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MO PAU
Tinh cép thiét ciia ludn an:
Ung thu gan hién dang 12 mot thach thirc stirc khoe toan cau, véi ty 16 méic va
tir vong gia ting nhanh chéng. Bénh 1y nay gy ganh niang 16n cho hé thong
y té, dic biét & cac qubc gia dang phat trién. Trong do, ung thu biéu mo té
bao gan (Hepatocellular Carcinoma - HCC) chiém khoang 90% cac trudng
hop ung thu gan nguyén phat. Co ché bénh sinh chu yéu bao gém: yét t6 di
truyén; nhiém virus viém gan B, C; str dung dd ubng c6 con trudong dién; do
cac chat doc hai; va réi loan trao ddi cht, din dén bién dbi & cap d6 phan tir
va hinh thanh ung thu.
Viéc chon 3 chi thi sinh hoc AFP, DCP va TXN Xuét phat tir yéu cau cép
bach trong kha nang phat hién sém va chinh xac HCC, dac biét khi AFP don
1¢ khong da d6 nhay va do dac hi¢u. AFP Ia chi thi sinh hoc dugc dung phé
bién nhung con han ché d6 nhay (chi khoang 70% céc trudng hop). Trong
khi d6, DCP da dugc chiing minh cai thién dang ké do dic hiéu, hd trg phat
hién bénh ngay ca khi AFP am tinh hodc ¢ mirc thép. TXN la mét chi thi sinh
hoc méi, gén lién véi tién trién, apoptosis va sy xam 1an cta khéi u, bd sung
gi tri phat hién sém HCC ma hai chi thi sinh hoc AFP va DCP ¢6 thé bo sot.
Xuét phat tir nhu cAu thuc tién do, viée nghién ctru tao ra cac khang thé don
dong déc hiéu khang ba chi thi sinh hoc AFP, DCP va TXN c6 y nghia quan
trong. Khang thé don dong khong chi 1a cong cu then chdt trong cac ki thuét
mién dich hién dai, ma con 13 nén tang dé phat trién cac bo kit xét nghiém co
kha ning tmg dung rong rii trong phat hién sém ung thu biéu mé té bao gan.
Vi vay, toi tién hanh thyc hién luan an: “Nghién ciru tao ba khang thé don
dong (AFP, DCP, TXN) va budc diu iing dung trong phdt hién ung thuw
biéu mé té bao gan”
Muc tiéu nghién ciru:
1. Tao duge khang nguyén tai to hgp ctia ba chi thi sinh hoc AFP, DCP, va
TXN dic trung ung thu biéu mo 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 mé té bao gan tir cac khang nguyén tai to
hop da dugc tao thanh.

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

Pong gép moi:

- D3 tao thanh cong bd ba khang thé don dong tir khang nguyén tai té hop
cua ba chi thi sinh hoc AFP, DCP, TXN phuc vu cho chin doan ung thu biéu
mo té bao gan.

- P sir dung khang thé don dong tao dugc dé budc dau nghién ciru phat hién
ung thu biéu mo té bao gan. Pong thoi ddnh gia hidu qua khang thé vé do
nhay, d6 dac hiéu khi Kkét hop ba chi thi nay véi nhau.

Y nghia khoa hoc va thyec tién:

- Y nghia khoa hoc: Két qua ctia nghién ctru 1a minh chimg cho ning luc lam
chu chudi cong ngh¢ sinh hoc khép kin, tir phan tich tin sinh hoc, thiét ké
epitope mién dich, biéu hién khang nguyén tai t6 hop, tao té bao lai cho dén
g dung phat hién khang nguyén trong mau huyét thanh. Day 1a dong gop
quan trong vao nén ting nghién ctru phat trién sinh pham chan doan ung thu
tai Viét Nam, hudng dén chu dong hoa cong nghé va giam phu thudc nhap
khéu.

- Y nghia thyc tidn: Nghién ctru mé ra tiém nang phat trién bo kit xét nghiém
ELISA da marker ing dung khang thé don dong ndi dia, gitip ting cuong
kha ning phat hién ung thu biéu mé té bao gan, dic biét khi AFP don 1é
khong du d6 nhay. San pham nghién ctru c6 thé trién khai thir nghiém tai cac
bénh vién tuyén tinh, tién toi ing dung rong rii trong cac chuong trinh tim

soat cong dong, nhét 1a & nhitng khu vuce c6 ty 16 mic HCC cao.



Chuong 1. TONG QUAN
1.1. TONG QUAN VE UNG THU BIEU MO TE BAO GAN
Ung thu gan gém hai dang 13 ung thu gan tht phat (di cin) va ung thu gan
nguyén phét. Ung thu gan thr phat 1a do cac té bao ung thu cua cac co quan,
b6 phan khac trong co thé di chuyén theo dong mau hoic mach bach huyét toi
gan, dinh khu tai day va hinh thanh khdi u. Ung thu gan nguyén phat 1a bénh
1y 4c tinh ctia gan xay ra khi té bao gan binh thudng trd nén bét thudng vé hinh
thai va chirc ning. Ung thu gan nguyén phat gdm 3 loai chinh: ung thu biéu
md té bao gan, ung thu biéu mod duong mat trong gan va u nguyén bao gan.
Trong d6 ung thu biéu mé té bao gan (HepatoCellular Carcinoma - HCC) 1a
phd bién nhat chiém dén 90% cac truong hop ung thu gan nguyén phat.
1.1.1. Dich t& hoc ciia bénh ung thw biéu mé té bao gan
Ung thu biéu mé té bao gan (HCC) 1a loai ung thu gan nguyén phat phd bién
nhét, chiém 80-90% tong sb ca ung thu gan. Trén toan cau, HCC dung thi 6
vé ty 16 mic méi va thir 4 vé tir vong do ung thu, véi khoang 866000 ca mic
va 759000 ca tir vong mdi nam. Bénh tap trung chii yéu 6 Dong A va chau Phi
ha Sahara do ty 1& nhiém virus viém gan B cao, trong d6 Méng C6 c6 ty 1& mic
HCC cao nhét thé giéi. Mic du ty 1¢ méc chuan hoa theo tudi dang giam nho
c4c chuong trinh tiém ching HBV va diéu tri HCV, nhung téng sd ca méc
HCC van gia ting do dan s6 gia hoa. Mot sb nude trude day co ty 18 thap nhu
Hoa Ky, Iran, Nepal... dang ghi nhan xu huéng taing do HCV man tinh va gan
nhiém md khong do ruou (NAFLD). Tai Viét Nam, HCC 1a mét trong nhiing
loai ung thu phd bién va gy tir vong nhiéu nhét, véi hon 24000 ca mic méi
va 25000 ca tir vong mdi nam. Ty 1& mic HCC tai Viét Nam cao gap gan 3 lan
trung binh toan cau, chu yéu do viém gan B man tinh. Du d3 trién khai tiém
ching HBV tir l4au, hiéu qua chua rd rét & nhom ngudi trudong thanh nhiém
virus tir trude. Viét Nam hién thude nhom cac quéc gia c6 ganh ning HCC cao
nhét thé gioi va dugc WHO uu tién trong chién luoc loai trir viém gan virus

vao nam 2030.



