiém ndng ciia cdc chi thi nay dec biét la chi thi TXN? so véi cde chi thi thuong
mai?

NCS tra loi:




Luan én dd hoan thanh giai doan tao coéng cu sinh hoc (mAb dic hiéu
AFP/DCP/TXN). Bude tiép theo 14 chuan héa, dinh luong, danh gia 1am sang theo
huéng sang loc va phat trién mé hinh da chi thi, trong d6 TXN la tng vién c6 tiém
nang tao gia tri gia tang khi két hop véi AFP/DCP.

So véi cde chi thi thuong mai nhap khéu, viée phét trién khang thé don dong
khang AFP/DCP/TXN trong nude mang lai d6 1a: Chu dong ngudn khéng thé, giam
phu thudc nhap khiu. Gidm gia thanh, phi hop trién khai & céc tuyén y t& co s6. D&
dang tiy bién assay (ELISA, test nhanh, IHC) theo nhu ciu 1am sang tai Viét Nam.
Phin bién 2: PGS.TS. Nguyén Lai Thanh
Cau hoi 1: Co 56 néo dé siv dung chudt tao u bdng sinh khding thé trong nghién ciu?
Khi thu dich tir chugt NCS can cir diéu gi dé khing dinh la khdng thé don dong diroc
nudi cdy thanh cong?

NCS tra loi:

Ly do lua chon phwong phép tao u bang trén chudt: 1a quy trinh ¢ dién, hiéu
qua cao,
tao u bang tao ra ndng do khang thé cao gép nhiéu 1an (10-50 mg/ml dich bang), dic
biét pht hop cho nghién citu & giai doan dau, khi cin lugng khang thé du d tinh sach,
déc tinh hoa va danh gia kha ning mién dich dac hiéu.

NCS khing dinh khang thé don dong duoe tao va nudi chy thanh cong khi thu
dich u bang la sir dung cdc phwong phap tinh sach bing cot protein A/G, dién di SDS-
PAGE, Western-blotting va ELISA. Ngoai ra, con str dung sang loc bing méi truong
HAT dé loai bo té bao khéng dung hop; Nhan dong don (cloning bing pha lodng gidGi
han) nhim dam bao mdi dong hybridoma bit nguén tir mot t& bao don 1é. Do do,
khang thé thu duoc tir dich u bang c6 ngudn gbe don dong vé& mit té bao hoc.

Phan bién 3: PGS.TS. Nguyén Trung Nam

Cdu hoi 1. Hinh cut-off cia 3 chi thi tai sao lai khdc véi hinh trong cong bo quic 187
NCS giai thich Iy do vi sao cimg mot két qua lai ¢6 2 hinh énh minh chimg?

NCS trd loi.

Bai b4o nay dd dugc NCS loai bd khoi Danh muc céc cOng trinh cua tdc gid vi
khong lién quan dén noi dung Ludn 4n vi thé cac két qua hinh cut-off 1a nhit quén
trong toan van lugn an.

Uy vién: PGS.TS. Hoang Thi My Nhung

Cdu hoi 1: Hpi dong y dire NCS cung cdp trong ludn dn cé di & bao bimm todn ho
nghién civu trén dong vdt ciia d@e tai khong?

Nhilng khé khdn va tré ngai khi NCS thiee hién nghién civu dé (4i?

NCS trd loi:

N6i dung nghién ctru ctia ludn 4n 6 lién quan dén ca mau huyét thanh nguoi va
thue nghiém trén déng vat (chudt BALB/¢). Ludn an sit dung mot phén s0 liéu tir
Nhiém vu Khoa hoc va Céng nghé theo Nghi dinh thu “Hop tac nghién ctru ché tao bod
kit khang thé don dong nano DNA huynh quang ddc hiéu phuc vu chén dodn sém ung
thu gan”, ma s6: NDT.102.GER/21. NVKH nay d4 thyc hién ddy di quy trinh xin
phép va di duge Hoi ddng Y duc — Vién Nghién ctru hé gen, Vién Han [dm Khoa hoc
va Cong ngh¢ Viét Nam phé duyét theo Gidy chimg nhan s 06-2020/NCHG-HPDD
cap ngay 12/10/2020 (dinh kém tai Phu luc 3 cta ludn 4n). Hoi déng Y duc — Vién
Nghién ctru hé gen c6 day du chire ning xem xét cdc nghién ctu dugce trién khai trén
nguoi va dong vit.

