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LOT CAM DOAN
Téi xin cam doan dé tai nghién citu trong ludn van ndy la cong trinh nghién
cuu cua toi dua trén nhitng tai liéu, 6 lidu do chinh t6i tw tim hiéu va nghién cuu.
Chinh vi vdy, cdc két qua nghién civu dam bdo trung thuc va khdch quan nhat. Pong
thoi, két qua nay chwa tirmg xudt hién trong bat civ mét nghién ciru nao. Cdc sé liéu,
két qua néu trong ludn van la trung thuc néu sai t6i hoan chiu trach nhiém trudc
phap ludt.

Tac gia luan van ky va ghi r6 hg tén
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LOI CAM ON
Loi dau tién, t6i xin bay t6 long biét on chan thanh t6i Hoc vién Khoa hoc va Cong
ngh¢ — Vién Han 1dm Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam, noi da tao diéu kién hoc
tap, nghién ctiru va nuodi dudng niém dam mé khoa hoc trong toi. Sy tin tAm cta quy
thay ¢6 ciing méi trudng hoc thuat nghiém tic, giau cam htng tai Hoc vién da gitip
t6i xdy dung nén tang kién thirc vimg chic va dinh hudng rd rang trén con duong
nghién curu khoa hoc.
T6i xin dugc giri 101 cam on sau sic toi PGS.TS V& Thi Bich Thuy — Phong Cong
nghé sinh hoc moi truong, Vién Sinh hoc, ngudi da tan tinh huéng dan, dinh huéng
va ludn dong hanh cung toi trong sudt qua trinh thyuc hién dé tai. Vi kién thirc chuyén
mon sau rong va sy tan tdm trong cong vi¢e, c6 da giap toi tiép can van dé mot cach
khoa hoc, hoan thi¢n tu duy nghién ctru va vuogt qua nhitng kho khan trong qua trinh
thuc hién luan van.
To1 cling xin chan thanh cdm on TS Ha Thi Thu Van — Khoa Sinh hoc phan tir, Bénh
vién Quéan y 103, Hoc vién Quan y, da nhiét tinh hd tro, tao diéu kién thuan loi va
tryc tiép hudng din toi trong qua trinh thyc nghiém. Nhitng gép ¥ va hd tro quy bau
ctia cd dd gop phan quan trong gitip toi hoan thanh phan nghién ctru mét cach hiéu
qua.
Cudi cung, toi xin danh 101 cam on su sic toi gia dinh, ban bé va ddng nghiép, nhiing
nguoi da ludn bén canh dong vién, hd tro ca v& tinh than 13n vat chét, la ngué)n dong
luc to 16n gitp t61 vugt qua nhitng kho khan va hoan thanh luan van nay.

Xin tran trong cam on!

Tac gia luan van
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MO DAU

1. Ly do chon d@ tai

Ung thu dai tryc trang (UTDTT) 1a mot trong nhitng bénh ung thu phd bién
va gly tir vong cao trén thé gidi, xép thtr ba vé ty 1é méc va thir hai vé ty 18 tir vong
theo GLOBOCAN 2022. Xu hudng nay khong chi thé hién & cac qudc gia phat trién
ma con ngay cang ro rét tai cac nudc dang phat trién, trong do c6 Viét Nam. Day thuc
su la mdt gdnh néng y té — x3 hoi 1on khi UTDTT thuong tién trién Am tham, it biéu
hién & giai doan dau va chi duoc phat hién khi bénh da & giai doan mudn.

Maic du da c6 nhiing tién bo trong ph?tu thuat, hoa tri, xa tri va cac li¢u phap
nham dich 1am tang hiéu qua diéu tri va ty 1€ séng sot dai han cta bénh nhan, viéc
phat hién va diéu tri UTDTT van chua dugc cai thién nhu ky vong. Mot trong nhiing
nguyén nhan then chét 13 thiu cac ddu 4n sinh hoc tin cdy gitip phat hién sém va hd
trg tién lugng. Néu khoang trong nay khong duoc giai quyét, bénh nhan sé tiép tuc
dbi mat voi nguy co phat hién mudn, 1am ting ty 1& tr vong; dong thoi hé théng y té
s& phai chiu ganh ning chi phi diéu tri ngay cang cao.

Trong bdi canh do, viéc nghién ctru va xac dinh cac d4u 4n sinh hoc mdi la
mot yéu cau cip thiét. Trong nhitng nim gan day, nhom RNA dai khong ma hoa (long
non-coding RNA- IncRNA) dugc xem 13 ngudn tmg vién tiém ning cho nghién ciru,
chan doan, va tién luong UTDTT. Tuy nhién, tai Viét Nam, cac nghién ciru vé vai trd
va gia tri ung dung cuia IncRNA trong UTDTT, dac bi¢t 1a IncRNA CRNDE
(Colorectal Neoplasia Differentially Expressed) con rat han ché.

Xuét phat tir thyc tién trén, dé tai “Nghién ctru vai trd va biéu hién cia RNA
dai khong ma héa CRNDE trong ung thu dai truc trang bang phan tich dif liéu va real-
time PCR” duogc trién khai v6i muc tiéu khai thac dix liéu IncRNA CRNDE cong khai
két hop véi thuc nghiém trén mau 1am sang.

2. Muc tiéu nghién ctru
- Xac dinh vai trd va mirc do biéu hién ctia IncRNA CRNDE thoéng qua phan tich dit
liéu cong khai trén TCGA, GEO.
- Xéc thuc murc do biéu hién ciia IncRNA CRNDE bﬁng real-timePCR trén mau 1am

sang (bao gdm mau bénh nhan UTDTT, polyp va ngudi khoe manh)



3. Noi dung nghién ciru
Noi dung 1: Khai thac va phan tich dir liéu cong khai (TCGA, GEO ...) danh gid mtic
d6 biéu hién ctia IncRNA CRNDE trong ung thu dai truc trang. (Muc tiéu 1)

Noi dung 2: Phan tich tang cuong chic nang (Muyc tiéu 1)

Néi dung 3: Tach chiét RNA tong s tir mau méau ngoai vi cia ba nhom dbi tugng
(UTDTT, polyp va khoe manh), tong hop cDNA va dinh luong biéu hién ciia IncRNA
CRNDE bang k¥ thuat real-timePCR, so sanh giita cac nhom mau. (Muc tiéu 2)

Néi dung 4: D6i chiéu va phan tich so sanh giita dir liéu in silico va két qua thuc
nghiém nham danh gia do tuong dong va tinh tin cay cta biéu hién IncRNA CRNDE
trong UTDTT. (Muc tiéu 2)

4. Co sé khoa hoc va tinh thyec tién caa dé tai

Dé tai nay c6 y nghia thyc tién ¢ chd khong chi 1am rd hon vai tro sinh hoc ciia
IncRNA CRNDE thong qua phan tich dir liéu cong khai, ma con budc dau danh gia
kha nang g dung cuia phan tir nay trong phan bieteh UTDTT.

Ngoai ra, trong bdi canh tai Viét Nam cac nghién ctru vé IncRNA trong UTDTT
con han ché, dic biét 1a cac nghién ctru tich hop gitra tin sinh hoc va thyuc nghiém, dé
tai gop phan bd sung dir liéu ban dau, tao tién dé cho cac nghién ciru sau hon trong
tuong lai.

5. Nhirng dong gop cia luan van

Thi nhit, nghién ctru gbp phan 1am rd vai trd tiém ning va dic diém biéu hién
cua IncRNA CRNDE trong UTDTT.

Tht hai, luan van buéc dau xac nhén sy thay ddi biéu hién cua IncRNA CRNDE
trén mau mau ngoai vi ciia bénh nhan UTDTT so voi cac nhom ddi chimg bang
phuong phap qPCR.

Thi ba, nghién ctru gop phan dy doan cac co ché phan tir va con dudng sinh
hoc lién quan dén IncRNA CRNDE thong qua cic phéan tich ting cudng chirc ning
va mang ludi tuong tac, tir 6 bd sung hiéu biét vé vai tro ciia IncRNA nay trong qué
trinh sinh ung.

Thi tu, két qua cta luan van cung cap dir liéu tham khao co gia tri trong bdi
canh nghién ctru vé IncRNA tai Viét Nam con han ché, dong thoi tao co sé cho céac
nghién ciru tiép theo nham xac nhan va mo rong ing dung ctia Inc CRNDE trong phan

biét UTDTT.



CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CUU
1.1. TONG QUAN VE UNG THU PAI TRUC TRANG
1.1.1 Dich t& hoc UTPTT
Dai truc trang (rudt gid) 1a doan cudi cta hé tiéu hoa, trong d6 khoang 1.8 mét
dau tién cua rudt gia duoc goi 1a dai trang va khoang 15 cm cudi cung 13 truc trang
va hau mon [1] (Hinh 1.1). Chung c6 chirc ning chinh 1a hip thu nudc, dién giai va
hinh thanh, luu trit phan trude khi dao thai ra ngoai co thé. Lép biéu mé niém mac dé
xay ra cac bién doi bat thuong dan dén hinh thanh cac ton thuong tién ung thu nhu

polyp va tién trién thanh ung thu.

‘ Pai trang lén

Pai trang xuéng
(Descending Colon)

Dai trang ngang
(Transverse Colon)

(Ascending Colon)

Hinh 1.1 Hinh anh dqi truc trang
Ung thu dai tryc trang 13 bénh 1y 4c tinh phat sinh khi cac té bao bat thudng ting
sinh khong kiém soat trong mo cua dai trang hodc truc trang. Bénh c6 kha ning lan
rong sang cac mod xung quanh hoic di chuyén dén cac co quan xa théng qua hé bach
huyét va duong méau. Qua trinh cac té bao ung thu roi khéi vi tri ban dau va hinh
thanh khdi u & co quan khac dugc goi 13 di can. Khi da xuat hién di can, viéc diéu tri

tré nén khé khan hon va tién luong sdng ctia nguoi bénh ciing giam dang ké [2].

Theo thong ké cia GLOBOCAN (2022) trén toan cau ghi nhan khoang 1,9 triéu
ca mac moi UTPTT va hon 900.000 trudng hop tir vong, dwa bénh trg thanh nguyén
nhan gay tir vong do ung thu ding hang thir hai [3] (Hinh 1.2). Cac s6 liéu cap nhat
gan day ciing cho thay UTDTT chiém khoang 10% tong s6 ca ung thu toan cau va 1a
ganh ning y té dang ké tai nhiéu quéc gia [4]. Tai chau A, UTDTT dung thi ba vé s6

ca mac méi (966.399 ca nam 2022) va la nguyén nhan tir vong do ung thu ding thi
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tu (462.252 ca). Nhat Ban co ty 1€ méc va tir vong cao nhét trong khu vuc, tham chi
vugt mot sé nudc phuong Tay. O Philippines, bénh ciing xép thir ba vé s6 ca mac

m&i va thir tu vé s ca tir vong trong nam 2022 [4].

Lung

Breast

Others
Colorectum

Prostate

Stomach

Total: 19 976 499

Hinh 1.2 Tong sé ca mdc ung thu trén toan thé giGi theo thong ké cia GLOBOCAN
nam 2022

Ty 16 mic UTDTT c6 su khac biét theo tudi va gisi. Bénh cha yéu gip ¢ ngudi
trén 50 tudi, tuy nhién trong nhitng nim gan day da ghi nhan xu hudng tré héa & mot
s6 khu vie. Nam gidi ¢6 nguy co mic bénh cao hon nit gidi. Ngoai ra, cac yéu tb
nguy co nhu ché d6 3n nhiéu thit do, it chat xo, béo phi, it van dong, hut thudc 14 va

tién sir gia dinh c6 vai trd quan trong trong su gia ting ty 1é méc bénh [4].

Tai Viét Nam, UTDTT ciing dang tr& thanh mét vin dé y té dang quan tam.
Theo GLOBOCAN 2022, UTDTT dtng thtr tu vé s6 ca mic méi voi hon 9.400
truomg hop va c6 dén 8.454 truong hop ghi nhén tr vong [5] . Su gia ting nay duoc
cho 1 lién quan dén qu4 trinh d6 thi hoa, thay doi 16i séng va ché do an str dung thirc
an nhanh va d6 ché bién sin . Bén canh d0, viéc tam soat va phat hién sém chua duoc
trién khai rong rdi ciing gop phan lam tang ty 1¢ bénh nhan duoc chan doan & giai
doan mudn [4]

1.1.2 Co ché bénh sinh cia UTPTT

Ung thu dai tryc trang 13 két qua cua qué trinh tich lily tudn tu cac bién doi di
truyén va biéu sinh, din dén su chuyén di tir niém mac binh thuong sang tén thuong
tién ung thu va cudi cing 13 ung thu xam lan (Hinh 1.3). Céc bién d6i nay thuong

lién quan dén cac gen quan trong nhu APC, KRAS, NRAS, BRAF va TP53, lam hoat



héa hodc rdi loan cac con duong tin hiéu nd1 bao nhu Wnt, EGFR va PI3K/AKT [6].
Qua trinh nay dién ra theo nhiéu bude, thuong duoc mé ta qua mé hinh “adenoma—

carcinoma sequence” (chudi u tuyén — ung thu biéu mo) [7].