1.1.2. Céc yéu t lién quan dén co' ché bénh sinh ciia HCC

Co ché bénh sinh ciia HCC chiu anh huéng tir ca yéu td di truyén va moi
truong. Ve di truyén, cac dot bién somatic nhu TERT (44-60%), TP53 (30—
50%), CTNNBI1 (20-40%) va cac gen khac nhu AXIN1, ARID1A, ARID2,
NFE2L2 gop phan thic day sinh ung thu théng qua cac con duong nhur phién
ma telomerase, Wnt/B-catenin, stra chita DNA va diéu hoa stress oxy hoa.
Ngoai ra, cac bién thé di truyén dong mam (germline) nhu PNPLA3, TM6SF2,
MBOAT?7 ciing lién quan dén nguy co HCC qua co ché viém gan khéng do
ruou va xo gan. Cac yéu td moi truong quan trong bao gdbm: nhiém HBV — 1a
nguyén nhan chi yéu & chau A va chau Phi, giy HCC ngay ca khi chua c6 xo
gan do kha ning tich hgp vao DNA vt chii; nhiém HCV - 1a nguyén nhan
chinh & cac nudc phat trién, din dén HCC thong qua co ché viém man tinh va
X0 gan; va lam dung ruou — lam ting nguy co HCC dic biét khi két hop véi
HBV. Ngoai ra, cic yéu t6 chuyén héa nhu gan nhiém m& khong do rugu
(NAFLD), dic biét la viém gan nhiém md (NASH), dai thao dudng typ 2, béo
phi va dé khang insulin ciing ngiy cang dugc cong nhan la nguyén nhan noi
bat thuc ddy HCC, nhét 14 & cac qudc gia phat trién. Nhimg yéu td nay hoat
dong thong qua tryc tin hi€u insulin/IGF-1 va viém man tinh tai gan.

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 phwrong phap chin do4n hinh inh

Han ché trong phat hién khdi u nhé ¢ giai doan sém; Khéng xéac dinh duge
tinh chat khdi u; Chi phi cao va han ché tiép can; Nguy co phoi nhiém birc
xa va tac dung phu; Yéu cau vé thiét bi va ki thuat thuc hién.

1.2.2. Phwong phap chin doan mé bénh hoc, té bao hoc va sinh thiét 16ng
Sinh thiét (1iy miu mé hoic té bao) 1a mot thu thuat xam l4n, c6 thé gay dau,
nhiém tring mau, nhiém tring hodc ton thuong cac co 1an can. Viéc iy miu

khoi u néu khéng dugc xac dinh chinh xac vi tri hodc khong du so lugng can



thiét co thé dan dén két qua tinh toan hodc du doan sai. Phan tich mé bénh
hoc va té bao hoc thuong mat thoi gian, gay cham tré trong viée bit dau diéu
tri. bdi v6i cac ton thuong rat nho hodc sau, viéc léy mau sinh hoc ¢6 thé
gap kho khan hoac khong kha thi. Mot s6 bénh nhan c6 tinh trang suc khoe
yéu, r6i loan dong méau hodc vi tri khéi u kho tiép can c6 thé khong thich hop
dé thyc hién sinh thiét

1.2.3. Xét nghiém céc chi thij sinh hoc dic hiéu ung thw biéu mé té bao gan
1.2.3.1. Alpha —fetoprotein (AFP)

AFP 13 mot glycoprotein 70 kDa do gan bao thai va tai 6i tiét ra, giam sau
sinh va duy tri mirc rat thip ¢ nguoi truong thanh khoe manh. Gen AFP nam
trén nhiém sic thé 4 (4ql1—ql3), dwoc diéu hoa boi cac trinh tyr
enhancer/silencer; sur tai hoat hoa gen nay trong HCC géy ting nong do AFP
trong huyét thanh. AFP tdn tai dudi ba dang ddng phén, trong d6 AFP-L3 lién
quan chit ch& véi HCC. Ngoai vai trd 14 ddu 4n sinh hoc, AFP con tham gia
vao co ché bénh sinh HCC théng qua trc ché mién dich bim sinh va thich nghi,
dac biét la tac dong lén dai thyc bao, té bao T va NK. AFP duogc dung trong
chéan doan, theo ddi va tién lugng HCC, nhung d6 nhay—dic hi¢u con han ché,
nhét 13 ¢ giai doan som. Ngudng >200 ng/ml dugc chip nhén trong chan doan
khi ¢6 bang chtng hinh anh hoc. Hiéu qua ciia AFP thay ddi theo khu vurc va
co dia di truyén mién dich. Dé tang do chinh xac, AFP thuong dugc két hop
v6i AFP-L3 va DCP trong md hinh ba chi d4u, giup nang cao hiéu suit sing
loc HCC, dic biét tai cac quéc gia chau A co ty 1& mic cao.

1.2.3.2. DCP (des-gamma-carboxy prothrombin)

DCP (con goi 1a PIVKA-II) 1a mdt protein bat thuong do gan san xuat trong
diéu kién thiéu vitamin K, 14n dau duoc phat hién ting & bénh nhan HCC vao
nam 1984. DCP khéng chi 1a ddu 4n sinh hoc c6 gia tri trong chin doan HCC
ma con tham gia vao qua trinh phat trién va di can ciia khdi u. DCP c¢6 do nhay
va dic hiéu cao (1an lugt 1a 87% va 85% & ngudng 25 ng/ml), it bj anh hudng
boi cac bénh gan lanh tinh, gitp giam dwong tinh gia so véi AFP. Nong do



DCP phan anh kich thude khdi u, xAm 14n mach mau va nguy co tai phat sau
diéu tri. Pdc biét, DCP c¢6 thé phat hién sém huyét khdi tinh mach ctra — yéu
t6 tién luong séng con. DCP ciing cho két qua tét trong phat hién HCC som,
ké ca & bénh nhan AFP am tinh. Khi két hop véi AFP va AFP-L3, do chinh
xac chan doan tang 16 rét, voi AUC dat t6i 0.95. Cac nghién ciru da quic gia
va tai chau A da xac nhan DCP 1a d4u 4n huyét thanh uvu viét, ddc biét trong
HCC lién quan dén HBV. Nho hi€u qua vuot troi, DCP da dugc dua vao bd
ba d4u 4n sinh hoc chudn trong sang loc HCC hién dai.

1.2.3.3. TXN (Thioredoxin)

TXN la mét protein c6 kich thuée 12 kDa, dong vai tro thiét yéu trong can
béng oxy hoa—khir ndi bao, té)ng hop DNA, va diéu hoa tin hiéu té bao. TXN
cing TXNRD va NADPH tao thanh hé théng bao vé té bao khoi stress oxy
hoa bang cach khir cac cau disulfide ctia protein dich. TXN diéu hoa hoat dong
clia cac yéu td phién mi nhu NF-«xB, HIF-1a, AP-1 va c6 thé tiét ra ngoai nhu
cytokine diéu hoa mién dich. Trong ung thu, TXN thuong biéu hién qua muc,
gop phan thic day ting sinh, chéng apoptosis, tao mach va di can. G HCC,
TXN kich hoat truc HIF-1oVEGF-A va AKT/mTOR, tuong tac BACH1, tang
tinh chat t& bao gbc va xdm 14n. Céc nghién ctru cho thdy TXN huyét thanh
tang rd & bénh nhan HCC va gitp phan biét tdt voi xo gan hodc ngudi khoe
manh. Khi két hop TXN v6i AFP, do nhay va do dic hiéu chan doan HCC cai
thién 16 rét (AUC > 0.97). TXN c6 hi¢u qua dic biét trong chin doan HCC
giai doan som va ca & bénh nhan AFP am tinh. Do d6, TXN la chi thi sinh hoc
tiém nang, nén duoc két hop cing AFP va DCP trong sang loc va theo doi
HCC.

1.2.3.4. Uu diém ciia ba marker AFP, DCP, TXN trong chén dodn HCC

- Tang dd chinh xé4c va tin cdy: Két hop sir dung ba chi thi sinh hoc gitip ting
d6 chinh xac va tin cay ctia qua trinh chén doan, dic biét 12 khi mdi chi thi sinh
hoc c6 nhitng dac tinh va do chinh xac khac nhau.



- Phan anh da dang biéu hién bénh: HCC thudng c6 su da dang trong biéu hién
phan tir va viéc két hop nhidu chi thi sinh hoc gitup phan 4nh chinh xac hon vé
tinh trang bénh.