Kho khin va tr¢ ngai khi NCS thyc hién Luén 4n |4 trong qud trinh ldy miu va
lam thi nghi€ém bi gidn doan béi dich Covid.

Uy vién: TS. Nguyén Thi Thanh Ngén
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Cau hoi 1: Nhoe diém cia nghién ciru tao khdng thé don dong bing mé hinh chugt
hién nay?Nes d ¢6 nhiing khéc phue gi cho nghién citu ciia minh?
NCS tra loi:
Nhuge diém ctia nghién ctru tao khing thé don dong bang mé hinh chuét hién nay
Nghién ctu tao khang thé don dong (mAb) bing mé hinh chudt — dic biét theo
phuong phép lai t& bio hybridoma — tuy van 1a “tiéu chudn vang”, nhung ton tai mot
s6 han ché co ban:
- Nhiing khac - biet vé& mit sinh hoe gilta chudt va ngum

- Pdp tmg mién dich khéng dong déu ¢ gifta cdc cé thé chudt

- Thoi gian va chi phi cao

- Han ché vé dao dirc trong st dung dong vét thi nghiém

- Nguy co tao khang thé nhan dién epitope khéng ddc hiéu.
Nhiing khic _phuc ma NCS da thyc hién trong nghién ctru ctia minh:

- Thiét ké khang nguyén ¢6 dinh hudéng epitope

- Sang loc khanc thé da tang, khéng chi dya trén higu gid

- Str dyng mau bénh phdm ngudi dé danh gia gia tri thuc tidn

- Tuan thu nghi€ém ngit dao dirc trong nghién cim dong vt

- Binh huong) ing dung chin doén, khéng dirng & mire tao mAb
4. Tix 10 gior 45 phut dén 11 gio 10 phut: Hop hoi dong riéng

- Théng qua két ludn ctia Hoi ddng (c6 van ban kém theo).

- Ghi phleu nhan xét ludn 4n.

Két qua kiém phleu 07/07 thanh vién tan thanh trong d6 03/07 phiéu xudt sic va dé

nghi Hoc vién ra quyét dinh cong nhén hoc vi Tién si Sinh hoc img dung cho nghién
ctiu sinh H6 Trudong Giang.

5. Tir 11 gio 10 phat dén 11 giv 30 phiit:
- Chu tich Héi ddng doc két ludn cia hoi dong danh gid ludn én trong nghi quyét
ctia Hoi dong.
- Dai dién co s& ddo tao phat biéu v kién, chic mung NCS Hb Trudomg Giang.
- Daidién cua co quan ctia NCS phat biéu y kién.
- Dai dién cho tap thé huéng din cia NCS phét biéu y kién.
- NCSHb Truong Giang phét biéu v kién.
- Hoi ddng két thac lte 11 git 30 phut, Thir Ba ngay 27 thang 01 nim 2026.

THU KY HQI PONG CHU TICH HQI PONG
TS. Nguyén Thi Thanh Ngin GS.TS. Nguyén Huy Hoang

XAC NHAN CUA CO SO PAO TAO
K’ F GIA.M Dﬂﬁ
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VIEN HAN LAM CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HOQC VA CONG N(‘]HEAVN Doc ldp - Tu do - Hanh phue
HQC VIEN KHOA HQC VA CONG NHE

Ha N¢i, ngay 27 thang 01 nam 2026

NGHI QUYET
CUA HQI PONG PANH GIA LUAN AN TIEN ST CAP HQOC VIEN

Tén nghién ctru sinh: H6 Trwong Giang
Vé dé tai: “Nghién ciiu tao ba khdng thé don dong (AFP, DCP, TXN) va budc diu
teng dung trong phdt hign ung thir biéu mé té bao gan”

Chuyén nganh: Céng nghé sinh hoc M4 s6: 94 20 201

Nguoi hudng dan;

GS.TS. Nghiém Ngoc Minh- Vién Sinh hoc, Vién Han [Am KHCNVN
PGS.TS. V6 Thi Bich Thuy- Vién Sinh hoc, Vién Han lam KHCNVN

S6 thanh vién Hoéi dong danh gid ludn 4n tién st cap Hoc vién cé mit: 06/06 (ving ty

vién PGS.TS. Vii Xuén Nghia).

Hbi dong dénh gid ludn an tién st cap Hoc vién cia NCS. Hb Tru‘(mg Giang da
hop tir 9:00 giov dén 11 gior 30 phit sdng ngay 27/01/2026 tai Hoc vién Khoa hoc va
Cong nghé, so 18 dudng Hoang Québc Vit — Cau Gidy — Ha Nbi.