- 1 TNF
1 1L-23 J APC
™1 NF-kB
1 IFN-y e 1 GSK3B
nies {4 p53
eon2 L TGFBR
| * NF-kB || T APC B
1 Stat3 1 B-catenin l 1

Pai trang Bat thmﬁmgj_,> Adenoma Carcinoma
khée manh niém mac | lanh tinh ac tinh
Céac con dudng tin hiéu ing dung trong diéu tri

Con dudng Wnt/
chong viém B-catenin
>

Hinh 1.3 Qud trinh bénh sinh va cdc bién doi phéin tir cia UTDTT [8]

V& co ché phan tir, UTDTT duoc hinh thanh chu yéu thong qua ba con dudng
chinh, bao gdm: bt 6n nhiém sic thé (Chromosomal Instability — CIN), bat 6n vi vé
tinh (Microsatellite Instability — MSI) va hién twong methyl hoa dao CpG (CpG Island
Methylator Phenotype — CIMP) [6, 9]. Trong d6, con dudng CIN 1a phd bién nhét,
dic trung boi su tich liy cac dot bién gen va bat thuong nhiém sic thé trong qua trinh
tién trién cua khdi u [9].

Mo hinh kinh dién vé sinh UTDTT duogc dé xuit boi Vogelstein cho ring ung
thu phét trién théng qua su tich lily tudn ty cac dot bién gen. Dot bién sém thuong
xay ra & gen APC, dan dén hoat hoa bat thuong con duong tin hiéu Wnt/B-catenin,
lam ting sinh té bao biéu mo. Cac dot bién tiép theo & cac gen nhu KRAS, SMAD4 va
dic biét 1a TP53 thiic day qua trinh tién trién tir u tuyén dén ung thu xam lan [10].

Mot s6 nghién ctru cho thay tan suat dot bién cua cac gen nay kha cao ¢ bénh
nhan UTDTT di can. Cu thé, dot bién TP53 dugc ghi nhin & 84,6% trudng hop, APC
0 78,0%, KRAS & 49,6% va SMAD4 & 22,8% trong nhom bénh nhan khong c6 MSI
cao [11]. Ngoai ra, su két hop dong thoi cac dot bién KRAS, APC va TP53 c6 lién

quan dén muc d9 tién trién &c tinh cao hon cia khoi u [12].
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Bén canh d6, cac co ché sinh bénh khac ciing gop phan quan trong vao su hinh
thanh va tién trién UTDTT. Trong d6, 1di loan qua trinh O-glycosyl hoa kiéu mucin
c6 thé anh hudng dén tang sinh, di cu va xam lan cua té bao ung thu, dong thoi diéu
hoa dap ung mién djch cta co thé [13]. Ngoai ra, sy mét can béng hé vi sinh duong
rudt (dysbiosis) ciing dugc chimg minh c6 lién quan dén sinh ung, thong qua co ché
viém man tinh, diéu hoa mién dich va giy ton thuong DNA. M6t sb vi khuan nhu
Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis va Escherichia coli c6 vai tro thuc
day qua trinh nay[14, 15].

1.1.3. Phwong phép chan doan UTPTT

Chan doan UTDTT hién nay, ndi soi dai trang van duoc xem 1a tiéu chuan vang
nho dd nhay va d§ ddc hi¢u cao. Cac xét nghi€ém tim méu an trong phan cling duogc
st dung rong rai trong sang loc, tuy nhién con han ché vé 36 nhay va do dac hiéu [16-

18].

Trong nhitng nim gan day, nhiéu phuong phap chan doan tién tién di duoc phat
trién, dac biét 1a ndi soi c6 hd trg tri tué nhan tao (AI). Ky thuat nay cho théy kha
nang cai thién dang ké ty 18 phat hién polyp tuyén, giam sy khac biét giita cac nguoi
quan sat va hd tro phan loai ton thuong theo thoi gian thie. So véi cac phuong phap
sinh thiét 16ng (liquid biopsy), ndi soi c6 hd tro Al dugc xem 1a giai phap hiéu qua
vé chi phi, dac biét tai cac co sd y té co sb luong bénh nhan 16n [17]. Trong khi do,
sinh thiét 16ng c6 wu diém khong xam l4n va cung cip thong tin phan tir, nhung chi

phi con cao [17].

Cac diu 4n sinh hoc biéu sinh, dic biét la cac marker methyl hoa DNA, dong
vai trd quan trong trong chan doan sém UTDTT. Mot s6 gen nhu SDC2, SEPT9 va
SHOX2 cho thay d6 chinh xac chan doan cao. Cac marker methyl hoa trong phan nhu
SDC2 va SHOX2 dat d0 nhay lén dén 91,35%, trong khi cdc marker khac nhu
NDRG4, SEPT9 va BCATI ¢ dd nhay tong hop khoang 82,7% [19-21]. Pdi véi cac
marker methyl hoa trong huyét twong nhu SEPT9 va HANDI, 46 nhay dao dong tir
40% dén 75,8% va do dic hiéu tir 69% dén 94,7%, tuy nhién van can dugc toi uu

thém dé dap tmg cac tiéu chuan 1am sang [22].
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Céc phuong phap chan doan hinh anh nhu chyp cat 16p vi tinh dai trang va cong
huong tor (MRI) c6 vai tro quan trong trong danh gia giai doan bénh, ho tro 1ap ké

hoach diéu tri va theo ddi bénh nhan [16].

Gan day, vai tro cua h¢ vi sinh vat cling dugc quan tam trong chan doan UTDTT.
Cac md hinh chin doan dua trén hé vi sinh vat nhu vi khuin Fusobacterium,
Porphyromonas va Parvimonas cho théy do chinh x4c cao v6i AUC tir 0,83 dén 0,94,
dic biét khi két hop mau nudc bot va phan [18]. Cac xét nghiém dya trén DNA va
RNA trong phan ciing dang dugc nghién ctiru nhim hd trg phat hién sdm va cai thién

tién lugng bénh [23].

Hién nay, noi soi két hop md bénh hoc van 1a tiéu chuan vang trong chan doan
UTDTT. Tuy nhién, do tinh xdm 14n cta cic phuong phap ndy, viéc nghién ctru cic
du 4n sinh hoc méi c6 thé phat hién trong mau ngoai vi dang duoc quan tim nhim
hd trg chian doan sém va cai thién tién luong bénh.

1.2. RNA DAI KHONG MA HOA
1.2.1. Khai niém va phan loai IncRNA
Khai niém IncRNA

RNA khong ma héa dai la mot nhém 16n va da dang cia cac RNA khong tham
gia ma hoa protein, nhung co vai trdo quan trong trong diéu hoa nhiéu qua trinh sinh
hoc ¢ ca dong vat va thuc vat [24-26]. Mac du phém 16n hé gen nguoi dugce phién ma,
chi mét ty 1& nho cac ban sao RNA duge dich ma thanh protein, diéu nay cho thay
vai tro thiét yéu ctia cac IncRNA trong diéu hoa hoat dong cua té bao [27].

Céac IncRNA thuong c6 tinh dic hiéu theo timg loai té bao va tham gia diéu
hoa nhiéu qua trinh sinh 1y quan trong nhu biét hoa té bao, phat trién co thé, cling nhu
cac hoat dong ndi bao nhu dich ma, chuyén hoa va truyén tin hi¢u [25, 27]. Vé co ché
tac dong, IncRNA c6 thé tham gia diéu hoa biéu hién gen dudi nhiéu hinh thirc nhu
tin hiéu diéu hoa, phan tir danh lac hudng, khung lién két hodc hap phu RNA vi mé.
Nhiéu IncRNA con hoat dong nhu cac RNA ndi sinh canh tranh, qua do6 diéu hoa biéu
hi€n gen & mirc sau phién ma. [26].

Phéan loai IncRNA

Theo phan loai ciia Uy ban Danh phap Gen Ngudi (HUGO Gene Nomenclature

Committee — HGNC), IncRNA dugc chia thanh chin nhém chinh dua trén vi tri va



dic diém ciu trac, bao gdm: gen chu ctia miRNA khoéng ma héa, gen chu cia RNA
nhan nho khong ma hoa, RNA khong ma hoa dai nam giita cic gen (long intergenic
non-protein coding RNA — LINC), RNA d6i nghia (antisense RNA), cac ban sao
chdng 14p, ban sao nodi intron, ban sao phan ky, cac IncRNA c6 ky hiéu khong hé

thdng va cac IncRNA thudc ho FAM [26] (Hinh 1.4).

RNA DAI KHONG MA HOA

(Long non-coding RNA - IncRNA)

PHAN LOAI IncRNA RNA VONG PHAN LOAI THEO o VAI TRO SINH HOC VA GENE ONTOLOGY
\ (theo HGNC) (Circular RNA) CO CHE HOAT DONG BENH '}‘\’”‘3:[3 IncRNA (vipy)
| Gen chi clia microRNA . Truyén tin hiéu phan tir - <o Thanh phén té bao
| khong ma héa protein L (Molecular signaling) Btahoabischoatiblo « Nhan con (Nucleolus)
1 = * Nhan té bao (Nucleus)
Gen chd clia snoRNA i s g An by Dap (ing tén thuong DNA « Bao tuong (Cytoplasm)
EIciRNA Gian gido phén tu p g t 9 9
| (small nucleolar RNA) o (S?caffgld) qua p53 « Phic hgp RISC
= * Paraspeckles
| [ BNA G gua Ehong CiRNA MBi nhi phan tir Téi t8 hop V(D)J va — =
|| mahoa protein (lincRNA) Sl chuyénI6p khing th Qué trinh sinh hoc
i = trong t€ bao mién dich » Uc ché gen sau phién ma
RNA @i nghi: IncRNA
| (antisense"gNl:) Dén duéng g 3 o u:l:an:;en qua miRNA
‘ (Guide) Diéu hoa biéu hién cytokine o 16 chic thé nhan
| Phién ma chéng ldp TR T « Diéu hda tich cyc phan (ing viém
‘ (overlapping transcripts) Kién tric nhfem sdc thé Chuyén héa glucose * Diu hda qud trinh thodi héa miRNA
(Architect) « Diéu hda ting sinh synoviocyte
} Phién ma ndi intron ” * Diéu hda xudt mRNA kh6i nhan
(intronic transcripts) Bay miRNA / ceRNA Viém  Xirly RNA
(miRNA sponge) — - — |

‘ Phién ma phan !(‘y Lién quan dén bénh Chirc néng phén tu
| (divergent transcripts) « Hoat dong thich nghi

* Ungthu chromatin-protein

InCRNA c6 ky hiéu « Uthan kinh dém (Glioma) ¢ Lién két miRNA

| khong hé théng Bénh Alzheimer « Uc ché& miRNA qua bat cap base
‘ . i i

INCRNA thuc hé théng FAM

* Hoat dong gian gido
SEmgtupatl

 Lién két protein

« Co lap protein
 Lién két voi phirc hgp RISC

Hinh 1.4 Téng quan vé phdn logi va chire ning ciia IncRNA

Ngoai ra, RNA vong (circular RNA — circRNA) dugc xem 1a mot nhém riéng
biét nhung c6 nhiéu dic diém tuong dong véi IncRNA. Céc circRNA duoc phan loai
thanh ba nhom chinh gém: circRNA c6 ngudn gdc exon, intron va dang két hop exon—
intron [26].

Céc nghién ciru vé hé gen va biéu sinh cho thdy phan 16n cac IncRNA nam gitta
cac gen (intergenic IncRNA) c¢6 ngudn gdc tir cac vung ting cudng (enhancer) hon 1a
tir ving khoi dau phién méa (promoter), diéu ndy goi y vai tro quan trong cia ching
trong diéu hoa biéu hién gen [28].