- Giam sai s6 va tang tin ciy: Mdi chi thi sinh hoc co thé dwa ra két qua khac
nhau trong mdt s truong hop. Két hop sir dung gitip giam sai s6 va tang tinh
tin cdy.

1.3. KHANG THE PON DONG VA UNG DUNG TRONG CHAN POAN
UNG THU

1.3.1. Khai niém va mét s6 nghién ciru khang thé don dong trong chin
doan ung thw

Khéng thé don dong (mAbs) ngay cang déng vai trd quan trong trong chan
doan ung thu nho kha nang nhan dién dac hi€u cac déu 4n sinh hoc. Ching
duogc tmg dung dé phat hién HER2 (ung thu va), GPC3 (HCC), EPCA-2 (tuyén
tién liét), gitip ting do chinh xac va phat hién sém. mAbs con duoc sir dung
trong cac k¥ thuat nhu ELISA, THC, Flow cytometry dé phan tich mAu huyét
thanh, md va té bao. Trong chan doan hinh anh, mAbs két hop voi chat danh
du phong xa/huynh quang hd tro chin doan qua PET, MRI va SPECT. Cong
ngh¢ nano gan véi mAbs ciing gitip ting d6 nhay hinh anh hoa. Ngoai ra, mAbs
dang thuc ddy xu huéng ca nhan hoéa chin doan va diéu trj ung thu. Nghién
clru va cai tién lién tuc gitip mAbs tré thanh cong cu cdt 13i ctia ung thu hoc
hién dai. Chung khong chi hd trg chin doan chinh x4c ma con gop phan dinh
hudng chién lugc diéu tri trang dich.

1.3.2. Cac phwong phép tao khang thé don dong

1.3.2.1. Phwong phdp tao té bao lai hybridoma

Phuong phép san xuit khang thé don dong nay bét ngudn tir viéc san xuit cc
té bao lai bang cach xac dinh cac té bao plasma dic hiéu cua khang nguyén va
hop nhit cac t& bao nay véi cac té bao myeloma. Té bao B ciia chudt hodc tho
c6 thé duoc sir dung dé tao thanh té bao lai hybridoma. Hybridoma dugc dem

nudi cdy s& phan chia lién tyc, san sinh ra mot luong 16n khang thé dic higu



cho khang nguyén da gy mién dich va c6 kha ning ton tai 1au dai sau nhiéu
1an phan chia.
1.3.2.2. Cong nghé tdi té hop khding thé va cdc cong nghé phit trién khdng
thé don dong méi
Cong nghé tai to hop khang thé cho phép nhan ban ving gen VH, VL dé tao
khang thé & nhiéu dinh dang nhu scFv, Fab, IgG toan phan. Khang thé co thé
duogc biéu hién hiéu qua trong cac hé théng E. coli, HEK293, CHO, dam bao
sd lwong 16n va dong nhat. Phuong phap “human héa” gitp giam mién dich
va kéo dai thoi gian luu hanh trong co thé. Ngoai hybridoma, cac cong nghé
méi nhu phage display, nudi cdy té bao B don, phéan tich don bao dang mé
rong kha ning phét trién mAbs. Nhiing tién bo nay déng vai tro nén tang cho
chan doén, diéu tri va liéu phap mién dich tring dich hién dai.

Chuong 2. POI TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU
2.1.1. Pbi twong nghién ciru ciia muc tiéu tao khang nguyén tai t hop
ba chi thi sinh hgc AFP, DCP, va TXN
Trinh tu 3 protein la: Alpha fetoprotein, Des-gamma-carboxy prothrombin
va Thioredoxin dugc sir dung dé dy doan epitope dugc tham khao trén NCBL
2.1.2. Pbi twong nghién ctru ciia muc tiéu tao khang thé don dong tir cac
khang nguyén tai td hop di dwoc tao thanh
- Khang nguyén (protein tai td hop cua AFP, DCP, TXN) da duoc tinh sach duogc
str dung dé gay mién dich cho dong vat thi nghiém.
- Chudt céi thuan ching BALB/c 5 tuan tudi, khoé manh duoc chon dé gy mién
dich.
2.1.3. Pi tweng nghién ctru cho muc tiéu buée diu ing dung cac khang
thé don dong tao thanh dé phat hién sém ung thw biéu mé té bao gan
- Mau mau cta 47 bénh nhan di dugc cac bac si tai Khoa A3B (N6i Gan,
Mat, Tuy) - Bénh vién Trung Uong Quan doi 108 chan doan xac dinh HCC
theo tiéu chuan dugc khuyén cdo cia AASLD/EASL va dugc phan cac giai



doan (giai doan sém, giai doan trung gian, tién trién va cudi) theo hé théng
BCLC, khong di can, chua phau thuat va/hoic chua diéu tri béng cac thude
chbng ung thu, khong c6 bénh 1y ung thu tai co quan khéc, dugc thu thap tir
thang 6 nam 2023 dén thang 6 nam 2024,

- MAu méu ctia 15 ngudi khong co bénh li ciia gan, khong bi cac bénh ung
thu khac va 10 ngudi c6 cac bénh 1y vé gan (nhu nhiém HBV, HCV, x0 gan)
nhung khong mic HCC, dugc 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 cua Hoi déng Pao duc
56 06-2020/NCHG-HDDD, ngiy 12 thang 10 nam 2020.

2.2. HOA CHAT, TRANG THIET BI, DUNG CU

Céc hoa chét, may moc va thiét bi phuc vu cho nghién ctru nay thudc Vién
Sinh hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Vi¢t Nam.

2.3. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.3.1. Nghién ciru in silico nhim tim kiém c4c doan gen giau eptiope
Nghién ctru st dung cong cu tin sinh hoc dé du doan cac doan peptide giau
epitope tir ba protein AFP, DCP, TXN. BepiPred 2.0 duoc ding dé xac dinh
epitope lién tuc (diém > 0.5), Discotope 2.0 cho epitope khong lién tuc (diém
>-3.7). Tinh khang nguyén duogc danh gia qua VaxiJen va AntigenPro, trong
khi dic tinh 1y hoa tinh bing ExXPASy. Céc peptide dat yéu cau duoc chuyén
dbi thanh trinh ty nucleotide bing MEGA X, thém diém cit Ndel va Xhol.
2.3.2. Phuong phap tao khang nguyén tii t6 hop

Nghién ctru thyc hién tao vector pET22b+ mang gen muc ti€éu (AFP, DCP,
TXN) thong qua cat—gan bang enzym gidi han va T4 ligase, sau d6 bién nap
vao E.coli BL21 bang sbc nhiét. Qua trinh biéu hién protein tai td hop dwoc
t6i wu hoa didu kién cam tng IPTG, nhiét do, thoi gian va duoc kiém tra qua
SDS-PAGE. Protein tai t6 hop dugc tinh sach bang cot Ni-NTA nho thé
6xHis, hiéu sut udc lugng theo s6 phan doan rira giai. Kiém tra xac nhan
bang Western blot sir dung khang thé don dong dic hiéu va hé HRP-TMB
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phat hién. Dinh lwong ndng do protein thuc hién bing phuong phap
Bradford, so véi dudng chudn BSA trén phd UV-VIS tai budc séng 595 nm..
2.3.3. Phuong phap tao khang thé don dong

Nghién ciru sir dung chuét BALB/c dé gay mién dich nhanh voi khang
nguyén tai to hop AFP, DCP, TXN, phdi tron véi ta chit FCA/FIA, theo lich
tiém 0—3—6 ngay. Sau lan tiém cudi, t& bao lympho B tir lich va hach ben
duogc thu va dung hop véi té bao myeloma bang PEG50%, nudi chon trong
mdi trudng HAT dé tao hybridoma. Té bao lai duoc sang loc qua ELISA dé
xéc dinh kha ning tiét khang thé dic hiéu, sau d6 tach dong va kiém tra tinh
dac hiéu bﬁng ty s tin hiéu/nhiéu (SNR). Cac dong cho hiéu gia cao, khong
phan tmg chéo véi E. coli BL21, dugc chon dé nhan gidng, bao quén, va gy
bang trén chudt. Dich bang chira khang thé dugc thu, pha lodng, do ODasonm
bang ELISA, tinh SD, CV dé x4c dinh hiéu gi4 khang thé va danh gia so bd
kha nang trung hoa.