Sau khi nghe nghién ctu sinh HO Truomg Giang trinh bay ndi dung ludn dn
trong thoi gian 30 phut, Hoi dong da nghe cdc phan bign phét biéu nhin xét ludn an;
nghe thu ky Hoi C’fong doc ban tong hop cicy kién nhén xét luén 4n clia cac thanh vién
khac trong Hoi ddng va nhén xét tom tit ludn 4n ciia céc nha khoa hoc giri dén. Hoi
dong da tlen hanh thdo luan chung tai Hoi truong, sau do Hoi dong da hop riéng va
nhat trf quyét nghi nhu sau:

1. Két qua bo phiéu danh gid ludn an cta Hoi dong: Hoi dong théng nhét thong qua
bo ph1eu dénh gid luén én dat két qui 06/06 phiéu tan thanh trong dé co 03/06
phiéu xudt sic.

2. Nhiing két luan khoa hoc co ban, nhiing diém moi, dong gop mai cua ludn dn

Hpi dong di thong nhiit théng qua cdc két ludn cia ludn dn nhw sau:

e Da tao duge thanh edng céc peptide ddc trung cho ba gen AFP, DCP va TXN.

o Di tao thanh cong khang thé don dong tir khing nguyén tai tb hop ctia ba chi thi
sinh hoc AFP, DCP va TXN vdi d6 nhay 1a 97.87%.

e Dasurdyng khing thé don dong tao dugc dé bude dau nghién ciru phat hién ung
thu biéu mé té bao gan. Dong thoi danh gia hiéu gia khang thé vé do nhay, do
ddc higu khi két hop 3 chi thi nay voi nhau.

* Dé tai lugn dn cé tinh méi nhw sau:

e D3 tao dugce khing thé don dong IgG déc hi€u twong Gng véi hidu gia cao va
dat d6 tinh khiét khi tinh sach bing séc ky protein A/G cho ba chi thi sinh hoe
AFP, DCP va TXN.

e Da st dung khéng thé don dong tao dugc dé bude dau nghién ctu phat hién ung
thu bi¢u mo té bao gan. Pdng thoi danh gid hidu gia khang thé vé do nhay, do
dac hiéu khi két hop 3 chi thi nay véi nhau.




3. Ciac gop v chinh sia luin dn

Quyen ludin 4n con mét 6 hinh anh minh hoa két qua bi md, 16i chinh ta, phong
chit, biéu mau va chi thich cin chinh stra lai cho thong nhét toan van luin 4n. Ra sodt
lai cde tir chuyén nganh cho chinh xdc theo gép ¥ ctia céc thanh vién héi dong,

3.1. M dau: nén viét ngin gon lai, tap trung vao HCC va tinh thyc tién, cap thiét khi
tao céng cu sang loc va chén dodn.
3.2. Tong quan:

Nén bd sung bénh hoc HCC, tidu chudn chin dodn HCC v chdn doan cac giai
doan cta HCC. Nén bd sung thém théng tin v& k¥ thuat tao u béng sinh khang thé. Bo
sung tinh hinh trong nude sir dung céc chi thi sinh hoc trong chin doan ung thu bicu
mo t& bio gan va vé cOng nghé san xuat khang thé don dong.

3.3. Phwong phdp:

- Déi tugng nghién ctru 14 47 mAu cin giai thich hodc bd sung théng tin dy da vé viec
47 nguoi tham gia nghién ctu ndy c6 duoc didu trj thude khdng va thong tin vé tién
trién bénh nhu chua di can khong ? B sung thiét bi giai trinh tu gen, tinh sach protein.
Tiéu chuén chan dodn HCC tai bénh vien TWQD108.

- B6 sung chi tiét cho phan t& bao dé ¢6 can cit danh gid cac két qua dat duoc.

- B6 sung ngudn gbc cla khang nguyén £.coli.

3.4. Két qua va Ban lugin:

- Nén viét ngén gon lai tap trung vao cdc két qua muc tiéu.

- Hinh anh ctia t€ bao can giit ding dd phéng dai trong céc anh minh hoa va cin giai
thich chi tiét hoge chi thich cho mdi hinh minh hoa.

- B sung ban lun, giai thich vige sir dung khang nguyén tai t6 hop dé danh gia khang
thé ma khéng ¢6 giai doan thir nghiém trén khang nguyén tu nhién, gin voi dic diém
ctia khing nguyén dang c6 trén té bao sdng.

