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TOM TAT:

Ung thw phéi khéng té bao nhd (NSCLC) 1a loai ung thw phdi phd bién nhét. Viéc phat hién sém théng qua cac dau an
sinh hoc nhu CLCA2, HMGB3 va B-actin trong huyét twong cé y nghia quan trong. Nghién ctru nay nham khéo sat vai
tro cla cac gen CLCA2, HMGB3 va B-actin trong chan doan NSCLC bang xét nghiém real-time PCR. Phwong phap:
Nghién ctru thye hién trén 40 bénh nhan NSCLC va 40 ngudi khde manh. CLCA2, HMGB3 va B-actin dwoc tach chiét
tir huyét twong va phan tich bang ky thuat multiplex PCR va qPCR. Céc chi sé théng ké dwoc phan tich badng SPSS,
danh gia d6 nhay va dé dac hiéu qua dwdng cong ROC. Két qua: Nong d6 CLCA2, HMGB3 va B-actin & bénh nhan
cao hon ro rét so voi ngudi binh thwong (p<0,0001). AUC cla B-actin la 0,71; CLCA2 la 0,86 va HMGB3 la 0,85. B6
nhay va do d&c hiéu dat 100% tai cac ngwéng biéu hién xac dinh. Két luan: CLCA2, HMGB3 va B-actin la nhirng d4u
4n sinh hoc tiém nang trong phat hién sém NSCLC bang real-time PCR. Phat hién nay gop phan nang cao hiéu qua
chén doan khéng xam lan ung thw phéi.

Tir khoa: Ung thu phdi khong té bao nhd, CLCA2, HMGB3, B-actin, realtime PCR, d4u 4n sinh hoc.

Abstract: ANALYSIS OF CLCA2, HMGB3 AND B-ACTIN GENE EXPRESSION IN PLASMA DNA OF NON-SMALL
CELL LUNG CANCER PATIENTS

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the most common type of lung cancer. Early detection through biomarkers such
as CLCA2, HMGB3 va B-actin in plasma is significant. This study aims to investigate the role of CLCA2, HMGB3 and
B-actin genes in the diagnosis of NSCLC by real-time PCR test. Methods: The study was conducted on 40 NSCLC
patients and 40 healthy people. CLCA2, HMGB3 va B-actin is extracted from plasma and analyzed by multiplex PCR
and gPCR techniques. Statistical indicators are analyzed using SPSS, which evaluates sensitivity and specificity via
the ROC curve. Results: The levels of CLCA2, HMGB3 and f-actin in patients were significantly higher than those in
normal people (p<0.0001). The AUC of B-actin is 0.71; CLCAZ2 is 0.86 and HMGB3 is 0.85. Sensitivity and specificity
reach 100% at defined expression thresholds. Conclusions: CLCA2, HMGB3 and 3-actin are potential biomarkers in
the early detection of NSCLC by real-time PCR. This finding contributes to improving the effectiveness of non-invasive
diagnosis of lung cancer.

Keywords: Non-small cell lung cancer, CLCA2, HMGB3, B-actin, realtime PCR, biomarker.
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1. DAT VAN BE

Ung thw phdi la mét trong nhirng bénh ly &c tinh thwéng gap va gay tir vong hang dau trén toan
cau, ding thir hai vé ty I& mac (sau ung thw vi) nhuwng lai chiém ty I& t& vong cao nhét trong tat ca
cac loai ung thu (chiém 18%) [4]. M&i nam c6 khodng 1,8 triéu ngwdi tér vong vi ung thw phdi, cho
thdy day l1a mot ganh nang Ién déi véi hé thdng y té toan cau. Trong sbé cac bién thé, ung thw phdi
khong té bao nhd (NSCLC) chiém khoang 85% tdng sb ca [13]. Day la thé bénh cé dac diém tién
trién am tham, triéu chirng khéng dac hiéu va thueéng dwoc chan doan & giai doan muén, khi khéi
u da xam 1an hoac di can xa. Tai Viét Nam, NSCLC ciing dang ¢6 xu huéng tang nhanh, dac biét
& nhom tudi 50-69, véi ty 18 mac bénh cao & ca hai gi¢i. Mot s yéu té nguy co dwoc xac dinh bao
gdm hut thubc 14, tiép xdc véi bui min, amidng, 6 nhiém khéng khi, yéu td di truyén va thay ddi noi
tiét. Bén canh cac yéu td méi trwdng, su tién trién ciia NSCLC con gan lién véi cac thay doi di
truyén va biéu sinh trong té bao biéu mé phdi [7].