1.2.2. Co ché diéu hoa biéu hién gen ciia IncRNA

Céac IncRNA tham gia diéu hoa biéu hién gen thong qua nhiéu co ché phirc tap

& cac muc do khac nhau, bao gom biéu sinh, phién ma va sau phién ma [29-31]. Nho

kha nang tuong tdc véi DNA, RNA va protein, IncRNA dong vai tro nhu nhitng phan
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ttr diéu hoa trung tam trong nhiéu qua trinh sinh hoc va bénh 1y, ddc biét 1a trong ung
thu

O muc d6 biéu sinh, IncRNA twong tac véi cac phirc hop diéu hoa nhu PRC2
dé kiém soat methyl hoa DNA va bién doi histone, tir d6 hoat hoa hoic trc ché phién
ma gen dich [30, 31]. Chang han, IncRNA CRNDE lién két véi EZH2 thuoc PRC2,
thiic ddy methyl hoa H3K27 va uc ché cac gen e ché khdi u nhu DUSPS5 va
CDKNIA4, gop phan thuc day tién trién UTDTT [32].

O muc d6 phién mé, IncRNA c6 thé diéu hoa biéu hién gen bang nhiéu co ché
nhu hoat dong nhu moi nhtr, gia d& hodc din dudng cho cac yéu td phién ma va phirc
hop protein [29]. Cu thé, IncRNA c6 thé diéu hoa phién ma thong qua tuong tac véi
cac yéu t6 phién ma hodc dong vai tro gia d& cho cac phire hop protein diéu hoa gen.
bang chu y, IncRNA CRNDE c6 kha nang hoat héa con duong tin hi¢u Ras/MAPK,
gop phan thuc ddy ting sinh va sbng sét cia té bao. [33]. Bén canh d6, IncRNA
CRNDE con tham gia diéu hoa con dudng Wnt/B-catenin thong qua tuong tic véi cac
miRNA, tir d6 thuc déy ting sinh va tién trién t& bao ung thu [32, 34].

O murc do sau phién ma, IncRNA diéu hoa d6 6n dinh, phan huy va dich ma cua
mRNA, ddng thoi anh huéng dén hoat dong cua protein va cac con duong tin hidu
noi bao [29, 30]. Mot co ché quan trong la hoat dong nhu cac RNA hép phu miRNA,
lam giam tac dung rc ché cia miRNA 16n mRNA dich. Vi du, CRNDE lién két véi
miR-136, 1am ting biéu hién E2F 1, tir d6 thuc ddy di cin va khang hoa tri trong ung
thu dai truc trang [35]. Ngoai ra, giam biéu hién IncRNA CRNDE c6 thé 1am ting do
nhay cta té bao ung thu véi xa tri thong qua diéu hoa miR-384 [36].

1.2.3. Vai tro cua IncRNA trong ung thw

Céc IncRNA dong vai tro quan trong va da dang trong qué trinh hinh thanh va
tién trién ung thu, thong qua viéc tham gia diéu hoa nhiéu qua trinh sinh hoc thiét yéu
clia té bao.

Diéu hoa biéu hi¢n gen va hanh vi té bao ung thw

Cac IncRNA c6 thé hoat dong nhu gen sinh ung hoic gen trc ché khdi u tuy
thudc vao bdi canh sinh hoc[30]. Thong qua kha ning twong tic véi DNA, RNA va
protein, IncRNA diéu hoa biéu hién gen & nhiéu muc do, tir bién doi chromatin dén
diéu hoa phién ma va sau phién ma. Nhiing co ché nay anh hudng tryc tiép dén cac

qua trinh tang sinh té bao, chét té bao theo chuong trinh, xdm l4n va di can [30, 37].
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Mot trong nhitng co ché quan trong ciia IncRNA 13 tham gia mang ludi RNA
nodi sinh canh tranh (ceRNA). Trong co ché niy, IncRNA lién két véi miRNA, 1am
giam kha niang gan két cia miRNA véi mRNA dich, tir ¢6 1am tang biéu hién cua cac
gen muc tiéu [38, 39]. Thong qua co ché ceRNA, IncRNA c¢6 thé diéu hoa nhiéu qua
trinh sinh hoc quan trong nhu ting sinh té bao, apoptosis, xdm lan va di cin.

Co ché twong tac giita IncRNA va miRNA da duge chimg minh c6 vai tro trong
diéu hoa cac con dudng tin hiéu quan trong nhu PI3K/AKT, Wnt/B-catenin va MAPK
[38, 40, 41]. Cac con duong tin hiéu ndy dong vai trd quan trong trong diéu hoa ting
sinh, séng sOt va tién trién cua té bao ung thu, do do sy roi loan mang ludi ceRNA co
thé thuc ddy qua trinh sinh ung. Chang han, IncRNA LINC01503 c6 kha ning hoat
hoa cac con duong ERK/MAPK, PI3K/AKT va Wnt/p-catenin, gop phan thuc day su
phat trién khéi [41]. Tuong tu, IncRNA H19 diéu hoa con dudng PI3K/AKT trong
ung thu dai truc trang thong qua co ché ceRNA va c6 lién quan dén tién lugng x4u
cua bénh nhan [40].

Anh hwéng dén vi méi truwong khoi u va khing diéu tri

Bén canh vai trd ndi tai trong t& bao ung thu, IncRNA con tham gia diéu hoa vi
moi trudng khdi u théng qua anh hudng dén dap ing mién dich, s xAm nhap cua té
bao mién dich va san xuit cytokine, tir 46 gbp phan thiic ddy su phat trién cua khéi u
[42].

Ngoai ra, sy biéu hién bat thuong cta IncRNA c6 thé 1am thay dbi hoat dong
ctia cac con dudng tin hiéu quan trong, din dén giam hiéu qua diéu tri va thuc day
hién twong khang thudc, dic biét dbi voi cac liéu phap nhiam trang dich[43].

Tiém ning iing dung trong lam sang déiu dn sinh hoc va muc tiéu diéu tri

Nho dic diém biéu hién dic hiéu theo mo va trang thai bénh 1y, IncRNA dugc
xem la cac d4u an sinh hoc tiém ning trong ung thu. Nhiéu IncRNA biéu hién khac
biét gita mo ung thu va mo binh thuong, dong thoi lién quan dén giai doan bénh,
mitc do xam 14n va tién lugng song ciia bénh nhan [30, 37]. Pic biét, IncRNA c6 thé
dugc phat hién trong cac dich sinh hoc nhu huyét twong va huyét thanh véi do on
dinh cao, tao diéu kién cho phat trién cac phuong phap chan doan khong xam lan
nham hd tro phat hién som, theo ddi tién trién bénh va danh gia dap tmg diéu tri[37].

Bén canh vai tro 1a ddu 4n sinh hoc, IncRNA con 1a muc tiéu tiém nang trong

diéu tri ung thu. Céc chién luoc dang dugc nghién ctru bao gdm e ché IncRNA sinh
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ung hodc phuc hdi chirc ning ciia IncRNA trc ché khdi u bang cac cong nghé nhu
antisense oligonucleotide, CRISPR/Cas va cac phan tir nho [44]. Ngoai ra, vi¢c can
thi¢p vao cac tuong tac gitra IncRNA vd1 miRNA hodc protein cling dugc xem la
hudng tiép can trién vong nham diéu hoa cac con duong tin hiéu lién quan dén sinh
ung.

Nhitng tién bd nay cho thay IncRNA c6 tiém ning tng dung trong ca chan doan,
tién luong va diéu trj ung thu, gop phan thuc day y hoc cé thé hoa.

1.3. LNCRNA CRNDE

1.3.1. Pic diém ciu tric va biéu hién ciia IncRNA CRNDE

LncRNA CRNDE la mét trong nhitng IncRNA dugc nghién ctru nhiéu nhat
trong ung thu dai truc trang do biéu hién tiang cao trong nhiéu loai ung thu va lién

quan mét thiét dén qua trinh sinh ung, tién trién khdi u ciing nhu tién luong bénh.

54,963,101 Cassette 54,952,774
’ Alternative exons exon
‘pre-E1A]  E1A E1B E2 E3 E4 ES E6 ‘post-E6’

| In1 2l n3 W In4 B _InS

nt 420 285 113 87 66 gve 113 344 nt

kb kb
CRNDE: generic primers < AceView
RefSeq Transcript: accessions:

CRNDE-a )

NR_034106 (variant 2)

NR_034105 (variant 1)

In1T1

In1T2

hCG_1815491RefSeq,

XR_042100-2 (b)

Hinh 1.5 Vi tri gen cua CRNDE [45]
LncRNA CRNDE 1a mot gen ma hoéa RNA dai khong ma héa nam trén nhiém

sac thé 16q12.2 ctia ngudi (Hinh 1.5). Gen nay dugc phat hién lan dau trong mé ung
thu dai truc trang véi mirc biéu hién ting cao rd rét so véi mé binh thuong va duge
dat tén dua trén dic diém nay [45].

Vé ciu tric, IncRNA CRNDE c¢6 cau tric phirc tap, gdm nhiéu exon va tao ra

nhiéu bién thé phién ma thong qua co ché cit néi thay thé. Cac isoform nhu CRNDE-
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a, CRNDE-b va CRNDE-h c6 sy khac biét vé ciu truc, vi tri phan bd va chirc ning
sinh hoc; trong d6 CRNDE-h dugc nghién ctiu nhiéu do ¢6 do 6n dinh cao trong huyét
thanh va exosome [45, 46].

Tuong tu cdc RNA dugc phién ma bdi RNA polymerase II, IncRNA CRNDE
mang mil 5°, dudi poly(A) va trai qua qua trinh cat nbi exon. Tuy nhién, IncRNA
CRNDE khong ma hoa protein ma thyc hién chirc nang thong qua tuong tac va1 DNA,
RNA va protein[47]. Phéan tir ndy c6 thé hién dién & ca trong nhan va bao tuong, cho
phép tham gia diéu hoa biéu hién gen ¢ nhiéu muc do, tir diéu hoa chromatin va phién
mi dén cac co ché hau phién ma thong qua tuong tac voi miRNA [46, 47].

Ngoai ra, IncRNA CRNDE con tuong tac v6i cc protein diéu hoa biéu sinh va
tham gia vao cac mang ludi diéu hoa RNA, qua d6 anh huéng dén nhiéu con dudng
tin hiéu lién quan dén sinh ung va tién trién khdi u. Nhitng ddc diém nay tao co so
cho tiém ning tng dung cta IncRNA CRNDE nhu mdt ddu 4n sinh hoc trong ung thu
dai truc trang [46, 47].

1.3.2. Vai tro cia IncRNA CRNDE trong ung thw dai truc trang

LncRNA CRNDE la mét trong nhitng IncRNA dugc nghién clru rong rai trong
UTDTT do c6 mirc biéu hién ting cao dang ké trong mo ung thu so v6i mé binh
thudng. Nhiéu nghién ctru cho thiy IncRNA CRNDE déng vai trd nhu mot IncRNA
sinh ung, tham gia diéu hoa cic qua trinh lién quan dén sy hinh thanh va tién trién
khéi u [33, 45].

V& co ché phén tir, IncRNA CRNDE 6 kha ning diéu hoa cac con dudng tin
hiéu quan trong nhu PI3K/AKT, Wnt/B-catenin va MAPK, qua d6 anh hudng dén
tang sinh, séng sot va di cin cua té bao ung thu [48]. Ngoai ra, IncRNA CRNDE con
hoat dong theo co ché ceRNA, dong vai trd nhu mot RNA hap phu miRNA, 1am giam
tac dung trc ché cia miRNA 1én cac mRNA dich va gian tiép lam tang biéu hién cia
cac gen lién quan dén sinh ung [35].

Bén canh vai tro trong co ché bénh sinh, IncRNA CRNDE con ¢ ¥ nghia 1am
sang quan trong. Mirc biéu hién cao cta IncRNA CRNDE duoc ghi nhan c6 lién quan
dén kich thudc khéi u 16n, giai doan bénh tién trién, di cin xa va tién luong xau &
bénh nhan UTDTT [31, 47]. Dac biét, IncRNA CRNDE cé thé dugc phat hién trong
huyét tuong hodc huyét thanh, cho thay tiém nang (mg dung nhu mét ddu 4n sinh hoc

khong xam 14n trong chan doan va theo déi bénh [46].
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU
2.1.1. Dir li€u cong khai (TCGA, GEO)

Trong nghién ctru ndy, dit liéu biéu hién gen va thong tin 14m sang ctia bénh
nhan ung thu dai tryc trang dugc thu thap tur cac co s¢ dir liéu cong khai, bao gém
The Cancer Genome Atlas (TCGA) (https://portal.gdc.cancer.gov/) va Gene
Expression Omnibus (GEO) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Pay la nhiing
nguén dir liéu 16n, dang tin cay va dugc st dung rong rai trong cac nghién curu tin
sinh hoc nham phan tich biéu hién gen va xac dinh cac dau 4n sinh hoc tiém ning.