3.5. Tai liéu tham khdo: chinh sira theo form mau ctia Hoc vién.

3.6. Tém tit lugn dn: chinh sta lai t6m tit theo toan vin ludn én sau gop y cta Hoi
ddng cap Hoc vién.

3.7. Két luin ciia lugn dn:

Nén b6 sung thém cdc chi tiét cac s6 lidu cua timg két qua cho 1 rang hon,

4. Co s6 khoa hoc, dd tin cdy ctia nhitng ludn diém va nhitng két ludn néu ra trong ludn

z

an.

Ludn 4n duge thye hién trén tip mau gdm 47 miu bénh va 15 mau dbi chimg da
dugc Iva chon va thu thép theo cac tidu chudn nghién ctu cu thé, pht hop véi muc tiéu
clia d& tai. Céc phuong phap nghién ctru duoc str dung da dang, két hop gitra cong cu
tin sinh hoc (nhu BepiPred, DiscoTope) v&i céc k§ thudt sinh hoc phén tir co ban va
hién dai, bao gém cong nghé tai td hop gen, céc k¥ thuat mién dich va phuong phap
giai trinh tu.

Cac phuong phap déu duoc mb ta rd rang, cé trich din tai liéu tham khao day
du, dam bao tinh khoa hoc, d¢ tin ciy va kha ning kiém chiing. Viée lua chon va dp




dung cac k¥ thudt nghién ctru la phit hop véi timg néi dung nghién ctru cu thé, dap (mg
yéu cu dit ra cta ludn 4n.
5. Y nghia v& Iy luan, thuc tién va nhiing dé nghi sir dung cac két qua nghién ctru ctia
luan an

Ludn én tap trung nghién ciu tao ra ba khing thé don dong diic hidu véi cac chi
thi sinh hoc AFP, DCP va TXN dé tmg dung trong phat hién sém ung thu biéu mo té
bao gan. Py la huéng nghién ctru c6 gid tri khoa hoc 18 ring, phi hop véi xu thé
nghién ctru hign nay va ¢6 y nghia thyc tién cao trong chan doan HCC. Céc noi dung
nghién ctru dugce trién khai logic, bam sat myc tiéu dit ra, két qua dat duoc phu hop
v6i dinh huéng ban dau. Cac céng trinh khoa hoc dugc cong bd tir ludn 4n 13 méi,
khoéng trang 13p, dang tai trén cdc tap chi khoa hoc trong nuée va qubc té co uy tin,
gop phin bd sung ngudn tu liéu tham khao co gid trj cho céc nghién ctu tiép theo
trong linh vyuc nay.
6. Nhitng thiéu s6t vé noi dung va hinh thire ctia ludn én

NCS cén chinh sta mét s& vin dé con thiéu sét theo 07 Ban nhan xét cla cac
thanh vién trong Hoi ddng giri kém theo va nhitng théng nhit ghi chi tiét trong ban
Nghi Quyét ctia hoi ddng.
7. Mite d6 dép ting cac yéu ciu cta ludn an

Ban ludn 4n TS ctia NCS H6 Trudng Giang 1a mot cong trinh nghién cru cdng
phu nghiém tic, ¢6 ¥ nghia khoa hoc va gié tri thuc tién, dap ng duge yéu ciu cia
ludn 4n tién s vé ca ndi dung va hinh thte theo quy dinh.
8. Nhitng diém can bd sung, sta chita (néu ¢6) trude khi ndp ludn an cho Thu vién
Quéc gia Viét Nam

NCS can chinh sta lai luan 4n theo 07 ban nhédn xét va gop y ctia cac thanh vién
Hoi déng gii kém theo (Ban nhén xét lun 4n) va chi tiét muc 2 va muc 3 trong ban
Nghi Quyét nay.
9. Cong trinh khoa hge lién quan dén luin 4n

Nghién ctru sinh ¢6 4 cong trinh khoa hoc. Cac cong trinh khoa hoc nay déu la
cde ndi dung va két qua thé hién toan vin lugn 4n. Trong do6 co 01 bai trén Tap chi Y
hoc Viét Nam, 01 bai trén Tap chi Khoa hoc va Céng nghé Dai hoc Thai Nguyén, 01
(Journal of Asian Scientific Research) bai thudc Scopus va 01 tai thude tap chi
Edelweiss Applied Science and Technology. Nghién ctu sinh 1a téc gia dau va dong
tac gia cua 04 bai bdo.