2.3.4. Tinh sach khang thé don dong

Khang thé dugc tinh sach dua trén nguyén tic sic ky i lyc v6i Protein A/G
lién két ving Fc ctia IgG. Dich nudi céy tir té bao lai dugc ly tam, loc 0.22
um rdi pha lodng véi dung dich dém va 1 trén c6t Protein A/G. Cac budc rira
varira giai dugc thuc hién bf?mg Binding Buffer va Elution Buffer, mau duoc
trung hoa ngay sau rira giai. Khang thé thu duoc duoc bao quan & 4°C (ngén
han) hodc —20°C (dai han) dé duy tri hoat tinh va d¢ tinh khiét.

2.3.5. Sir dung khing thé don dong trong phan ng ELISA phat hi¢n
khAng nguyén trong cic miu huyét thanh b¢nh nhin

Nghién ctru danh gia phan tmg mién dich giita cac khang thé don dong
AFP/DCP/TXN voi huyét thanh ctia ba nhém: HCC, bénh gan man tinh
khong HCC, va nguoi khoe manh. Mau mau dugc thu thap tai Bénh vién
108, tach huyét thanh va bao quan theo quy chuén. K§ thuat ELISA gian tiép
dugc téi uu cho timg khang thé va khang nguyén, thuc hién 13p lai ba 1an dé
dam bao do tin cay. Cut-off value dugc xac dinh theo cong thirc X + 3.SD tur
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c4c mau am tinh doc 1ap. Pudng cong chuin dugc dung bing mo hinh 4PL
logistic, st dung Python dé phan tich ndng do tir OD. AUC duoc tinh nhdm
danh gia do nhay tong thé ctia khang thé don dong trong phat hién HCC.
2.4. PHAN TICH VA XU LY KET QUA TRONG NGHIEN CUU
- Xtr 1y 6 lidu bang phan mém: SPSS 2.0, Graphpad Prism 9.0.0
- Sir dung cac thuat toan: 2, tinh ty 1¢ phan tram, so sanh gia tri trung binh,
hé s ddng thuan Kappa (K).
- X4y dung duong cong chuén: 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.
- C4c 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.

Chuong 3. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. KET QUA TAO KHANG NGUYEN TAI TO HQP BA CHI THI
SINH HQC AFP, DCP, TXN
3.1.1. Két qua du dosn epitope ciia cac protein AFP, DCP, TXN
3.1.1.1. Dw doadn epitope lién tuc
Dua trén BepiPred 2.0, AFP (609 aa) c6 21 doan epitope, ndi bat 1a E11-E14
v6i diém > 0.62, wu tién chon do d6 dai va diém cao. DCP (622 aa) c6 16
doan, epitope E7 (281-361) dai nhat va c6 diém 0.63, tip trung & ving trung
tam On dinh vé c4u tric, thuan loi cho biéu hién khang nguyén. TXN (105
aa) c6 2 epitope dat chuan (E1, E2) véi diém > 0.65, ndm ¢ ving dau va giira
chudi, giau acid amin tich dién, dé nhan dién khing thé. Két qua hd trg lya
chon céac doan giau epitope dé thiét ké khang nguyén tai td hop phuc vu tao
khang thé don dong.
3.1.1.2. Dw doan epitope khong lién tuc
AFP dugc mo hinh héa bang Phyre2 duya trén template albumin nguoi (PDB:
le7bA), két qua Discotope 2.0 xac dinh 12 aa thudc 2 ving (321-340 va
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387-391) la epitope khong lién tuc c6 kha ning gin két khang thé. DCP sir
dung cAu truc tinh thé 6BJR, phat hién 70 aa vugt ngudng -3.7, tao nén 5
cum epitope khong li€n tuc trung véi cac vung epitope li€n tuc da du dodn
trude do, tang do tin cay. TXN su dung mo hinh 1ERT nhung khong c6 aa
nao vuot ngudng -3.7, cho thiy khong cé epitope khong lién tuc dang tin
cdy. Piéu nay phu hop voi dic tinh protein nho, ciu trac gip chit cia TXN.
TXN do dé dugc wu tién khai thac theo huéng epitope lién tuc dé phat trién
khang thé.

3.1.1.3. Két qua lwa chon doan peptide giau epitope

Ba doan peptide giau epitope di durge chon dé biéu hién protein tai t hop tir
AFP, DCP va TXN. Poan AFP (aa 319-426, 108 aa) bao phui cum epitope
lién tuc va khong lién tyc, thuan lgi cho thiét ké khang nguyén. Poan DCP
(aa 281-361, 81 aa) 1 epitope lién tuc dai nhat, diém BepiPred cao, tip trung
nhiéu ving mién dich manh. Poan TXN (aa 5-99, 95 aa) bao tron hai epitope
chinh, ndm & ving 6n dinh vé ciu trac, thich hop cho biéu hién va tng dung
trong ELISA.

3.1.1.4. Danh gid tinh khdng nguyén cua cdc doan protein lya chon

Ba doan protein P-AFP, P-DCP va P-TXN duoc danh gia bang hai cong cu
VaxiJen va AntigenPro v6i ngudng tiéu chudn 0.4-0.5. P-TXN cho két qua
cao nhét & ca hai cong cy, khing dinh day 1a khang nguyén manh, 1y tuéng
cho ELISA va phat trién khang thé. P-AFP dat diém cao & AntigenPro, cho
thy tiém nang mién dich tot du VaxiJen danh gia thap hon. P-DCP c¢6 diém
trung binh nhung lai s& hitu cum epitope lién tuc — khong lién tuc chong lap,
gitip ting hiéu qua sinh mién dich khi ding lam khang nguyén tai to hop.
3.1.1.5. Dénh gid tinh chét vt Iy ciia ba doan protein

Ba peptide P-AFP, P-DCP va P-TXN duoc phan tich bing ExPASy dé danh
gi4 kha ning biéu hién va tng dung. P-DCP ¢6 d6 6n dinh va thoi gian ban
hiy cao nhat, 1y tuéng cho tai t6 hop nhung can cai thién kha ning hoa tan.
P-TXN c6 tinh can béng tot nhat gitra do bén, hoa tan va dn dinh, 1a Iya chon
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tbi uru dé phat trién khang nguyén. P-AFP tuy kém 6n dinh nhung chtra nhiéu
epitope, phut hop néu t6i wu biéu hién va tinh sach. Viéc chon peptide can
ddng thoi can nhéc ca tinh khang nguyén 1an dic tinh vat 1y-sinh hoc.

* Két luan vé do tin cdy cta quy trinh du doan epitope: Quy trinh dy doan
epitope két hop BepiPred 2.0 va Discotope 2.0 cung md hinh 3D d3 ¢am bao
tinh nhét quan va do chinh xac khong gian bé mit khang nguyén. Céc epitope
ctia AFP va DCP cho thay su tring l3p giita epitope lién tuc va khong lién
tuc, giam nguy co duong tinh gia. Panh gia biang VaxiJen va AntigenPro
khing dinh tinh khang nguyén cao, dic biét voi P-TXN. Tdng hop véi cac
dac tinh vat 1y tir ExPASYy, cac peptide duoc lya chon du d6 tin cdy dé 1am
khang nguyén tai to hop.