Trong nhirng nd3m gan day, nghién ctu vé cac bién dbi gen lién quan dén co ché sinh ung va tién
trién ctia NSCLC da mé ra hwéng tiép can méi trong chan doan va diéu tri. Nhiéu gen nhuw EGFR,
ALK, ROS1, KRAS, BRAF, MET, PIK3CA,... dwgc xac dinh la cé vai tro quan trong trong hoat héa
cac con duwong tin hiéu thuc day tang sinh, chdng apoptosis va di can [9]. Viéc xac dinh dac
diém genotype cta bénh nhan, théng qua phan tich biéu hién gen va dét bién dic hiéu, dang tré
thanh mot phan thiét yéu trong diéu tri ung thw hién dai, nhat 1a khi ca thé héa diéu trj ngay cang
dwoc cha trong [11]. Trong bbi canh d6, CLCA2, HMGB3 va B-actin trong huyét twong duwoc xem
la nguén théng tin di truyén c6 gia tri. Nhirng doan DNA chira CLCA2, HMGB3 va B-actin ngan giai
phong tlr t& bao chét vao mau ngoai vi, c6 thé phan anh hoat déng sinh hoc cta khéi u ciing nhw
cac phan ng sinh Iy khac ctia co thé [3]. O bénh nhan ung thw, ham lwong CLCA2, HMGB3 va B-
actin tdng cao, trong dé chira cac dau vét phan t&r dac hiéu lién quan dén bénh Iy, bao gém cé cac
gen sinh ung, gen &c ché khéi u hodc cac gen diéu hoa phién ma [12].

Ky thuat realtime PCR la mét phwong phap sinh hoc phan t&r c6 dé nhay va dé dac hiéu cao, cho
phép dinh lwong chinh xac s lwong ban sao gen tir DNA trong huyét twong [6]. Day la céng cu
hiru hiéu trong viéc danh gia sw biéu hién bat thwoéng cia cac gen dich & bénh nhan ung thw, ti
dé hé tro cdng tac chan doan, tién lwong va theo dai diéu tri [6].

Nghién cru nay dwoc thuwe hién nham xac dinh tai lwong DNA trong huyét twong va phan tich biéu
hién mét sé gen ¢6 lién quan dén qua trinh sinh ung va di can & bé&nh nhan NSCLC, cu thé 1a CLCA2,
HMGB3 va B-actin. Nghién ctu hwéng dén viéc xac dinh méi lién quan gitra tai lwong gen véi cac
yéu té lam sang - mé hoc cha bénh nhan NSCLC. Két qua ky vong sé gop phan cung cap thém
bang chirng khoa hoc trong viéc &ng dung xét nghiém phan tlr vao hé tro chan doan va theo dbi
NSCLC, déng théi mé ra tiém nang phat trién cac cong cu phat hién sém dwa trén cac chi dau gen
trong DNA.
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2. POl TWUONG VA PHUONG PHAP
2.1. Péi twong

Nghién ctu dwoc thwe hién trén 80 bénh nhan ung thw phdi khéng té bao nhé giai doan I-11l tv ngay
01/06/2023 - 31/03/2025. T4t ca cac bénh nhan déng y tham gia nghién ctru va dwoc théng qua
Hoi ddng Y dtrc. 80 bénh nhan duoc thue hién cac xét nghiém sinh héa thwdng quy két hop nhadm
chan doan ung thw, trong dé 40 bénh nhan mac ung thw phdi khoéng té bao nhé va 40 bénh nhan
ung thw biéu mé tuyén. Mau chirng dwoc thwe hién ddng thdi trén 40 ngudi binh thuong.

2.2. Phwong phap
2.2.1. Xtz ly va bdo quan mau:

Tién hanh thu 5-8 ml méau ngoai vi ctia bénh nhan vao cac 6ng EDTA, én dinh mau trong 30 pht.
MA&u mau toan phan dwoc phan tach huyét twong bang cach ly tam 8000 vong/phut trong 10 phdt,
thu dich ndi. Dich néi dworc tiép tuc ly tam 8000 vong/phut trong 10 phuat dé loai bd hoan toan tap
chét, thu 1ml huyét twong tinh sach. Huyét twong sau d6 dwoc bao quan & -80°C cho dén khi dwoc
st dung [2].

2.2.2. Tach chiét DNA cda té bao mau ngoai vi:

Tach chiét DNA tinh khiét tr mau huyét thanh bang bo tach chiét DNA/RNA virus PrimeWay Kit
(KIT-9010-50, 1st Base, Singapore) (PrimeWay, 2023).