Tu TCGA, dir li¢u dugc khai thac tir hai bo dir liéu TCGA-COAD va TCGA-
READ, bao gdm dit liéu biéu hién RNA (RNA-seq) va cac thong tin 14m sang nhu
tudi, gidi tinh, giai doan bénh va tinh trang séng sot. Dit liéu RNA-seq duoc chuin
hoa duéi dang TPM hodc FPKM dé dam bao kha ning so sanh gitta cac mau.

Tu GEO, céc bd dir liéu microarray hoac RNA-seq lién quan dén ung thu dai
truc trang duogc lua chon dya trén cac ti€u chi: c6 nhém ung thu va nhom doi chung,
kich thuéc mau phu hop va thong tin chi giai ddy du. Dir liéu duoc tién xir Iy bao
gdm chuén hoa, loai bo dir liéu thiéu va kiém tra chat lugng trude khi phan tich.

Viéc két hop dit liéu tir TCGA va GEO gitip tang do tin cy théng qua x4c nhan
chéo giira cac bo dir liéu doc 1ap, ddng thdi cho phép danh gia toan dién hon biéu
hién ctia IncRNA CRNDE trong ung thu dai truc trang, lam co s& cho cac phan tich
va xac thyc thyc nghiém tiép theo.

2.1.2. Miu mau ngoai vi
MAu mau ngoai vi dugc thu thap theo phuong phap thuan tién, 35 dbi tugng
tham gia nghién ctru va chia thanh ba nhém: nhém ung thu dai tryc trang (n=15) dugc
chan doan xéac dinh bang moé bénh hoc; nhém polyp dai truc trang (n=10) duoc xéac
dinh qua ndi soi va moé bénh hoc; va nhém chimg khoe manh (n=10) khong c6 tién
sit hodc biéu hién 1am sang lién quan dén bénh 1y dai truc trang

T4t ca cac mau mau dugc thu thap, xir Iy va bao quan theo quy trinh chuan nham
dam bao chat lugng RNA cho céc phan tich tiép theo. Viéc phan nhém ddi tuong cho
phép danh gia sy khac biét biéu hién cua IncRNA CRNDE giita cac trang thai bénh
ly khac nhau va xac dinh tiém niang ing dung ctia diu 4n nay trong chan doén ung

thu dai tryc trang.
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Tiéu chuin hra chon va loai trir

Nhom ung thu dai truc trang bao gém cic bénh nhan tr 18 tudi trd 1én, duoc
chan doan xac dinh bang mé bénh hoc, c6 day du thong tin 1am sang va dong ¥ tham
gia nghién ctiru. Nhom polyp dai truc trang gdm cac bénh nhan tir 18 tudi tro 1én, duge
xac nhan polyp bang noi soi va mo bénh hoc, khong c6 bang chimg ung thu. Nhém
chtng khoe manh gdm céc ddi twong tir 18 tudi tré 1én, khong co tién sir ung thu hoic
bénh 1y dai truc trang va dong ¥ tham gia nghién ctru.

Tiéu chuan loai trir ap dung cho tat ca cac nhom bao gdm: mic cac loai ung thur
khéac; méc cac bénh 1y viém dai tryc trang man tinh nhu viém loét dai tryc trang hodac
bénh Crohn; hoac méc céc bénh man tinh nang & gan, than, tim hoac phéi.

2.2. Pham vi va thiét ké nghién ciru

Nghién ctru dugc thiét ké theo dang mé ta cit ngang, két hop phan tich dit liu
tin sinh hoc va xac nhan thyc nghiém.

2.3 Phuong phap phan tich dir li€éu cong khai
2.3.1 Thu thép va tién xir 1y dir liéu biéu hién gen

Dit liéu biéu hién gen va thong tin 14m sang cua bénh nhan ung thu dai tryc
trang duoc thu thap tir cac co s dit lidu cong khai bao gdm TCGA va GEO.

Dir liéu RNA-seq ctua ung thu dai trang duoc tai tr dg an TCGA-COAD. Qua
trinh thu thap va xtr Iy dit liéu dugc thuc hién trong moi truong R version 4.4.3.

Céc g6i R duoc st dung bao gém:
« TCGADbiolinks: tai dir liéu biéu hién gen va dir liéu 1am sang tr TCGA [49]
« GEOquery: thu thap dit liéu biéu hién gen tir GEO [50]
o dplyr va tidyr: xtr Iy va t6 chic dit lidu [51]
o readxl: doc céc t&p dir li¢u dang bang [52]
Dit liéu biéu hién gen sau khi thu thap duogc chuin héa nham dam bao do tin cay cho
cac phan tich tiép theo.
2.3.2 Phin tich sy khac biét biéu hién ciia CRNDE trong UTPTT
Mitc biéu hién ciia IncRNA CRNDE dugc so sanh giita mo ung thu va mé binh
thuong nham danh gia sy thay doi biéu hién ciia gen ndy trong ung thu dai truc trang.
Phan tich biéu hién sai khac dugc thuc hién béng g6i edgeR, str dung mo hinh phan

bd am nhj thirc dé xac dinh cac gen c6 sy khac biét biéu hién [53].
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Két qua phan tich dugc truc quan hoa bang cac biéu do sir dung gbi ggplot2,
bao gdém biéu d6 hop (boxplot) nham minh hoa sy khac biét mirc biéu hién cua
IncRNA CRNDE giita cidc nhém mau [54].

2.3.3 Phén tich gen dong biéu hién

Pé xac dinh cic gen c6 mbi lién quan voi IncRNA CRNDE, phan tich twong
quan biéu hién gen dugc thyc hién gitta IncRNA CRNDE va toan bg cac gen khac
trong bo dit liéu TCGA. Hé s6 tuong quan Pearson dugc sir dung dé danh gia muc do
tuong quan giita mirc biéu hién ciia IncRNA CRNDE va céc gen khac [55].

Céc gen c6 h¢ ) tuong quan cao véi IncRNA CRNDE duogc lya chon lam tap
hop gen ddng biéu hién cho cic phan tich tiép theo.

Mang ludi twong tac giita IncRNA CRNDE va cac gen dong biéu hién dugc xay
dung nham tryc quan hda méi quan hé giita cic gen, trong d6 IncRNA CRNDE 1a nut
trung tdm va cac gen tuong quan duoc két ndi xung quanh. Viéc xdy dung va truc
quan hoéa mang ludi dugc thuc hién bang géi igraph[56].

2.3.4 Phan tich tang cuwong chirc nang va con duwong tin hiéu

Dé tim hiéu chtc ning sinh hoc cua cic gen dong biéu hién voi IncRNA
CRNDE, phan tich tang cudong chirc nang duoc thuc hién dya trén co sé dir liéu Gene
Ontology (GO) va Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).

Phén tich dugc thuc hién bing goi clusterProfiler, cho phép xac dinh cac qua
trinh sinh hoc va con dudng tin hiéu c¢6 sy tham gia dang ké cia cac gen nghién ctru
[57].

Két qua phan tich dugc truc quan hoa bang cac biéu d6 thanh va biéu do bong
bong sir dung cac ham cua clusterProfiler két hop véi ggplot2 [54, 57].

2.3.5. Phén tich song sét

Phan tich séng sot dugc thue hién nham danh gia gia tri tién lugng cua IncRNA
CRNDE d6i voi bénh nhan ung thu dai tryc trang. Phan tich ndy duoc tién hanh trén
dir liéu cua du an TCGA-COAD, do bo dit lidu nay cung cap thong tin vé thoi gian
song va tinh trang séng cua bénh nhan.

Bénh nhan duoc chia thanh hai nhom dya trén muc biéu hién cia IncRNA
CRNDE (nhém biéu hién cao va nhém biéu hién thap) dua trén gid tri trung vi cua

muc biéu hién.
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Phan tich séng sot Kaplan—Meier dugc thyc hién béng cac gobi survival va
survminer, cho phép xay dung dudng cong séng sot va kiém dinh log-rank nham danh
gia su khac biét gitra cac nhdm bénh nhén [58].

2.4 Phuong phap thue nghiém
2.4.1. Tach chiét RNA tong s

Téng RNA duoc chiét xuat tir 35 mau mau toan phan, bao gdm cic mau tir bénh
nhan ung thu dai tryc trang, bénh nhan polyp va nhom ngudi khée manh. Qua trinh
tach RNA dugc thuc hién theo hudng dan cia bo kit TRIzol® (Thermo Fisher
Science, USA). Cac mau RNA hoan tit dugc bao quan & -80°C. Nong d6 va do tinh
sach ctia RNA duogc xac dinh bang may do quang phd NanoDrop Lite trude khi tién
hanh cac budc phan tich tiép theo.

2.4.2 Tong hop cDNA

Téng hop cDNA dugc thuc hién dya trén hudng dan ctia bd kit Maxime™ RT
PreMix (Intron, Han Qudc). Trudc tién, RNA khuén (template RNA) va nudc cit xtr
ly DEPC dugc thém vao 6ng phan tng chira Maxime RT PreMix, sao cho tong thé
tich phan Gng dat 20 pL. Thanh phan chi tiét ctia phan tmg duoc trinh bay trong Bang
2.1. Sau khi thém day du cac thanh phan, hdn hop dugc hoa tan bang cach hit nha
nhe bing micropipette dé dam bao dong nhat.

Bdng 2.1 Thanh Phan phan img tong hop cDNA

Thanh phin phan tng Nong do
Template RNA 0.5 ug
Maxime RT PreMix
Nudc cat (DEPC-treated water) Thém di dén 20 pl
Tong thé tich phan tng 20ul

Qua trinh téng hop ¢cDNA dugc thuc hién trén may PCR theo chu trinh nhiét
sau: tong hop cDNA ¢ 45°C trong 60 phut, sau d6 vo hoat enzyme RTase & 95°C
trong 5 phut va giit lanh ¢ 4°C cho dén khi tién hanh budc tiép theo. Céac chi sd chat
luong cDNA, bao g@)m néng do va do tinh sach, duogc do béng may NanoDrop™ Lite
(Thermo Fisher Scientific, USA). Cudi ciing, cac mau cDNA sau khi tong hop duoc
diéu chinh vé tong thé tich 20 pL véi ndng d6 500 ng/uL, sin sang cho cac thi nghiém

tiép theo theo yéu cau nghién ciru.
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2.4.3 Panh gia mirc d9 biéu hién IncRNA CRNDE théng qua phan {ng real-
time PCR
Phan tng real-time PCR dugc thyc hién sir dung bo kit SYBR Green qRT-PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Hoa Ky) trén hé théng QuantStudio
1(Thermo, Hoa Ky). Mitc d6 biéu hién cua cic gen muc tiéu duoc danh gia bang real-
timePCR v&i cac cap mdi ddc hiéu: nhiét do gan mdi 60°C ddi véi CRNDE va 55°C
d6i v6i GAPDH. Mdi phan tmg c6 thé tich 20 pL, bao gdm 2x SYBR Green PCR
Master Mix, 0,4 pM mdi xudi, 0,4 uM mdi nguoc va 2 pL ¢cDNA khuén. Diéu kién
phan tmg PCR bit dau véi budce bién tinh ban dau ¢ 95°C trong 60 gidy, tiép theo 1a
45 chu ky gdm 95°C trong 20 gidy, 60°C hoic 55°C (tuy gen) trong 20 gidy va 72°C
trong 20 gidy. Sau khi két thiic chu ky, phan tng dugc thém giai doan high resolution
melting (HRM) véi céc budce: 95°C trong 5 gidy, 65°C trong 60 gidy va 97°C trong
15 giay. Mbi mau dugc chay hai lan lap dé dam béo dd chinh x4c.

Bang 2.2 Trinh tw moi khuéch dai gen dich va gen noi chuan

Tén mbi Trinh ty (5' -> 3") Kich thwge 1 00)
(bp)
CRNDE-F  TCAGCCGTTGGTCTTTGAAAT 0
CRNDE-R  TTCTGCGTGACAACTGAGGAT
GAPDH-F CCAAGGAGTAAGACCCCTGG s

GAPDH-R AGGGGAGATTCAGTGTGGTG

Trinh ty moi trong Bang 2.2 duoc thiét ké dya trén trinh tu tham chiéu cua gen
dich thu thap tir co so dit liéu GenBank (NCBI), bao gébm IncRNA CRNDE
(NR_170995) va gen ndi chuan GAPDH (NM_002046.7). Viéc thiét ké duogc thuc
hién bang phan mém Primer3, dam bao céac tiéu chi vé d6 dai moi, nhiét d6 néng chay
(Tm), ham luong GC va tranh hinh thanh cau tric thi cap nhu hairpin hay primer-
dimer. Do dic hiéu cua méi duoc kiém tra bﬁng cong cu BLAST nham dam béo chi
khuéch dai trinh ty muc tiéu. Cac cap moi duoc téng hop tai Cong ty Co phﬁn PHU
SA Genomics (Viét Nam).