3.1.1.6. Thiét ké va téi wu héa trinh tw nucleotide cho biéu hi¢n tdi té hop
Trinh tu nucleotide cua ba doan peptide (P-AFP: 348 bp, P-DCP: 267 bp, P-
TXN: 309 bp) duoc thiét ké bang phin mém MEGA X dua trén ma di truyén
chuén tir trinh tw amino acid. Mdi trinh tu duoc gén thém diém cit gidi han
Ndel (dau 5') va Xhol (cudi 3') dé thuan tién cho viéc nhan dong va biéu
hién. Trinh ty t&i wu hda ndy dam bao pht hgp véi khung doc mé va diéu
kién biéu hién trong E. coli.

3.1.2. Két qua bién nap vao E.coli

Gen muc tidu AFP 348 bp, DCP 267 bp va TXN 309 bp duoc cit tir vector
pJET1.2 bang enzym Ndel va Xhol, sau d6 chén vao vector biéu hién
pET22b+. Qua trinh n6i gen thyc hién bang T4 ligase va bién nap vao E. coli
BL21 béng soc nhiét. Cac khuén lac khang ampicillin dugc chon loc va kiém
tra plasmid tai t6 hop qua dién di. Két qua dién di cho thdy bing DNA
supercoiled ré rang va PCR khuin lac x4c nhén kich thudc gen dung nhu
thiét ké. Didu nay khang dinh gen muc tiéu di dugc chén chinh x4c vao

vector bi€u hién, san sang cho giai doan bi€u hién protein.
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3.1.3. Gidi trinh tw DNA cta AFP/DCP/TXN

Céc khuan lac dwong tinh mang plasmid chira gen AFP, DCP, TXN duoc
giai trinh tu bang phuong phap Sanger st dung mdi T7 promoter. Trinh tu
thu dugc dugc can chinh bang ClustalW (BioEdit) va cho két qua tring khop
hoan toan véi thiét ké ban dau, khong c6 sai sot vé nucleotide hay khung doc.
Ving gen mi hoa cing codon khéi dau va promoter T7 déu chinh xac, dam
bao kha niang phién mi. Nhirng dong dat yéu cdu duoc bao quan dé phuc vu
biéu hién va tinh sach protein tai t6 hop.

3.1.4. Biéu hién protein tai t hop

3.1.4.1. Két qua biéu hién protein tong so

Ba khuén lac dai dién mang gen AFP, DCP, TXN dugc cam ing béng IPTG
va phan tich bing SDS-PAGE. Két qua cho thiy xuat hién cic bang protein
tai tb hop v6i kich thude 1an luot 15 kDa (AFP), 10 kDa (DCP) va 12 kDa
(TXN), dang voi thiét ké. Khong thiy cac bing twong tmg trong mau ddi
chirng, xac nhan biéu hién thanh cong.

3.1.4.2. Toi wu biéu hién AFP, DCP, TXN

Quy trinh t6i wu hoa diéu kién biéu hién protein tai t6 hop duoc thuc hién
v6i ba yéu t6: ndng do IPTG, thoi gian va nhiét 46 nudi. AFP dat hiéu suét
cao nhit v6i 0.1 mM IPTG, 12 gid, 37°C; DCP tdi wu 6 0.1 mM IPTG, 9 gio,
25°C; TXN téi vu ¢ 0.2 mM IPTG, 12 gidy, 37°C. DCP can nhiét do thap dé
dam bao gip cudn chinh xéc, trong khi AFP va TXN phu hop véi diéu kién
tang truong nhanh. Két qua dam bao hiéu qua thu nhan protein cao, giam
nguy co sai gap hodc hinh thanh thé vui.

3.1.5. Tinh sach cac protein tii td hop

Ty 1¢ mat d6 vach AFP so voi téng mat do cac protein trong mdi phan doan
tinh sach dat tir 80 — 86%, twong tng véi do tinh khiét > 80%. Tong mat do
vach AFP sau tinh sach so véi vach trong mau lysate ban dau cho théy hiéu
suat thu hdi dat khoang 73%. D9 tinh khiét cua cac phan doan E1-E4 cua
DCP dat tir 78 — 85%, phan anh chat lugng tinh sach cao. Hi¢u sut thu hoi
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téng thé so vi mau lysate thé dat khoang 71 — 76%, cho thiy qua trinh thu
nhan protein DCP ¢6 hiéu qua tdt. Do tinh khiét cua céc phan doan E1-E5
dat tir 85 — 90%, v6i bang TXN 13, ddm, sic nét. Hiéu suat thu hdi téng thé
so voi mau lysate tho dat khoang 93 — 96%, cao nhat trong ba protein duoc
tinh sach.

3.1.6. Kiém tra san phim tinh sach bing phin img Western blot

Két qua Western blot cho thiy ca ba protein tai té hop AFP (15 kDa), DCP
(10 kDa) va TXN (12 kDa) déu xuit hién du6i dang mét bang don 13 nét,
dung kich thuée du kién. Didu nay chirng minh céc protein dat do tinh sach
cao, khong bi phan giai, giit nguyén cau trac khang nguyén dic hidu theo
thiét ké. Dic biét, TXN thé hién tinh 6n dinh ndi bat, khong xuit hién bang
phu, phtt hop véi cac bao cdo trude vé dd bén ciu tric cia protein nay.
3.1.7. Do ndng dd protein tai td hop

Nong do protein tai tb hop do bang phuong phap Bradford dat: AFP 0.663
mg/ml, DCP 0.328 mg/ml, TXN 0.851 mg/ml, v&i d6 chinh xac cao (R? >
0.98). Du thip hon cac nghién ciru trude, viée khong st dung ure nham tranh
ngd ddc trén dong vat giip dam bdo tinh an toan sinh hoc. Protein dugc thu
nhan nho két hop song siéu 4m va enzym lysozyme, thé hién hi¢u qua du cho
cac ung dung tiép theo du chwa t6i wu vé san luong.

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 gay kich ing mién dich trén chujt BALB/c

Quy trinh gay mién dich v6i khang nguyén AFP, DCP, TXN (400 pg/ml,
phéi FCA/FIA) khong giy doc, chudt khoe manh, phan xa va can niang binh
thuong. 100% chudt tiém khang nguyén c6 dau hiéu dép tng mién dich
manh, pht hop v6i co ché sinh khang thé. Thiét ké (FCA miii diu, FIA nhic
lai) va liéu tiém (20 pg khang nguyén) tuan thu tidu chuan qudc té, an toan,

phu hop cho san xuat khang thé don dong & chung BALB/c.
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3.2.2. Két qua dung hop té bao lympho B ciia chudt va té bao myeloma
3.2.2.1. Két qua phuc héi, cdy chuyén va nhén giong té bao myeloma

Té bao myeloma duoc rd dong, phuc hdi va nudi cdy trong didu kién chuén
5% COz; sau 48 gid quan sat thiy té bao con phit trién xung quanh cym me,
duy tri hinh thai dic trung. Sau 72 gid nudi cy, té bao dat d6 pha 80%, duoc
cdy chuyén sang chai mgi dé ting sinh; qua trinh nhan gidng tiép tuc theo
ddi dén khi da mat do. Két qua xac nhan t& bao phuc hdi sdng tét, nhan
nhanh, da sb luong va chét lugng cho bude dung hop véi té bao lympho B
dé tao hybridoma.