Hoi dong chi gift lai 3 cong bd: 02 cdng bé trén tap chi quéc gia va 1 tap chi
qudc t& thude Scopus, loai bo bai thude quéc té khéc.
10. Két luan:

Luan 4n ddp (mg cic yéu cau dbi v6i mot ludn 4n tién sy Sinh hoc tmg dung
chuyén nganh Cong nghé sinh hoc theo dung quy dinh cta Hoc vién Khoa hoc va
Cong nghé.




Hoi dong thong qua bo phiéu va dé nghi co s¢ dao tao cong nhan trinh dé va
cap bang cho H6 Truong Giang.

Hoi dong nhat tri théng qua bing biéu quyét cong khai va bo phiéu voi ty 18 tan
thanh 1a 06/06 thanh vién Hoi déng Cin ctr két qua bo phiéu, Hoi1 déng danh gia ludn
an tién sT cdp Hoc vién nhat tri dé nghi céng nhan hoc vi Tién st Sinh hoc tmg dung
cho nghién ctru sinh Hb Truong Giang.

THU KY HOI PONG CHU TICH HOI PONG
TS. Nguyén Thi Thanh Ngin GS.TS. Nguyén Huy Hoang
XAC NHAN CUA CO SO PAO TAO

__ KT.GIAMPOC
CVA e O GIAM POC




(Méu 6-HV-Ban gidi trinh chinh sita, bé sung cap HV)

VIEN HAN LAM

KHOA HOC VA CONG NGHE VN
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM

Doc ldp - Ty do - Hanh phic

BAN GIAI TRINH CHINH SUA, BO SUNG LUAN AN TIEN ST

CAP HOC VIEN

Ngay 27 thing 01 ndm 2026, Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé da t6 chirc danh
gid luan 4n tién si clp Hoc vién cho nghién ctru sinh Hb Trudong Giang theo Quyét
dinh sé 1266/QD-HVKIICN ngay 26 thang 11 nim 2025 ctia Gidm déc Hoc vién.

Dé tai: “Nghién ctru tao ba khang thé don dong (AFP, DCP, TXN) va budc dau
tng dung trong phét hién ung thu bidu mo té bao gan”.

Nganh: Cong nghé sinh hoc,

M s6: 942 02 01
Ngudi hudng din Khoa hoc: GS.TS. Nghiém Ngoc Minh

PGS.TS. Vo Thi Bich Thuy
Theo Bién ban ctia Hoi déng, NCS phai bd sung va chinh stra luén &n céac diém

sau day:

STT

Noi dung dé nghi chinh sita, b6 sung

N§i dung da duge chinh sita, bo sung
(Ghi rd so trang/chwong/muc... da dwgc
chinh stra)

Phin M& ddu nén viét ngin gon lai, tap
trung vao HCC va tinh thuc tién, cAp thiét
khi tao cdng cu sang loc va chin doén.

P viét gon lai phdn MG PAU, tép trung
vio HCC va tinh thyc tin, cip thiét khi
tao cong cu sang loc va chén doan. Trang
1 2 3

Nén bd sung bénh hoc HCC, tiéu chuin
chdn doan HCC va chan doan céc giai
doan HCC.

D3 b sung bénh hoc HCC trong muc Cic
yéu té lién quan dén co ché bénh sinh
cia HCC Trang 7, 8.

D4 bd sung tidu chudn chén doan va chén
doan giai doan trong muc P6i twgng
nghién ciru cho muyc tiéu buée diu dng
dung cic khing thé don dong tao thanh
dé phat hi¢n ung thu biéu mé té bao gan
Trang 34

Nén bb sung thém thong tin k¥ thuat tao u
bang sinh khang thé.

Pa bd sung théng tin quy trinh tao bang
thu khang thé don dong trong muc
Phuong phap tao khang thé don dong
Trang 50




B4 sung tinh hinh trong nude st dung céc
chi thi sinh hoc trong chin doan ung thu
bidu md t& bao gan va cong nghé san Xuat
khang thé don dong.

Di bd sung thong tin trong muc Mt sb
nghién civu khdng thé don dong trong
chin dodn ung thw trén thé gidi va tai
Viét Nam Trang 30

Péi twong nghién ctu 12 47 mAu, can giai
thich hodic bd sung théng tin ddy di vé
viéc 47 ngudi tham gia nghién cliu nay co
duoc didu tri thube khong, vé thong tin
tién trién ctoa bénh nhu: ¢ di cdn hay
kh6ng?