2.4.4 Phan tich dir liéu real-time PCR

Murc d6 biéu hién cua gen IncRNA CRNDE dugc danh gia dua trén gia tri Ct
ctia mdi mau, voi GAPDH 1am gen ndi chuan. Cac gia tri Ct trung binh ctia nhom d6i
chtng (Healthy) dugc dung dé chuan hoa, va mirc biéu hién twong ddi ciia timg mau

dugc tinh toan dua trén phuong phép 2*-AACt [59].
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2.5 Phwong phap xir Iy va phén tich thong ké

Dit liéu duogc xir Iy va phan tich bang R (version 4.4.3). Su khac biét biéu hién
IncRNA CRNDE giita hai nhom duoc danh gia bang kiém dinh Student’s t-test; gitra
nhiéu nhom bang ANOVA mét yéu t6 hodc Kruskal-Wallis, tiry theo phan b6 dit liéu.

MGdi lién quan gitra biéu hién IncRNA CRNDE va céc bién sb dinh lugng duoc
danh gia bang hé sd twong quan Pearson hodc Spearman. Gia tri phan biét cia
IncRNA CRNDE dugc xac dinh thong qua duong cong ROC, dién tich dudi duong
cong (AUC) va ngudng cit toi uu theo chi sb Youden bang cac goi phan tich ROC
trong R.

Ngudng ¥ nghia thong ké duoc xac dinh 12 p < 0,05.

2.6 Dao dirc nghién ciru

Nghién ctru duge thong qua Hoi dong dao dirc trong nghién ciru y sinh cua

Bénh vién Quan y 103, Hoc vién Quan y sb phé duy¢t 341/CNChT-HDDD, ngayf 15
thang 11 nam 2023.

SO PO NGHIEN CUU
THU THAP DU LIEU
(TCGA, GEO va miu mau)
I
v v
[ PHAN TICH TIN SINH HQC J [ PHAN TiCH THUC NGHIEM J
v v
Biéu hién CRNDE [ Téch RNA tdng s6 ]
(CRC vs binh thuong) 7
= ‘ - [ Téng hop cDNA ]
[ Gen dong biéu hién ]
v [ Phan tng khuech dai qPCR J
[ GO/KEGG enrichment ]
v [ Phan tich muc do biéu hién ]
[ Sdng con (Survival analysis) ] cia CRNDE
DPanh gid gid tri phan biét
(ROC curve)
[ TONG HQP KET QUA ]
v

Vai tro sinh hoc va gid tri phan biét
cua IncRNA CRNDE trong UTDTT
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CHUONG 3: KET QUA VA THAO LUAN
3.1. KET QUA PHAN TiCH DU LIEU TIN SINH HQC
3.1.1 Mikc d9 biéu hién ciia IncRNA CRNDE trong UTPTT
Két qua phan tich data TCGA
Phén tich dit liéu tir bd TCGA_COAD bao gdm 483 mau ung thu dai tryc trang
va 41 mau mo dai truc trang khoe manh cho théy su khac biét rd rét vé muac do biéu
hién ciia IncRNA CRNDE gitta hai nhom. Két qua hinh 3.1 cho thdy IncRNA CRNDE

dugc biéu hién ting dang ké trong nhom ung thu so véi nhom khoe manh (p < 0,001).

DATA TCGA
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Nhém khée manh Nhém ung thu

Hinh 3.1 Mirc @6 biéu hién ciia IncRNA CRNDE trong dir lieu TCGA
(¥*% thé hién p<0.001, sir dung mé hinh phdn bé am nhi thire trong goi edgeR)

Cu thé, gia tri biéu hién IncRNA CRNDE (log2(counts+1)) & nhém ung thu co
xu hudng cao hon 10 rét, véi trung vi khodng 7-8, trong khi nhém khoe manh chi dao
dong quanh murc 3—4. Ngoai ra, d0 phan tan gia tri trong nhoém ung thu ciing 16n hon,
phan anh tinh khong dong nhét sinh hoc ctia khéi u.

banh gia sy khac biét vé muc d6 biéu hién ciia IncRNA CRNDE gilra cac giai
doan bénh cho thdy khong c6 su khac biét co y nghia théng ké giita hai nhém giai
doan som (I-II) va giai doan mudn (III-1V) (p = 0,45) (Hinh 3.2).
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Hinh 3.2 Mirc @6 biéu hién ciia IncRNA CRNDE theo tung giai doan bénh trong dir
lieu TCGA

(Mann—Whitney U test)

Mirc d6 biéu hién IncRNA CRNDE & ¢4 hai nhom giai doan c6 xu huéng tuong
duong nhau, véi trung vi dao dong ¢ murc tuong tu. Mac du co su bién thién 1on vé
gia trj biéu hién trong timg nhém, dic biét & giai doan I-1I, nhung sy chdng lap déng
ké giita hai nhom cho thdy khong c6 xu huéng ting hodc giam rd rét theo tién trién
giai doan bénh.

Két qud phén tich data GEO

Phén tich dit liéu tir tip GSE39582 (GEO), bao gém 566 mau ung thu dai truc
trang va 19 mau moé niém mac dai truc trang binh thudng, cho théy su khac biét ro
rét vé mirc d6 biéu hién cua IncRNA CRNDE gitta hai nhom. Két qua hinh 3.3 cho
thay IncRNA CRNDE dugc biéu hién ting dang ké trong nhom ung thu so voi nhoém
khoe manh (p < 0,001). Cuy thé, gia tri biéu hién IncRNA CRNDE (log2(counts+1)) &
nhom ung thu c6 trung vi khoang 6, cao hon rd rét so voi nhom binh thuong (khoang

3-3,5).
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DATA GEO
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Hinh 3.3 Mirc a6 biéu hién ciia IncRNA CRNDE trong dir lieu GEO
(¥*% thé hién p<0.001, sir dung mé hinh phdn bé am nhi thirc trong géi edgeR)

Ngoai ra, tuong ty nhu dit liéu TCGA, muac d§ phan tan biéu hién IncRNA
CRNDE trong nhém ung thu 16n hon dang ké so véi nhom khoe manh, phan anh tinh
khong dong nhit cta quan thé t& bao khdi u.

M&i lién quan gitta muc do biéu hién cta IncRNA CRNDE va giai doan bénh
cho thiy khong co su khac biét c6 ¥ nghia théng ké giira hai nhom giai doan som (I

IT) va giai doan mudn (III-IV) (p = 0,315) tir di¥ licu GSE39582 (Hinh 3.4).
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DATA GEO
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Hinh 3.4 Mirc dé biéu hién ciia IncRNA CRNDE theo tung giai doan bénh trong dir
lieu GEO

(Mann—Whitney U test)

Két qua phan tich trong ddng cua dir liéu TCGA va GEO, cho thiy murc d biéu
hién ctia gen IncRNA CRNDE ting c6 y nghia thong ké va khong co6 mdi lién quan
voi giai doan tién trién cua bénh.

3.1.2 Xac dinh cac gen dong biéu hién véi IncRNA CRNDE

Két qua phén tich cho thdy IncRNA CRNDE c¢6 mdi tuong quan biéu hién voi
nhiéu gen khac nhau, hinh thanh mét mang ludi déng biéu hién (co-expression
network). Trong mang ludi nay, IncRNA CRNDE dong vai tro 1a nit trung tam, lién
két voi nhidu gen thong qua céc canh thé hién mbi tuong quan biéu hién.

Céc gen duogc xac dinh c¢6 tuong quan véi CRNDE bao gdm: AGBL3, ZNF514,
ZNF354B, ZNF32-AS2, GOLGAG6LY, IRX5, EFHC2, GOTI-DT, ALDOA, SCO2,
RABSIF, PCBPI, MGAT2, LOCI128125822, PDGXP, GNGS5, PHGR, TAXIBP3,
GNG10 va PDF.



23

o o)
@ -@e L9

1 ®
O—@ e

&
®

—

&)
@

Hinh 3.5 Mang ludi cdc gen cé lién quan dén IncRNA CRNDE
Trong mang luoi:
o Céac dudng mau do biéu thi mdi twong quan duong (positive correlation), cho
thay khi muc biéu hién ciia IncRNA CRNDE ting thi muic biéu hién cua céac
gen nay cling cé xu hudng tang.
Céac duong mau xanh biéu thi mbi tuong quan am (negative correlation), cho
thay khi IncRNA CRNDE ting thi biéu hién cia cac gen nay c6 xu hudng
giam.

Két qua tir hinh 3.5 cho thay mot s6 gen c6 mdi twong quan dwong dang chu ¥

v61 IncRNA CRNDE nhu AGBL3, GOLGAG6LY, ZNF514, ZNF354B va EFHC2, goi

y kha nang chung tham gia vao céc co ché diéu hoa hodc cac con dudong sinh hoc lién

quan dén hoat dong cia IncRNA CRNDE trong UTDTT.
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Viéc xac dinh cac gen déng biéu hién v6i IncRNA CRNDE gitp lam 1o hon
mang ludi diéu hoa phan tir lién quan dén IncRNA nay, dong thoi cung cap co sé cho
cac phén tich chirc ning tiép theo nhu GO enrichment va KEGG pathway analysis,
nham dy doan céc qué trinh sinh hoc va con duong tin hi¢u ma IncRNA CRNDE c6
thé tham gia trong qua trinh sinh UTDTT.

3.1.3 Phan tich tang cuwong chirc ning (GO)

Dé du doan vai tro sinh hoc ctia cac gen dong biéu hién v6i IncRNA CRNDE,
phan tich ting cudng GO di dugc thuc hién trén hai ngudn dit liéu doc 1ap gdm
TCGA-COAD va cac bo dit liéu GEO. Céc thuat ngit GO c6 ¥ nghia théng ké duoc
lya chon dya trén gié tri p.adjust nham xac dinh céac qué trinh sinh hoc c6 lién quan

dén mang lu6i gen ddng biéu hién véi IncRNA CRNDE.

DU LIEU TCGA
NGi RNA - Q
Té chic 16ng chuyén - Q
Lap rap 16ng chuyén - O
N&i RNA théng qua
phan (ing chuyén este O p.diéu chinh
NGi RNA théng qua phén (ing >
chuyén este véi adenosine phinh O
lam nucleophile 0.00004
N&i mRNA qua spliceosome | O 0.00008
Diéu hoa qud trinh ndi RNA - ® 0.00012
Diéu hoa am tinh biéu hién gen | 0 0.00016
biéu sinh
Diéu hoa qué trinh x{i ly mRNA _ 0] S0 lugng
Vs b ; ; 2
Bién doi peptidyl-lysine [0) 8 0
40
Qua trinh thodi h6a mRNA
dugc phién ma trong nhan 1 @ O -
Diéu hoa ndi mRNA O #
qua spliceosome - @)
Dinh v protein dén 16ng chuyén | @
N&i mRNA thay thé
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Hinh 3.6 Két qua phan tich GO tir dir liéu TCGA
(Adjusted p-value (FDR))
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Két qua phén tich tir TCGA-COAD cho thiy gen dong biéu hién v6i IncRNA
CRNDE chu yéu lién quan dén xir Iy RNA va diéu hoa splicing, nhiing qua trinh nay
dong vai tro quan trong trong diéu hoa biéu hién gen va sy phat trién cua ung thu

(Hinh 3.6).

DU LIEU GEO
Phan ly nhiém sic thé - ‘
Phan bao nhan o
Chuyén tiép pha | ® p.diéu chinh
chu ky té bao c6 nguyén phén
TN 1e-10
Phan ly nhiém sac thé trong nhan ‘
1e-08
Sao chép DNA - .
1e-06
Sinh téng hop ribosome - ‘ 6 liong
Phan ly nhiém séc t&r chj em - O O 30
O 4
Dich ma trong bao tuong O O 50

Phén ly nhiém s3c tir chj em | ®
trong nguyén phan

Diéu hoa phan ly nhiém sic thé | @

T T T T

0.04 0.05 0.b6 0.07 0.08
Ty lé gen
Hinh 3.7 Két qua phdn tich GO tir dit liéu GEO
(Adjusted p-value (FDR))

Dbi v6i cac bd dir lisu GEO, phan tich GO cho thiy cac gen lién quan dén
CRNDE chi yéu tang cudng trong cac qué trinh lién quan dén chu ky té bao va ting
sinh té bao bao gom tir qua trinh sao chép DNA, phan chia nhiém sac thé dén khi
phan chia té bao (Hinh 3.7).