3.2.2.2. Két qua dung hop té bao myeloma va té bao lympho B

Sau lan dung hop thir hai, té bio myeloma va lympho B dugc nudi trong moi
truong HAT trén dia 96 giéng, sau 5 ngay di xuét hién cum té bao lai ¢
khoang 30% giéng. Dén ngay thir 10, ty 1& giéng co té bao lai phat trién khoe
dat khoang 70%, véi mat do phu day giéng 1én dén 80%, cho thay kha ning
dung hop thanh c6ng. Két qua phu hop véi cac bao céo trude, khing dinh
thoi gian dung hop tdi wu tir 7-10 ngay va du diéu kién tién hanh sang loc
bang ELISA.

3.2.3. Két qua sang loc va tach dong cac té bao lai ¢6 kha ning sinh
khang thé don dong

Két qua ELISA cho thiy hé thdng phan tmg hoat dong chinh xé4c voi gia tri
nén (Blank), 4m tinh va dwong tinh dat chuin, khing dinh tinh dic hiéu va
d6 nhay cao. Sau dong té bao lai (AFP1/2, DCP1/2, TXN1/2) tao khang thé
don dong co gia tri SNR cao (=3.64), phan tng dac hi¢u voi khang nguyén
tai to hop, khong phan tng chéo véi E.coli BL21. Cac dong nay dugc chon
dé nhan gidng, tiém chudt gy bang va phuc vu cac budc phat trién khang
thé tiép theo.

3.2.4. Két quéa gy bang thu dich khang thé bing cac dong té bao lai
3.2.4.1. Két qua giy bdng cho chugt BALB/c bang AFPI va AFP2
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Tiém dong té bao lai AFP1 (2x10¢ t& bao/con) gy bang thanh cong & 4/5
chudt sau 67 ngay, thu dugc 11 ml dich bang, trung binh 3 ml/con. Dong
AFP2 cho két qua t6i wu hon, gy bang & ca 5/5 chudt sau 910 ngay véi
tong dich bang thu dugc 1a 12 ml. Ca hai dong té bao AFP1 va AFP2 déu
chimg minh kha ning giy bang hiéu qua, tao nén ting thuan loi cho thu nhan
va tinh sach khang thé don dong..

3.2.4.2. Két qua giy bdang cho chugt BALB/c bang DCPI va DCP2

Dong DCP1 gy bang thanh cong & 4/5 chudt sau 5-6 ngay, véi téng luong
dich bang thu duoc 1a 12 ml, trung binh 3.5 ml/con. Dong DCP2 gay bang hi¢u
qua, tat ca chuot déu xuét hién bang, thu dugc 14 ml dich bang sau tiém voi
cling liéu 2x10° té bao/con. Két qua chimg minh ca hai dong DCP1 va DCP2
déu thich hop cho san xuat khang thé don dong voi hiéu suat tao bang cao.
3.2.4.3. Két qua giy bdang cho chugt BALB/c bang TXNI va TXN2

Tiém dong TXN1 giy bang thanh cong & ca 5/5 chudt sau 6 ngay, thu duoc
téng 11 ml dich bang, trung binh 2—3 ml/con. Dong TXN2 ciing cho hiéu qua
cao, voi tong lugng dich bang thu dugc 1a 13 ml tir 5 chudt sau tiém 2x 106 té
bao/con. Ca hai dong TXN1 va TXN2 déu dat hiéu qua gay bang 100%, luong
dich thu 6n dinh, sin sang cho thu nhan va tinh sach khang thé don dong.
3.2.4.4. Pdnh gid két qud giy bdng cho chudt BALB/c bang 6 dong té béo lai
Thoi gian xut hién dich bang dao dong 5-10 ngay, ngan hon nhiéu nghién
clru trude, cho thdy quy trinh t6i wvu. Khoang cach giita tiém pristane va té
bao, liéu té bao va d6 6n dinh dong hybridoma anh huéng rd dén higu qua
giy bang. Cac dong AFP1, DCP1 c6 hi¢u suat thip hon (80%) c6 thé do ting
sinh yéu hodc dép (mg mién dich c4 thé chudt khac nhau.

3.2.5. Két qua danh gia hiéu gia khang thé trong dich bang chudt
3.2.5.1. DPoi véi hai dong té bao lai AFPI va AFP2

Ca hai dong AFP1 va AFP2 déu cho hiéu gia khang thé cao v6i ODusonm >2.8
tai cac do pha loang 1:100 va 1:200, CV% th?ip chuing minh d¢ lap lai tdt.
Khi ting pha lodng, ODusonm giam dan theo quy luat, nhung AFP2 duy tri
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phan (mg manh hon AFP1 & cac do pha lodng cao. Két qua khing dinh ca
hai dong déu san xudt khang thé dic hiéu hiéu qua, trong d6 AFP2 c¢6 tiém
nang manh hon cho g dung tiép theo.

3.2.5.2. Déi véi hai dong té bao lai DCPI va DCP2

Hai dong DCP1 va DCP2 déu tao khang thé dic hiéu tét voi khang nguyén
DCP, ODysonm giam dén khi pha loang ting, tuan theo quy luat. DCP1 c6 higu
gi4 khang thé cao hon DCP2 & moi ty 18 pha lodng, nhung cé hai déu cho két
qué on dinh v&i CV% < 10%. Két qua x4c nhan kha ning san xuét khang thé
didc hiéu tét cta ca hai dong, du diéu kién phat trién khang thé don dong
chéng DCP.

3.2.5.3. Déi véi hai dong té bao lai TXN1 va TXN2

TXN1 va TXN2 déu tao khang thé dic hi¢u t6t, voi TXN1 cho hiéu gia khang
thé cao hon & moi ty 1& pha lodng. TXN2 6n dinh hon & pha lodng thip nhung
suy giam nhanh hon & ty 18 pha lodng cao. Ca hai dong déu dap tng tot yéu
ciu san xuét khang thé don dong dic hiéu, phi hop cho cac bude phat trién
tiép theo.

3.2.5.4. Pdnh gid hiéu gid khdng thé trong dich bdng chudt véi 6 dong té
bao lai

Ba dong AFP1, AFP2 va DCP1 cho hiéu gi4 khang thé rat cao v6i OD450nm
> 2.8 tai pha loang 1:200 va van >1.7 tai 1:400—1:800, vugt ngudng tiéu
chuin. Cac dong DCP2, TXN1 va TXN2 c¢6 OD450nm thap hon (1.2 tai
1:400), nhung van dap mg tiéu chuin hiéu gia khang thé. Két luan:
AFP1/AFP2/DCPI1 c¢6 hiéu gia vugt trdi; DCP2/TXN1/TXN2 van du tiéu
chuén tao khang thé don dong dac hi¢u.

3.2.6. Két qua tinh sach khang thé don dong

Ba khang thé don dong khang AFP, DCP va TXN sau tinh sach déu cho hai
bing protein dic trung tai 50 kDa va 25 kDa, twong tng chudi nang va nhe
ctia IgG. Khong xuat hién bing tap nao khac, ching té quy trinh tinh sach
bang cot protein G dat hi¢u qua cao véi do tinh khiét trén 95%.
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3.3. KET QUA UNG DUNG KHANG THE PON DONG TRONG XET
NGHIEM ELISA BUOC 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 nhén ung thuw biéu mé té bao gan
Trong 47 bénh nhan HCC, nhom >60 tudi chiém ty 1 cao nhit (72.34%),
phtt hop xu huéng chung toan cu, nhung HCC vén c6 thé gip ¢ nguoi <45
tudi. Nam gidi chiém da s6 (87.2%) v&i ti 16 nam/nit 1 7:1, phan anh sy khac
biét gidi tinh trong HCC do 16i séng, noi tiét va mién dich. Yéu t6 nguyén
nhan chinh 1a nhiém HBV (81%), theo sau la HCV (10.6%) va xo gan do
rugu (6.3%), twong tu dit liéu dich té khu vuc. Chi 17% bénh nhan dugc phat
hién ¢ giai doan som, con lai 83% & cac giai doan mudn, cho théy van dé 16n
vé sang loc va phat hién sém.