Di bb sung trong muc Pé6i twong nghién
ciru cho muc tidgu buée diu tmg dung
ciac khang thé don dong tao thanh dé
phat hién ung thw biéu méd té bao gan
Trang 34

B4 sung thiét bi giai trinh tu gen, tinh sach
Protein.

Pi bd sung “M4y giai trinh ty DNA ty
dong ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Thermo Fisher, M§)” vao
phin HOA CHAT VA THIET BI
NGHIEN CUU, muc Trang thiét bj sir
dung trong nghién ciru. Trang 36

Di bd sung “Kit: NAb™ Protein A/G Spin
Columns Kit (Thermo Fisher, M§)” vao
phin HOA CHAT VA THIET BI
NGHIEN CUU, muc Hoéa chit va sinh
phim nghién ciru. Trang 35

B& sung tiéu chudn chin doén HCC tai
Bénh vién TUQD 108.

Pa bd sung trong muc Péi twong nghién
ciru cho muc tiéu bwde diu ing dung
cac khing thé don domg tao thanh dé
phat hién ung thw biéu md té bao gan
Trang 34

B6 sung chi tiét cho phin té bao dé c6 cin
ctr ddnh gia két qua dat dugc.

D3 bd sung trong muc Tinh sach Khéing
thé don dong Trang 51

B sung ngudn gbc khang nguyén E. coli

D3 bd sung “Vi khudn Escherichia coli:
ching BL21 (DE3) (Thermo Fisher, M§)”
vao phin HOA CHAT VA THIET BI
NGHIEN CUU, muc Héa chét va sinh
phim nghién ciu. Trang 35

KET QUA VA BAN LUAN nén viét
ngén gon lai tap trung vao céc két qua muyc
tiéu.

KET QUA VA BAN LUAN duge chinh
sira theo huéng viét ngén gon, tip trung
lam 13 cac két qua chinh phit hop véi cac
muc tiéu nghién ctru. Cac ndi dung trung
lap, din giai dai hodc chua tryc tiép phuc
vu muc tidu di dugc luge bo, dong thoi
phin ban luén duge ¢ dong va nhén manh
vao cac két qua ndi bat coa dé tai, Muc
Ddnh gid tinh chit vt Iy cia ba dogn
protein Trang 65, muc Gidi trinh ty DNA
ciia AFP/DCP/TXN Trang 70.




Hinh anh t& bao cin giit ding d§ phéng
dai trong cic anh minh hoa va cdn giai
thich chi tiét hodc cha thich cho mdi hinh
minh hoa.

D3 chinh lai thong tin d§ phong dai trong
Hinh 3.16; Cac hinh dugc bd sung minh
hoa va giai thich chi tiét Hinh 3.27 Trang
102, Hinh 3.28 , Hinh 3.29 Trang 103

B6 sung ban ludn, giai thich viéc sir dung
khang nguyén tai tb hop dé danh gia khang
thé ma khong c6 giai doan thir nghiém trén
khéng nguyén ty nhién, gin véi dic diém
khang nguyén trén té bao sdng.

D4 bd sung vao phin KET QUA VA BAN
LUAN muc Két qui sang loc va tich
dong cac té bao lai c6 khda ning sinh
khang thé don dong Trang 84

. ; g ke RS A 5
Chinh stra m6t so tai liéu tham khao theo
diing form miu ctia Hoc vién.

Pi chinh sira cdc tai liéu tham khao theo
diung méu cia Hoc vién. TLTK 12 Trang
116, TLTK 55 Trang 119, TLTK 63 Trang
120.

10.

Chinh stra tém tat theo toan vin ludn 4n
sau gbp v ciia Hoi dong cap Hoc vién.

D3 chinh sira Quyén Tém tit Ludn 4n sau
gop y cua Hoi ddng cdp Hoc vién. phin
MO DPAU Trang I; phin KET LUAN
muc 1,2 Trang 21, 22

1.

KET LUAN nén bd sung thém cac chi tiét
cac sb lidu cua timg két qua cho 16 rang
hon.

D bd sung chi tiét cac sb liéu cia timg két
qua trong phan KET LUAN muc Két qua
tao khang nguyén tai td hop AFP, DCP
va TXN va Két qua tao khing thé don
dong dic hiéu tir khing nguyén tai t6
hop Trang 112

Huéng din chinh

Nghién ciru sinh chan thanh cdm on Qui thiy, ¢ trong Hoi dong danh gia luan
an tién sT cp Hoc vién dd gép v va tao co hdi cho NCS hoan thién luén 4n cia minh,

Xin trAn trong cam on./.
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