Mic du khong c6 sy dong nhat 100% gitta két qua phén tich & 2 ngudn dir liéu,
tuy nhién ching thé hién su nhat quan trong xu hudng tham gia vao hai nhém chirc

nang sinh hoc chinh 14 diéu hoa xir Iy RNA va ghép ndi RNA (tir dit liéu TCGA) va
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diéu hoa chu ky té bao va phéan chia nhiém sic thé (tir dir liéu GEO). Minh chimg cho
viéc IncRNA CRNDE gbp phan vao co ché sinh bénh cia UTDTT.
3.1.4 Phan tich con dwdng tin hiéu (KEGG)
Phén tich KEGG pathway dd duoc thuc hién trén tip hop cac gen dong biéu
hién v&i IncRNA CRNDE tir hai nguén dit liéu TCGA-COAD va GEO. Cac con

duong tin hiéu c6 ¥ nghia thong ké duoc xac dinh dua trén gia tri p.adjust.

DU LIEU TCGA
Cac con dudng lién quan
dén thodi hda than kinh - - '
nhiéu bénh
Bénh Alzheimer - O
Tuong tac ligand-thy thé |
neuron ‘
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toan than
Con dudng tin hiéu PI3K-Akt - ' i
Nhiém papillomavirus & ngudi - .
4e-13
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6e-13
Con dudng tin hiéu IgSF CAM @
S6 lugn
Con dung tin hiéu MAPK | O e g
250
Tuong tac cytokine—cytokine ‘
va thu thé cytokine O 30
Bénh Parkinson - o 8 =P
400
Qua trinh ndi bao héa - O O 450
Nhiém Salmonella - @)
ConduongtinhiéuRas 1 @
B xuong té bao trong té baoco | @
0.03 0.04 0.05
Ty & gen

Hinh 3.8 Két qua phan tich KEGG pathway tir div liéu TCGA
(Adjusted p-value (FDR))

Két qua hinh 3.8, phan tich tir dir liéu TCGA cho thiy cic gen dong biéu hién
v6i IncRNA CRNDE dugc ting cuong trong nhiéu con dudng tin higu quan trong lién
quan dén ung thu va diéu hoa tin hiéu té bao. Cac con dudng tin hiéu ndi bat dugc
ghi nhan bao gom con duong PI3K-Akt, con dudng MAPK, con dudng Ras, tuong
tac cytokine—thy thé cytokine va tuong tac ligand—thy thé than kinh. Pay déu 1a nhiing

con dudng co vai tro quan trong trong diéu hoa tdng sinh, song sot, bi¢t hoa va truyén
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tin hiéu cta té bao, déng thoi c6 lién quan chit ché dén qua trinh hinh thanh va tién
trién cta ung thu.

Su tang cudng ciia cac pathway nay cho thdy IncRNA CRNDE c6 thé lién quan
dén cac mang ludi tin hiéu diéu hoa ting sinh, biét hoa va sdng st cua té bao, dic
biét théng qua cac con duong PI3K-Akt, MAPK va Ras, von duoc biét 1a dong vai
trd quan trong trong sy phét trién va tién trién cia UTDTT.

Déi véi dir liéu GEO, cac gen lién quan dén IncRNA CRNDE duoc ting cudng
chu yéu trong cac con dudng lién quan dén chu ky té bao, sao chép va stra chita DNA.
Cac pathway ndi bat bao gébm con dudng chu ky té bao, sao chép DNA (DNA
replication), stra chita bt cip sai, tai to hop tuong déng va con duong thiéu méau
Fanconi. P4y 1a nhitng con dudng c6 vai trd quan trong trong kiém soat ting sinh té
bao, duy tri tinh 6n dinh cta bod gen va bdo v¢ té bao trude céac ton thuong DNA. Su
ting cudng cua cic pathway nay cho thdy CRNDE c6 thé tham gia vao qua trinh hinh
thanh va tién trién cta ung thu thong qua diéu hoa ting sinh té bao va cac co ché stra

chita DNA (Hinh 3.9).
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DU LIEU GEO
Bénh do coronavirus (COVID-19) - '
Ribosome - ‘
, p diéu chinh
Chu ky 6 bao - O
] 1e-07
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. ) 10
Chuyén héa retinol 1 @ O 1
: 20
Stra chita bat cdp sai { @ 8 -
Téi t6 hop tuong dong { @ L #
Con dudng thiéu mau Fanconi | @
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Hinh 3.9 Két qua phén tich KEGG pathway tir dit liéu GEO
(Adjusted p-value (FDR))

Téng hop tir hai ngudn dir liéu cho thiy cic gen dong biéu hién véi IncRNA
CRNDE c6 xu hudng tham gia vao hai nhom con dudng tin hi¢u chinh: Cac con
duong tin hiéu lién quan dén ung thu nhu PI3K-Akt, MAPK va con dudng tin hiéu
Ras (dir liéu TCGA). Cac con dudng lién quan dén chu ky té bao va sao chép DNA
nhu chu ky té bao va nhan d6i DNA (dit liéu GEO). Nhiing két qua nay goi y rang
IncRNA CRNDE c6 thé dong vai tro trong viéc diéu hoa cac mang ludi tin higu kiém
soat ting sinh té bao, chu ky té bao va stra chita DNA, tir d6 gop phan vao qua trinh
sinh UTDTT.

3.1.5 Phén tich song s6t
Puong cong Kaplan—Meier cho thay xac suat séng cua hai nhém High va Low
gan nhu chong 1ap trong sudt thoi gian theo ddi. Kiém dinh log-rank cho két qua p =

0,6, cho thay khong c6 su khac biét co y nghia thong ké vé thoi gian song giira hai
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nhom (Hinh 3.10). Piéu nay goi ¥ rang trong bo dir liéu TCGA, mirc biéu hién gen

chua thé hi¢n vai tro tién luong 10 rét.

DATA TCGA ‘
Strata group=High -+ group=Low

1.001
> 0.75+
E
© 3|.
8 e
S 0.50+
T
=
s
>
%)

0.25+

p=0.6
0.00+
0 1000 2000 3000 4000
Time
Number at risk
& 238 65 16 7 5
©
0 group=Low{ 230 78 12 4 0
0 1000 2000 3000 4000
Time

Hinh 3.10 Mirc a6 biéu hién CRNDE lién quan dén séng sot twr dir lieu TCGA

(Log-rank test) )
Tuong tu, & bd dir liéu GEO, hai dudng cong song sét gitta nhém IncRNA

CRNDE biéu hién cao va thip ciing khong co su tach biét rd rang. Gid tri p = 0,84
(va ~0,839 trong phén tich chi tiét) tiép tuc cho thiy khong cé su khac biét c6 ¥ nghia
thong ké giita hai nhom (Hinh 3.11).
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DATA GEO
Strata ~+ CRNDE_group=High ~+ CRNDE_group=Low
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Hinh 3.11 Mirc a6 biéu hién IncRNA CRNDE lién quan dén séng sot tw dir liéu

Két qua tir ca hai bo dir liéu déu nhit quan, cho thiy khong co6 mbi lién quan
dang ké giita mirc biéu hién gen IncRNA CRNDE va thdi gian sdng tong thé va gen

nay chua chimg minh duoc gia tri tién lwong doc 14p trong bdi canh nghién ciru hién

tai.

GEO

(Log-rank test)

3.2 KET QUA PANH GIA TREN MAU LAM SANG
3.2.1 Tach chiét mau RNA tong s, kiém tra chat lwong va tong hop cDNA

Cac mau duoc tién hanh tach chiét RNA tong sd bang bo kit Trizol® (Thermo
Fisher Scientific) theo quy trinh do nha san xuat cung cip. Sau khi thu nhan, RNA
dugc danh gia do tinh sach va nong d6 bang may do quang phd NanoDrop, dong thoi

kiém tra tinh toan ven bang dién di trén gel agarose 1%. Két qua duoc thé hién ¢ hinh

3.12.
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uTl uT2 uT3 ut4 UT5 UT6 ut7z UT8 UT9 UT10

285

18S

Hinh 3.12 Dién di d6 san pham RNA tong so

Cac mau RNA tong sb duoc xac dinh ndng d6 bang may NanoDrop va danh gia
chat luong thong qua dién di trén gel agarose 1%, nhudém ethidium bromide va ghi
nhan két qua bang phin mém Quantity One (Gel Doc EQ; Bio-Rad, Hercules, CA).
Két qua kiém tra cho thiy tit ca cac mau déu xuét hién rd hai biang 28S va 18S, dam
bao tinh nguyén ven cua RNA.

Mau RNA dat yéu cau dugc chuin hoa vé cing ndng d6 0.5 pg/pL véi thé tich
20 pL, sau d6 tong hop cDNA.

3.2.2 Mikc d biéu hién ciia IncRNA CRNDE

Mirc biéu hién twong d6i ciia gen CRNDE dugc danh gia bang phuong phap 2/-
AACt, sit dung GAPDH 1am gen ndi chuan. Két qua bang 3.1 va hinh 3.13 cho thay
mure biéu hién ciia IncRNA CRNDE cao hon ¢ nhém bénh nhan UTDTT so véi nhom
polyp va nhom khoe manh.

Bang 3.1 Mucc do biéu hién ciia IncRNA CRNDE

Nhém n Mikc d biéu hién (IQR) p
UTDTT 15 20.15 (3.68-45.5)
Polyp 10 2.69 (2.21-4.76) 0.06
Khoe manh 10 0.99 (0.33-4.71)

Dunn post-hoc test
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Hinh 3.13 Phdn bo mirc do biéu hién ciia IncRNA CRNDE trén mau lam sang

. (Kruskal-Wallis test) )
So sanh gitra cac nhom bang Kruskal-Wallis test két hop Dunn post-hoc test cho

théy, muc biéu hién cua IncRNA CRNDE & nhém UTDTT cao hon dang ké so véi
nhom polyp (p = 0,008) va so vd1 nhém khde manh (p = 0,012). Nguoc lai, su khac
biét gitta nhom polyp va nhoém khoe manh khong cé ¥ nghia théng ké (p = 0,22).
Nhitng két qua nay cho thdy IncRNA CRNDE c6 xu huéng ting biéu hién & bénh
nhan UTDTT, c6 kha nang phan bi¢t nhém UTDTT véi nhém polyp va nhém khoe
manh, trong khi giita polyp va nhém khoe manh murc biéu hién khong khac biét rd
rét.
3.2.3 Panh gia hiéu qua phan biét IncRNA CRNDE giiva UTDTTva nhom

ddi chirng bang ROC

Phén tich dudng cong ROC duoc thuc hién nham danh gia kha ning phan biét
gitra nhom ung thu dai truc trang va nhém doi chirng dua trén muc do biéu hién cua

IncRNA CRNDE.
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Hinh 3.14 ROC curve ctia IncRNA CRNDE cho phdn biét CRC va nhém doi chirng
Bang 3.2 Piém cat, AUC, d¢ nhay, do dac hiéu va gia tri tién doan cua
IncRNA CRNDE

. 2 . PPV NPV
Chi so biem cat AUC  Se (%) Sp (%) p
(“o) (“o)
CRNDE 9.45 80.67 60 95 90 76 <0.001
DelLong test

Hinh 3.14 trinh bay duong cong ROC cua IncRNA CRNDE trong vi¢c phan biét hai
nhom nghién ctru. Dién tich duéi duong cong (AUC) dat 0,8067, cho thay kha ning
phan biét & mirc kha dén tét. Gia tri AUC 16n hon 0,8 ching t6 IncRNA CRNDE c6
tiém ning dang ké trong vai trd ddu 4n sinh hoc phan biét.

Diém cat toi vu duoc xac dinh 13 9,45, tai d6 do nhay (Se) dat 60% va do dic
hiéu (Sp) dat 95% (Bang 3.2). Két qua nay cho thay IncRNA CRNDE c6 xu hudng
uu tién do dac hiéu cao hon do nhay, tirc 1a kha nang loai trir cac truong hop khong
méc bénh rat tot, trong khi van duy tri mic do phat hién bénh & murc chép nhan duoc.
Bén canh do, gia tri tién doan duong (PPV) dat 90% va gia tri tién dodn am (NPV)

dat 76%, phan anh rang phan lén cac truong hop duge xac dinh duong tinh béi
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IncRNA CRNDE thyc su 1a bénh nhan ung thu dai tryc trang. Tuy nhién, gia tri NPV
& mirc trung binh cho thiy van ton tai kha ning bo s6t mot sé truong hop bénh. Sy
khac biét giira hai nhdm c6 y nghia théng ké v6i p < 0,001, khang dinh gi4 tri phan
biét cia CRNDE khong phai do ngau nhién.

Nhin chung, két qua phan tich ROC cho thdy IncRNA CRNDE 1a mot du 4n sinh
hoc tiém nang trong hd tro phan bi¢t ung thu dai tryc trang. V&1 d¢ dic hi¢u cao,
IncRNA CRNDE dic biét phit hop trong cac chién luoc phan biét UTDTT nham giam
ty 16 duong tinh gia, va c6 thé hiru ich khi két hop vé6i cac dau an sinh hoc khac dé

cai thién d nhay téng thé.