3.3.1.2. Dic diém chung ciia cic nhém khong méc ung thw biéu mé té bao gan
Nhom khong méc HCC gdm 10 bénh nhén c6 bénh 1y tai gan (xo gan, viém
gan B man, abces gan, dong nhiém HBV/HCV) va 15 bénh nhan khong c6
bénh 1y gan, d¢ tudi tir 38—79. Khong cé truong hop HCC nao trong nhoém
bénh 1y gan, cho thdy HCC van c6 thé xdy ra ma khong can nén ting xo gan,
dic biét & bénh nhan nhiém HBV man tinh.

3.3.1.3. Cdc chi sé sinh héa dinh gid chirc ning gan trong cic nhém
nghién ciru

Céc chi s6 sinh hoa gan khac biét c6 ¥ nghia thong ké giita ba nhom
(p<0.001), trong d6 nhom c6 bénh gan nhung khong ung thu c6 AST, ALT,
Bilirubin va PT-INR cao nhat, Albumin thap nhat. Nhém HCC c¢6 ton thuong
gan vira phai, phan 4nh dic diém cua viém gan man hodc xo gan con bu, véi
AST/ALT ting vira va Albumin con bao tdn. Nhém bénh gan khong ung thu
biéu hién dic trung cua suy gan ning hodc viém gan cp, véi ALT va PT-

INR téng manh, Albumin giam sau.
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3.3.2. Két qué phan ing ELISA ciia cac nhém nghién ctru

3.3.2.1. Toi wu cdc diéu ki¢n phén vrng ELISA gidn tiép phdt hién khding
nguyén AFP/DCP/TXN trong méu huyét thanh bénh nhén

Chuan d6 ma tran cho thiy ba cip khang nguyén — khang thé (AFP, DCP,
TXN) déu dat hiéu suat gin két cao voi gia tri OD450nm dinh 1an luot 14
1.849 (AFP-mAD tai mAb 1:128, rAg 1:16), 1.865 (DCP-mAb tai mAb 1:64,
rAg 1:8), va 1.975 (TXN-mAD tai mAb 1:128, rAg 1:8), ddng thoi cac mau
trdng c6 OD rét thdp, phan anh nén khong dang ké. TXN c6 d6 nhay dic biét
cao, nhung ndng do quéa cao c6 thé gy trc ché phan tmg. Cac vung t6i uu
déu tap trung ¢ pha lodng khang thé 1:64—1:128 va khang nguyén 1:8—1:16.
Téi wu hoa phan tmg ELISA cho thdy pha loing huyét thanh & ti 1¢ 1/5 cho
P/N cao nht (6.2), dam bao tin hiéu manh va nén thap. Trong blocking, 1.5%
BSA cho hiéu qua t6i wu véi P/N dat 8.2, giup ngin bam khong dic hiéu ma
khong anh huong dén phan tng dic hiéu. Khang thé tht cp cong hop enzym
HRP dat hiéu qua cao nhét khi pha & ty 1& 1/15000 (P/N = 5.3), gitip nang
cao d¢ nhay ma van duy tri nén thap. Cac diéu kién toi wu nay gop phan hoan
thién hé thong ELISA véi tin hiéu manh, nén thip va d6 dic hiéu cao, phuc
vu hiéu qua cho cac budc danh gia dinh lugng sau nay.

3.3.2.2. Xdy dung va danh gid dwong cong chudn 4 tham so

Ba duodng cong chuin theo mé hinh logistic 4 tham sé cho AFP, DCP va
TXN déu cho thay d6 khdp cao voi dit liéu thue nghiém (R2 > 0.99), ching
t6 m6 hinh phu hop tét. Khang thé AFP ¢ EC50 = 8694.2 ng/ml, d6 déc -
1.30 va OD nén thép, phan rng on dinh, thich hgp cho dinh lugng néng do
thip. DCP ¢6 OD twong duong AFP nhung EC50 cao (222.754 ng/ml), ai
Iwc yéu hon, phit hop v6i miu c6 ndng d6 DCP cao. TXN c¢6 OD max cao
nhit (2.0195), EC50 ¢ muc trung binh (1687.9 ng/ml), dd dbc thép, tao tin
hiéu rd, thich hop cho bd sung phat hién trong cac trudng hop AFP 4m tinh.
Két qua cho thdy ba khang thé déu co hiéu ning tét, dap ung yéu cau vé do
nhay va diac hiéu. Bo ba marker AFP-DCP-TXN co6 tiém ndng cao trong
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sang loc HCC nho phan rng manh, bén va tuyén tinh. ELISA 1a lya chon
phu hop dé xay dung bo kit dinh lwong da chi ddu HCC, nho d6 lap lai tot,
chi phi hop 1y va kha ning trién khai rong trong thyc hanh 1am sang.
3.3.2.3. Két qud phan tich cdc mdu bénh véi dwong cut-off

Két qua xét nghiém ELISA cho ba marker AFP, DCP va TXN cho thay ty 1¢
méu huyét thanh duong tinh dao dong 50-65% tity theo ngudng cut-off. AFP
c6 ty 1€ duong cao (55-65%) nhung phan bi¢t duong/dm kém do tin hi¢u
chdng 14n, phan 4nh d6 dic hiéu thip & ngudng nhay. DCP ciing cho két qua
tuong ty, tin hidu yéu hon, d6 phan tach kém, nhung cai thién do nhay néu
phdi hop v6i AFP. Ngugce lai, TXN cho tin hiéu OD manh, phan tach miu
rd rang, it chéng l4n, thé hién kha nang dac hi€u cao trong phat hi¢n HCC.
Két hop AFP, DCP va TXN c6 thé khic phuc han ché ciia timg marker don
1¢. Pay 1a huéng phat trién bo kit ELISA da chi ddu hiéu qua, dic biét trong
phat hién sém HCC trén nén viém gan man tinh.

3.3.2.4. So sanh dp nhay va dé dic higu ciia phwong phdap ELISA gidn tiép
véi chin dodn xdc dinh theo hé so bénh dn

Phan tich 72 mau huyét thanh cho thiy ELISA don 1¢ véi AFP c¢6 do nhay
89.36% va dic hiéu 68%, Kappa = 0.59 — mirc dong thuan trung binh. DCP
cai thién dang ké voi Se 91.48%, Sp 80%, Kappa = 0.72. TXN vuot trdi vi
Se 95.74%, Sp 84%, Kappa = 0.813 — cho thay kha nang nhan dién HCC
chinh xac, dac biét & cac ca AFP am tinh. Khi két hop ba marker
(AFP+DCP+TXN), d6 nhay dat 97.87%, dic hiéu 92%, PPV/NPV déu
95.83%, Kappa = 0.907 — dong thuan gan nhu tuyét ddi voi chan doan hd so
bénh 4an. So véi nghién ciru khac nhu Qi et al. (2000), két hop nhiéu marker
ludn cai thién hiéu sudt chdn doan. Phan tich chi ra réng str dung AFP don 1é
khong du, trong khi phéi hop véi DCP va TXN gitp khic phuc han ché timg
marker, tdng tinh tin cay trong sang loc HCC. TXN déc biét ¢o gia tri trong
cac truong hop HCC AFP am tinh. Két qua ung ho tmg dung ELISA da