35

THAO LUAN

Két qua ctia nghién ctru ndy cho thdy su ting biéu hién ctia IncRNA CRNDE
trong ung thu dai truc traing mot cach nhat quéan trén ca dit liéu cong khai (TCGA,
GEO) va miu mau 1am sang. Pang chu ¥, su nhat quan nay khong chi thé hién gitra
cac ngudn dir lidu khac nhau ma con phu hop véi xu huéng d duoc ghi nhan trong
nhiéu nghién ctru trude day. Sy ddng nhat vé xu hudng giita cac ngudn dir liéu doc
lap va giita hai loai mau (mé va mau) cho thdy IncRNA CRNDE c6 tinh 6n dinh cao
vé biéu hién, day la mot dac diém quan trong cuia mot d4u 4n sinh hoc tiém nang.

Cu thé, diém tuong déng ndi bat 1a IncRNA CRNDE déu duge bao co tdng biéu
hién trong mé ung thu so v6i mé binh thuong. Nhiéu nghién ctru trude di chi ra rang
IncRNA CRNDE 1a mdt trong nhitng IncRNA dugc hoat hoa manh trong UTDTT,
v6i mirc biéu hién cao hon dang ké & mo khéi u [32, 34, 46, 48]. Két qua cia ching
t6i tai khang dinh xu hudng nay khi ca hai bo dit liéu doc 1ap (TCGA va GEO) déu
cho thdy su gia ting c6 ¥ nghia thong ké ctia IncRNA CRNDE ¢ nhom ung thu. Dong
thoi, viée ghi nhan sy ting biéu hién ndy trén miu mau 14m sang cang cung cb tinh
6n dinh va kha ning phat hién ctua IncRNA CRNDE trong céc loai mau khac nhau.

Tuy nhién, can luu ¥ rang dir liéu TCGA/GEO dugc xay dung chi yéu tir mo
khéi u, trong khi nghién ctru hién tai st dung mau mau ngoai vi. Su twong dong vé
xu huéng biéu hién gitta hai loai miu nay c6 thé dugc giai thich boi kha ning céac
IncRNA, bao gébm IncRNA CRNDE, dugc giai phong vao tuan hoan thong qua cic
ti ngoai bao nhur exosome va ton tai 6n dinh trong huyét twong [46]. Diéu nay cho
thiy IncRNA CRNDE c6 tiém ning tng dung trong sinh thiét long.

Su twong dong vé xu hudng ting bicu hién gitta nghién ctru hién tai va cac cong
b trude khong chi 1am ting do tin cay cua két qua, ma con cho thidy IncRNA CRNDE
c6 thé 1a mot dac diém sinh hoc phod bién va nhat quan trong UTDTT. Diéu nay dic
biét quan trong trong bdi canh phat trién biomarker, vi mot dau 4n sinh hoc chi thuc
su ¢6 gid tri khi n6 thé hién dugc tinh 1ap lai va 6n dinh trén nhiéu quan thé va phuong
phéap nghién ctru khac nhau. Do dd, viéc IncRNA CRNDE lién tuc dugc ghi nhan tang
biéu hién trong ung thu dai tryc trang qua nhiéu nghién ctru doc 1ap, bao gom ca
nghién ctru nay, da ciing cd thém bang ching vé vai trd tiém ning ctia né trong phan

biét bénh. Pic biét, nghién ciru nay cung cap thém dit liéu trén quan thé nguoi Viét
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Nam, gép phan bo sung bang ching vé tinh phd quat ctia IncRNA CRNDE trong cac
nhém dan s6 khac nhau.

Trong nghién ciru nay khong ghi nhan sy khac biét biéu hién rd rang mirc do
biéu hién ctia IncRNA CRNDE trong cic giai doan bénh, ciing nhu biéu hién ting cta
gen ¢ ¥ nghia dbi véi tién lugng sdng sot ctia bénh nhan. Piéu nay twong dong voi
két qua nghién ctru ciia Ma va cong su (2022) khi chi ra mdi lién hé giira biéu hién
IncRNA CRNDE cao véi tién lugng khong thuan 191 & sau loai ung thu: ung thu vo
thuong than, ung thu té bao sang than, ung thu tuyén giap, u té bao than kinh dém
cap thip, u nguyén bao than kinh dém da hinh va ung thu té bao gan va hoan toan
khong bao gdm UTDTT [60]. Trong khi d6 nghién ctru ctia Ding va cong sy (2017)
bao cdo muc do biéu hién ciia IncRNA CRNDE c6 su khac nhau c6 y nghia thong ké
giita giai doan sém (I-II) va giai doan mudn (III-IV) [32]. Su khong nhit quan nay cd
thé do mot sd nguyén nhan, bao gdm c¢& mau con han ché, su khong ddng déu giita
cac giai doan bénh, cling nhu dic diém sinh hoc di hop cua UTDTT. Diéu nay cho
thdy vai trd tién luong ctia IncRNA CRNDE trong UTDTT van chua théng nhét va
can duoc nghién ctru thém trén cic quan thé 16n hon.

Két qua phan tich ting cudng chirc ning cho thiy cic gen dong biéu hién véi
IncRNA CRNDE c6 su khac biét dang ké gitra dit licu GEO va TCGA. Tuy nhién, su
khac biét nay khéng mang tinh mau thuin ma phan anh cac khia canh bd sung vé vai
trd sinh hoc ctia IncRNA CRNDE trong UTDTT. Cu thé, dir liéu GEO chu yéu phan
anh cac thay d6i & mirc do chirc ning té bao, trong khi dit 1liéu TCGA phan anh cac
co ché diéu hoa & mirc d6 phan t.

Trong bd dit liéu GEO, cac gen lién quan dén IncRNA CRNDE chu yéu duoc
ting cuong trong cic qua trinh lién quan dén chu ky té bao va phan bao, bao gdm
phan ly nhiém sic thé, phan chia nhan va sao chép DNA. Diéu nay cho thiy IncRNA
CRNDE c6 thé lién quan dén sy ting sinh cta té bao ung thu. Cac con duong KEGG
nhu chu ky té bao, stra chira DNA va téi to hop tuong dong ciing cung ¢b nhan dinh
nay, cho thdy IncRNA CRNDE cé thé gop phan vao viéc duy tri su ting truong va 6n
dinh bo gen cua té bao khdi u. Nhitng két qua nay phu hop véi cac nghién ctru trude
day cho thdy IncRNA CRNDE thiic day ting sinh té bao thong qua diéu hoa chu ky

té bao va cac gen lién quan dén phan bao.
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Két qua phan tich chirc ning tir dit liéu GEO trong nghién ctru nay cho thiy céac
gen lién quan dén IncRNA CRNDE chu yéu duoc ting cudng trong cac qua trinh sinh
hoc nhu chu ky té bao, phin bao va sao chép DNA. Diéu nay phu hop véi nhiéu
nghién curu trude day, trong do IncRNA CRNDE dugc chirng minh ¢6 vai tro thuc
day tang sinh té bao ung thu. Vi du, Han et al. (2017) cho thiy viéc tc ché IncRNA
CRNDE din dén bit gitr chu ky té bao va giam ting sinh té bao trong UTDTT [61].
Ngoai ra, cac nghién ctru khac nhu Ding et al. (2017) da chi ra IncRNA CRNDE tham
gia vao cac con dudng tin hiéu nhu Wnt/B-catenin, gép phan thiic ddy phan bao va
tang truong khdi u [32]. Nhitng bang ching nay cung cd nhan dinh ring IncRNA
CRNDE c6 thé dong vai trd quan trong trong viéc diéu hoa chu ky té bao va duy tri
su tdng sinh cua té bao UTDTT. Nguoc lai, trong dir li¢u TCGA, cac gen dé)ng biéu
hién v&i IncRNA CRNDE chu yéu dugce ting cuong trong cac qua trinh lién quan dén
xtr Iy RNA nhu cit ndi RNA va xir Iy mRNA. Két qua nay phu hop vdi cac nghién
ctru trude ddy cho thdy IncRNA CRNDE c6 nhiéu bién thé splice khac nhau va tham
gia vao cac co ché diéu hoa RNA & muc d6 hau phién ma [48]. Bén canh do, IncRNA
CRNDE ciing duoc ghi nhan c6 vai tro trong diéu hoa biéu hién gen ¢ mirc do phién
mi, gop phan diéu chinh hoat dong ctia nhiu gene lién quan dén ung thu [45].

Ngoai ra, cac phan tich KEGG trong nghién ctru ndy cho thiy sy ting cuong
ctia cac con dudng tin hiéu quan trong nhu PI3K-Akt, MAPK va Ras. Diéu nay tuong
ddng véi cac bao cdo trude do, trong d6 IncRNA CRNDE duge ching minh c6 kha
nang hoat hoa tin hiéu PI3K/Akt va diéu hoa con dudng MAPK, tir d6 thic ddy ting
sinh, séng sOt va tién trién cua té bao ung thu [48]. Sy khac biét gitra hai bg dir licu
c6 thé duogc giai thich boi su khac nhau vé nén tang cong ngh¢ va dac diém dir licu.
Cu thé, dit licu GEO sir dung nén tang microarray voi sb lugng probe giéi han, chu
yéu phan anh cac gen c6 muc biéu hién cao, trong khi dit liéu TCGA dua trén RNA-
seq cho phép phat hién toan dién hon céc transcript, bao gdm ca cic gen c6 mic biéu
hién thap va cac RNA khong ma hoa. Do d6, TCGA c6 xu hudng phan anh tét hon
cac qua trinh diéu hoa phirc tap nhu xtr Iy RNA va tin hiéu noi bao, trong khi GEO
nhan manh cdc qua trinh sinh hoc ndi bat nhu chu ky té bao.

Mot s6 con duong KEGG lién quan dén bénh truyén nhiém nhu bénh
Coronavirus hodc nhiém Salmonella cling dugc ghi nhan trong phan tich. Tuy nhién,

cac con duong nay thuc chat chira nhiéu gen lién quan dén dép g stress, viém va
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tong hop protein, 1 nhiing co ché chung giita cac qua trinh bénh 1y khac nhau, bao
gdm ca ung thu. Do d6, sy xuat hién ctia cac con duong nay khong phan anh méi lién
quan tryc tiép giita IncRNA CRNDE va céac bénh truyén nhiém, ma chi yéu cho thiy
su chong 14p vé chirc ning ciia cac gen tham gia.

Tong hop céac két qua, c6 thé gia dinh rang IncRNA CRNDE déng vai trd nhu
mot phan tir didu hoa trong ung thu dai tryc trang, tham gia vao cac qua trinh xir 1y
RNA va diéu hoa tin hiéu noi bao, tir d6 gian tiép thuc dy chu ky té bao, sao chép

DNA va su ting sinh cta té bao ung thu.

IncRNA CRNDE

!

RNA ghép nbi / diéu hoa (TCGA)
!

Kich hoat tin hi¢u (PI3K, MAPK, Ras) (TCGA)

!

Tang biéu hién gene chu ky té bao
!

Nhan d6i DNA + phan bao (GEO)
!

Phan chia té bao

So do 3.1 M6 hinh co ché gid dinh ciia IncRNA CRNDE trong UTDTT

Su khac biét gitra két qua tr GEO va TCGA phan anh cac muic do sinh hoc khac
nhau ctia hoat dong IncRNA CRNDE. Trong khi dit liéu TCGA cho thay vai tro diéu
hoa & mirc d§ phién ma va tin hiéu, thi dir liéu GEO phan anh céc hau qua sinh hoc &
mitc d6 té bao nhu ting sinh va phan bao. Hai két qua nay mang tinh bo sung, gop
phan 1am rd co ché hoat dong ctia IncRNA CRNDE trong ung thu dai tryc trang.

Nghién ctru nay van con mot sé han ché. Thir nhét, day 1a nghién ctru don trung
tam va chua co6 su xac nhan trén cac quén thé doc l1ap hoac da trung tdm, do dé kha
nang khai quat hoa két qua con han ché. Thir hai, cic phén tich chirc ning nhu GO
va KEGG chu yéu dya trén phuong phép tin sinh hoc, do d6 chi mang tinh suy luén

va chua dugc kiém chirng bang cac thi nghiém chure nang in vitro hodc in vivo. Ngoai
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ra, c0 mau lam sang con tuong doi1 han ché va viéc st dung mau mau c6 thé chua
phén anh day du dac diém sinh hoc ciia mo khoi u. Do do, cac nghién cuu tiép theo
voi thiét ké da trung tdm va két hop thuc nghiém chirc nang 1a can thiét dé xac nhan

va lam r0 vai tro cua IncRNA CRNDE trong UTDTT.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

Nghién ctru nay da dat dugc cac muyc tiéu dé ra véi cac két qua chinh nhu sau:

(1) DPdi v6i muc tiéu 1, phan tich dir liéu tir cac co s& dir li¢u cong khai (TCGA,
GEO) cho thay IncRNA CRNDE tang biéu hién c6 y nghia thong ké trong UTDTT
s0 v&i md binh thuong. Pong thoi, phan tich ting cudng chirc ning cho thay IncRNA
CRNDE lién quan dén céc qua trinh sinh hoc quan trong nhu chu ky té bao, phan bao,
sao chép DNA va xur ly RNA, cling nhu cac con duong tin hi¢u ung thu nhu PI3K-
Akt, MAPK va Ras.

(2) Dbi voi muc tiéu 2, két qua thuc nghiém trén miu mau ngoai vi cho thiy
IncRNA CRNDE tang biéu hién 13 rét & nhom ung thu so véi nhém polyp va nhom
khoe manh. Dic biét, khi ddi chiéu giita dir lidu in silico va két qua thyc nghiém,
nghién ctru ghi nhan su tuong dong vé xu hudng biéu hién, qua d6 cing cb do tin cay
ctia IncRNA CRNDE nhu mét dau 4n sinh hoc tiém néng.

Tom lai, IncRNA CRNDE 14 IncRNA c6 biéu hién ting dic trung trong ung thur
dai truc trang, c6 lién quan dén cac co ché sinh hoc quan trong va co tiém ning tmg
dung trong phan bi¢t bénh.

KIEN NGHI

Can thuc hién cac nghién ctru v6i ¢& mau 16n hon va thiét ké da trung tim nham
xé4c nhan tinh 6n dinh va gia tri tng dung ciia IncRNA CRNDE trong UTDTT. Dong
thoi, can tién hanh cac nghién ctru thuc nghiém in vitro va in vivo dé 1am rd co ché
phan tir ciia IncRNA CRNDE, dic biét trong diéu hoa chu ky té bao va cc con dudng
tin hiéu lién quan dén ung thu. Bén canh d6, nén mé rong danh gia IncRNA CRNDE
trén nhiéu loai mau 1am sang va xem x¢&t két hop véi cac dau 4an sinh hoc khac nham

nang cao hi€u qua phan biét va theo doi bénh.
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DANH SACH MAU MAU SU DUNG TRONG NGHIEN CUU
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(Tén bénh nhan ldy mau duwoc viét tat dé dam bao yéu 16 dao dirc trong Y hoc)

Lab ID- Ho va tén Nam | Gioi ;
TT Tén Chan doan
IGR dém sinh | tinh
ung thu tryc trang 1/3 trén
gd cT3N2Mx (td di can
1 128 Pham Quang | D. | 1990 | Nam .
thuy trén phoi phai ) da hoa
chat 1 chu ky
ung thu dai trang sigma
2 144 T6 Minh Th. | 1952 | Nam
pT3N2MO
. ) ung thu 1/3 dudi tryce trang
3 147 Nguyen Thi | H. | 1958 | Nir
giai doan T2N2MO
ung thu dai trang sigma gd
4 148 Duong Van L. | 1956 | Nam | cT4NxMx da PT lam hau
mon nhan tao
. ung thu dai trang sigma
5 149 Nguyén Ba b. | 1958 | Nam
pT3NOMO
ung thu dai trang sigma
6 150 bang Van Ch. | 1955 | Nam
pT3N2MO
ung thu dai trang sigma
7 151 Tran Thi S. | 1932 | Nit | giai doan IV cT4N2MI ( di
can tir cung ) dang ho4 chat
8 152 bang Thi M. | 1942 | N ung thu tryc trang
ung thu biéu mo tuyén dai
9 273 Trinh Thi H. | 1952 | Nt ,
trang xudng T4aNOMO
, ung thu biéu mo tuyén tryc
10 282 Dang Viét G. | 1954 | Nam
trang
ung thu dai trang xudng
11 161 Pham Thi H. | 1935 | Ni&x T2NOMO/ K tryc trang

TINOMO
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k truc trang trén - gitra

12 220 Lam Puc Ch. | 2004 | Nam
T3NxMI1 - di can phiic mac
ung thu dai trang ngan
13 221 Doan Thi L. | 1964 | Nir s ' S neane
T3NIMO
tac rudt do K dai trang
14 224 Trinh Xuan | V. | 1984 | Nam ,
xuong di cdn phuc mac
N ung thu dai trang gd IV di
15 225 Nguyen Thi | Nh. | 1952 | Nir , )
can gan da 6 da hod chat
16 191 Pong Ba C. | 1956 | Nam polyp truc trang
. polyp dai trang / viém da
17 222 Nguyén Quy | Ch. | 1961 | Nam ]
day cap
18 253 Nguyén Vian | CH. | 1868 | Nam polyp dai trang
19 | 308 Mai Nhét L. | 1963 | Nam polyp dai trang
. da polyp dai trang/ Gout
20 232 Nguyén Duc S. 1959 | Nam
man
21 243 Nguyén Thi L. | 1957 | N& polyp dai trang
22 252 Ngo6 Van Ch. | 1952 | Nam polyp dai trang
23 247 D6 Xuan H. | 1954 | Nam polyp dai trang xudng.
24 256 Pham Van V. | 1955 | Nam polyp dai trang
25 254 Du Thi H. | 1991 | N polyp dai trang sigma
26 226 Luu Thanh H. | 1986 | Nam Khoe manh
27 238 Nguyén Thi | H. | 1959 | Nit Khée manh
28 233 Duong Thi T. 1963 | Nu Khoée manh
29 239 boan Thi T. 1983 | Nu Khoe manh
30 240 Phan Dinh T. 1995 | Nam Khoée manh
31| 235 Tran Thi T. | 1958 | Nix Khée manh
32 244 Nguyén Thi | Th. | 1990 | Nit Khoée manh
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33 250 Phung Van 1985 | Nam Khoe manh
34 294 Nguyén Vin 1958 | Nam Khoe manh
35 251 Cu Anh 1983 | Nam Khée manh
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Két qua realtime PCR biang hé théng QuantStudio 1
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CRNDE GAPDH

UT1 20.704 20.896 22.715 22.613
UT2 28.735 28.506 33.301 33.605
UT3 27.458 29.49 31.862 32.668
UT4 26.498 26.652 29.637 29.391
UTS 27.1 27.109 30.945 29.197
UT6 26.369 26.557 28.676 29.824
uT7 28.698 28.327 34.101 32.776
UTS8 27.258 27.063 30.58 31.972
UT9 27.167 26.947 26.968 27.143
UT10 28.561 28.428 28.559 28.458
UT11 28.504 28.152 25.25 25.299
UT12 26.718 26.459 27.206 27.525
UT13 25.973 26.115 26.768 26.516
UT14 28.359 28.495 28.473 28.406
UT15 24.046 24.401 31.068 32.153
POLYP1 24.039 24.506 25.738 25.816
POLYP2 28911 28917 26.619 26.353
POLYP3 31.445 31.283 32.146 31.572
POLYP4 26.641 26.645 26.312 26.147
POLYPS 28.948 28.925 26.686 26.325
POLYP6 26.695 26.791 26.307 26.541
POLYP7 27.641 27.378 27.136 27.15
POLYPS 26.088 25911 28.218 25.322
POLYP9 24.848 25919 25.325 25.566
POLYP10 30.9 30.474 32.146 31.572
KM1 28.277 28.098 29.28 29.115
KM2 28.685 28.974 27.191 27.136
KM3 26.402 26.902 27.807 28.256
KM4 29.668 29.186 26.009 25.826
KMS5 33.073 32.6 25.462 25.724
KM6 26.83 27.001 25.328 25.562
KM7 27.999 28.07 26.073 25.102
KMS8 28.472 28.5 27.367 27.078
KM9 30.306 31.111 26.112 26.127
KM10 22.57 22.684 26.979 26.967




51

PHU LUC 3
BENH VIEN QUAN Y 103 CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
HOI PONG DAO DUC TRONG Dge Ifp - Ty do - Hanh phiic
NGHIEN CUU Y SINH Ha Ngi, ngdy 15 thdng 44 niim 2023

sé: !‘M /CNChT- HDPD

CHUNG NHAN
Chip thufin 48 cwrong nghién ciru

Cin cir Quyét dinh s8 3847/QD-BVQY 103 ngdy 26/8/2022 ciia Giém déc Bénh
vi¢n vé vic kién toan Hoi ddng, Ban 6 véin Hoi ddng dgo dirc trong nghién ciru y sinh
hoc cip co s& Bénh vién Quan y 103 nhiém ky 2019-2024;

Ciin cir Quy ché td chirc va hogt dgng ciia Hoi ddng dgo dirc trong nghién ciru y
sinh hoc Bénh vién Qudn y 103 nhi¢m ky 2019-2024; ]

Can cir bién ban hop Hoi ddng dgo dirc clp co s& tai Bénh vién Quin y 103 va
bén gidi trinh cda nghién ciru vién (Nghién ciru sinh);

Xét d& nghi cia nmemg trwe Hoi ddng Pao dirc Bénh vién Quén y 103.

Hoi ddng.dao du'c trong ng!nén ciru y sinh hoc Bénh vi¢n Quén y 103 chip
thuﬁn
A. Khia canh khoa hoc va dgo dizc dbi véi nghién civu:

1. Tén dé tai: Nghién ciru mirc 49 biéu hign va vai trd ciia mjt s6 ARN chudi
dai khong mi hod méu ngogi vi trong chﬁn dodin ung thwr dai trye tring.

2. Péi tuong nghién ciru: 961 tugng nghién ciru g6m 2 nhém (nh6m bénh va nhém
chimg) dugc thu thip tai Bénh vién Quén Y 103, Bénh vién Trung wong Quén
d5i 108 va Bénh vién K co s& Tén Triéu. Nhém bénh gdm 100:bénh nhin ung
thu dai trye tring &'céc giai doan khéc nhau. Nhém chimg gdm 120 bénh nhén,

~ trong d6 ¢6 90 bénh nhén u tuyén dai tryrc tring va 30 bénh nhan c6 rdi loan tiéu
hod nhung soi dai trang khong phét hién ung thur dai tryrc trang holic u tuyén dai
tryc trang

3. Masb (chuyén nganh): 9720107 ]

4. Nghién ciru'vién (Nghién ciru sinh): Nguyén Ngoc Khanh

5. Dijadiém trién khai: Bénh vién Quén y 103, Bénh vién Trung wong Quén dgi 108,
Bénh vién K co so Tan Triéu

6. Thoi gian nghién ciru: tir thing 11 nim 2023 dén thang 11 nim 2026.

B. Cho phép sir dung cdc tai ligu sau trong nghién cieu néu trén: xem Phy lyc dinh
kém. ;
Ngay chép thuin: 15 /1 12023

Nghién ciru vién chinh ¢ tréch nhiém: tuin thi ndi dung dé cuong nghién ciry,
hd so nghién ciru di dugce phé duyét; cée quy trinh thyre hién chudn, céc nguyén tic GCP
va céc quy dinh ciia phép lut hién hanh vé dao duc nghién ciru/,

Noi nhgn: - PICH
- Nghién ciru vién (Nghién ciru sinh);
- Lwu: VT, HPDD. T03.

PGS. TS. Ta Bé Thing



Tén tii li¢u

Pon xin dénh gis dgo dirc trong nghién ciru y sinh

|.chuyén mén, Ban cam két da hoan thi¢n hd so theo y ki

~|-Quyét dinh thanh 14p tiéu ban chuyén mén xét duyét d& cuong nghién ciru

sinh cta img vién Pham Khanh Hung, Bién bén hop xét tu g'én clia tlééu ban
n cia Tiéu ban

chuyén mén xét tuyén Nghién ciru vién.

| Ban ding- i chimg nhén chép thuin Dao dirc trong nghién ctru y sinh hoc

e

Pé cuong nghién ciru da duqc phé duyét

Chién lugc bio vé déi twgng nghién ciru 1 con ngudi

Ly lich khoa hoc cia img vién Nghién ciru vién chinh/Nghién ciru sinh

‘Bin cung cép thong tin cho ddi tugng tham gia nghién ciru

b8l i o I - I

Mau phiéu chip thuén tinh nguyén tham gia nghién ctru

.| Ban cam két thyc hién theo ding cic nguyén tic vé dao dirc trong nghién

ciru clia nha nghién ciru

10.

| Bénh 4n nghién ciru

11.

Thu déng thudn cho phép trién khai nghién ciru ciia co quan noi trién khai
nghién ciru,

-