marker trong 1dm sing nham ting hi¢u qua phat hién va theo ddi ung thu gan.
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3.3.2.5. So sdnh vdi khing thé thwong mai twong iing
Dit liéu so sanh cho thdy khang thé don dong tu tao dat d6 twong ddng cao
v6i khang thé thuong mai: AFP (95.83%), DCP (94.44%), TXN (93.05%).
Hé s6 Kappa tuong tmg 1an luot 13 0.903, 0.878, 0.842 — déu vuot ngudng
“gan nhu hoan hao”. Piéu nay khang dinh hi¢u suat chan doan ciia khang thé
noi dia twong dwong véi kit thuong mai. Mot s6 mau van gap am/duong tinh
gia, c6 thé do phan mg chéo hodc khac biét sinh hoc ca thé. TXN cén tiép
tuc tinh sach dé cai thién dic hiéu. Giai phap dé xuat: két hop multiplex va
ky thuat dién hoa phat quang dé ting do chinh xac. Két qua tir Huy et al.
(2025) cung c6 d6 ddc higu cao, khong phan tmg chéo, va cho thay kha ning
phat hién HCC giai doan sém vdi d§ nhay cao.
3.3.2.6. Két qua dung biéu do ROC
Biéu d6 ROC cho thiy dién tich dudi dudng cong (AUC) cua AFP, DCP,
TXN lan luot 14 0.719, 0.761 va 0.774, phan anh AFP ¢6 hiéu suit phan loai
thip nhat. DCP cho thiy d6 chinh x4c chin doan cao hon AFP, con TXN
nam gitra hai chi thi nay. Khi két hop ca ba marker, AUC dat 0.87, mirc “tot”,
chting minh hi€u qua vuot trdi so voi tiing marker don 1é. Puong cong ROC
hd tro danh gia d6 nhay va dic hiéu téi wu theo cut-off, cho thdy phuong
phap két hop c6 dd tin cdy cao. Phén tich nay khing dinh gi tri cia xét
nghiém ELISA da marker trong sang loc HCC giai doan sém.

KET LUAN
1. Két qua tao khang nguyén tai t6 hop AFP, DCP va TXN
Nghién ctu da lya chon ba doan peptide chira cac epitope lién tuc va khong
lién tuc ctia ba chi thi sinh hoc AFP, DCP va TXN, duya trén cac tiéu chi vé
tinh khang nguyén, d6 hoa tan, do dn dinh va kha nang biéu hién. Cac gen ma
hoa twong tng duoc tong hop va chuyén vao vector pET22b+. Khi biéu hién
& E. coli BL21, chiing cho nhing protein tai t6 hop dung kich thude (1015
kDa), duoc tinh sach bang sic ky i luc Ni-NTA véi do tinh khiét tir 78% -
90%. Két qua Western blot cho thay khang nguyén thu dugc c6 ciu tric va
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tinh khang nguyén phu hop, dam bao gia tri mién dich hoc cho cac budc tiép
theo. Két qua thu duoc khéng dinh tinh méi ctia Luan an khi 1an dau tién tai
Viét Nam tao duoc ba khang nguyén tai td hgp AFP, DCP va TXN c6 tinh
khang nguyén cao, lam nguén vat li€u dac hiéu phuc vu san Xuét khang thé
don dong chan doan ung thu gan.

2. Két qua tao khang thé don dong dic hi¢u tir khang nguyén tai to hop
Dua trén khang nguyén tai té hop tao duogc, sau dong té bao lai hybridoma
(AFP1, AFP2, DCP1, DCP2, TXN1, TXN2) da dugc tao thanh bﬁng phuong
phap dung hop té bao lympho B ciia chudt véi té bao myeloma. Cac dong té
bao nay phat trién on dinh va san xuét khang thé don dong IgG dic higu
twong ung, voi hi€u gia cao thu dugc trong dich bang chuét BALB/c (khoang
11-14 ml mdi mau chudt). Khang thé thu duoc dugce tinh sach bang sic ky
Protein A/G. Duéi gel SDS-PAGE, hai bang tuong ing chudi ning va chudi
nhe ctia khang thé hién 1o, khéng dinh khang thé da dugc tinh sach va dat d6
tinh khiét cao (>95%). Nhu vay, nghién ctru d tao méi sau dong hybridoma
tiét khang thé don dong dic hiéu v6i cac khang nguyén tai to hop AFP, DCP,
TXN, chua timg duoc cong bd trong nude, cd kha ning ung dung truc tiép
trong cac xét nghiém mién dich hoc va ELISA chén doan.

3. Ung dung khéng thé don dong trong phat hién ung thw biéu mé té bio gan
Céc khang thé don dong da duoc sir dung dé phat hién AFP, DCP va TXN
trong huyét thanh nguoi bénh bang phuong phap ELISA gian tiép. Sau khi
t6i uu hoa didu kién phan tmg va dung dudng cong logistic 4 tham sd, két
qué cho thdy d6 nhay cua timg chi thi sinh hoc 1an luot 1a: AFP 89.36%, DCP
91.48%, TXN 95.74%; d6 dic hi¢u lan luot 1a: 68.00%, 80.00%, 84.00%.
Khi phdi hop > 2/3 chi thi sinh hoc, d6 nhay dat 97.87%, d6 dic hiéu 92.00%,
v6i gia tri PPV va NPV déu dat 95.83%. So sanh véi khang thé thuong mai
cho thdy mirc d6 dong thuan cao trong kha nang phat hién (> 93%), khang
dinh tinh dac hi€u va d¢ tin cdy cia cac khang thé don dong tu tao. Nghién
ctru da 14n dAu tién tai Viét Nam phat trién thanh cong bo ba khang thé don
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dong tai t6 hop dic hiéu AFP-DCP-TXN, c6 thé sir dung phdi hop trong
ELISA chén do4n ung thu biéu mé té bao gan, gitip cai thién rd rét hidu qua
phat hién bénh, dac biét & cac truong hop AFP don 1€ cho tin hi¢u 4m tinh
gia. Két qua ndy mé ra huéng ing dung thue tidn quan trong, gop phan ting
budc ndi dia hoa cac sinh pham chin doan ung thw gan.

4. Han ché

- Quy m6 mau thtr nghiém con han ché (47 bénh nhan ung thu gan
va 10 bénh nhan nhém bénh gan lanh tinh), can duoc danh gid thém do nhay,
dd dac hiu ctia xét nghiém trén cac nhom bénh 1y lién quan.

- Nghién ctru mé6i & giai doan thir nghiém buéc dau trong phong thi
nghiém, quy trinh ELISA thyc hién thi cong, chua phu hgp ngay voi moi
truong xét nghiém 1am sang thuec té.

- Khang thé don dong hién chi duoc san xuit quy md nhd, chua danh
gia d6 6n dinh va do lap lai khi san xuit véi quy mo 16n.

KIEN NGHI
1. Tiép tuc danh gia gia tri 1am sang cua khang thé don dong & quy mé 16n
va da trung tdm dé khing dinh do tin cdy va kha ning tmg dung thuc té cua
bo ba khang thé don dong AFP, DCP va TXN, can thiét ké cac nghién ciru
mo rong voi ¢& mau 16n va thyuc hién tai nhiéu bénh vién khac nhau nhim
danh gia do dac hi¢u thuc té va kha nang phan biét véi HCC. Dac biét, viéc
chimg minh hiéu qua phét hién HCC giai doan sém, khi AFP thuong cho két
qua 4m tinh, s& cung c6 tinh wu viét cua bd khang thé phdi hop va mé rong
chi dinh xét nghi€ém cho nhém bénh nhan nguy co cao.
2. Hoan thién quy trinh chuén hoa k¥ thuat ELISA str dung cic khang thé
don dong tu tao, bao gém diéu kién bao quan, do bén khang thé va hudng
dan thao tac chuan. Pdng thoi, dé xuat trién khai thir nghiém b kit ELISA
0 quy mo nho tai mot s6 bénh vién tuyén tinh nhdm danh gia kha nang van
hanh, d6 6n dinh va phan hdi tir thyc tién xét nghiém. Céc két qua thu dwoc
s& 1a co so khoa hoc va thyc tién quan trong dé co thé du diéu kién ding ky
theo cac tiéu chudn thanh bo kit thwong mai.
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