Chuén bj buffer ly gidi, cho 200pl huyét twong tinh sach vao tube 1,5ml. Thém 400ul buffer ly giai
da chuan bi, vortex trong 5s sau dé 0 & nhiét dd phong trong 10 phat. Thém 400pl buffer BS va tron
déu. Chuyén hén hop qua codt PrimeWay VNA, ly tam 14000 vong/phat trong 1 phat, bd dich. Cho
phan buffer ly gidi con lai vao cot PrimeWay VNA, ly tam 14000 vong/phat trong 1 phat, bé dich.
Thém 400pl buffer WBA, ly tam 14000 vong/phut trong 30 giay, bé dich. Thém 600ul buffer WBB,
ly tam 14000 vong/phut trong 30 gidy, bé dich, tiép tuc ly tam & tc doé 14000 vong/phut trong 3 phat
dé lam khoé cot. Thém 50ul nwéc khdng chira DNase vao cot dé yén trong 3 phut, sau d6 ly tam
14000 vong/phut trong 1 phat, thu nhan DNA. Bao quan & 4°C hoac -20°C.

2.2.3. Nhan dién gen CLCA2 va HMGB3 bang xét nghiém multiplex PCR:

Nhan dién CLCA2 va HMGB3 bang phwong phap PCR: Cho 25uL cho mét phan &ng PCR bao
gdbm TagMan Buffer 1X, MgCl2 5 mM, dCTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dUTP 0,2 mM, dGTP 0,2 mM,
UNG 0,01 U/ml, Taq Polymerase 0,0375 U, 300 nM cho mdi doan mdi CLCA2 - 2IS: F 5-
ATGGCAGAGGCTGACAGACTC-3’; R5-TTCAACC ACCTCAAATCCTTTCTTA-3’, 50 nM cho méi
doan moi HMGB3-2IS: F 5-GG CCACCGTCTGGATTCTTC-3’; R 5'-
TCGACTTATAGTCAGCAACATCCTTCT-3, Free DNA water dwoc thém vao sao cho du 25 yL va
2 uL DNA.
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Chu trinh nhiét c6 50 chu ky bao gébm bwéc bién tinh ban dau & 50°C trong 2 phat, 1 chu ky, 95°C
trong 10 phut, 1 chu ky va 50 chu ky: 95°C trong 15 giay, 60°C trong 1 phat, 68°C trong 1 phut, v&i
chirng &m |a thanh phan tham gia phan trng PCR khdng chira DNA va chivng dwong la gen CLCA2
va HMGB3 vé&i kich thwéc 1an lwot 1a 249 bp va 204 bp. Tién hanh dién di cAc san phdm PCR trén
gel agarose 4% c6 bd sung ethidium bromide & 70V trong 30 phut. Sau khi dién di, 1ay gel da chay
dién di cho vao may doc gel Dolphin - View. Lwu anh két qua vao USB.

2.2.4. Nhan dién DNA B - actin bang xét nghiém PCR:

Qua trinh khuéch dai doan DNA b6 gen B-actin ctia nguwdi véi san phdm cé kich thwéc 99 bp bang
doan mdi c6 trinh ty: MGi xudi: 5-CCA CAC TGT GCC CAT CTA CG-3"; Mdi nguoc: 5'-AGG ATC
TTC ATG AGG TAG TCA GTC AG-3"; Thanh phan tham gia phan (rng PCR nhan dién DNA B-actin
c6 tdng thé tich 45 L gdbm: PCR buffer 1X, dCTP 300 nM, dATP 300 nM, dUTP 300 nM, dGTP 300
nM, UNG 0,01 U/ml, MgCl 3,5 mM, Taq Polymerase 0,06 U/uL, m&i méi PCR 500 nM. Free DNA
water dwoc thém vao sao cho du 45 L va 5 yL DNA B-actin. Diéu kién thwc hién phan ng PCR
gdm 40 chu ky: 95°C trong 12 phut, 95°C trong 15 gidy, 64°C trong 1 phut. Chérng am la thanh phan
tham gia phan &rng PCR khong chira DNA B-actin, chirng dwong 1a DNA B-actin. Mdi thlr nghiém
dwoc 1&p lai 3 1an va dién di cAc san phdm PCR trén gel agarose 4% c6 bd sung ethidium bromide
& 70V trong 30 phat. Sau khi dién di, 14y gel da chay dién di cho vao may doc gel Dolphin - View.
Lwu anh két qua vao USB.

2.2.5. Khao sat néng dé gen CLCA2 va HMGB3 trong huyét turong bang xét nghiém qPCR:

Xac dinh néng d& gen CLCA2 va HMGB3 trong huyét twong: St dung dung dich dém qPCR gdm
TagMan buffer 1X, MgCl2 5 mM, dCTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dUTP 0,2 mM, dGTP 0,2 mM, UNG
0,01 U/ml, Tag Polymerase 0,0375 U, glycerol 8% v/v, Gelatin 0,05% v/v, Tween 20 0,01% vlv,
Free DNA water dwoc thém vao sao cho dd 25 uL dung dich dém gPCR va 2 uL DNA ty do. Déi
v&i doan gen CLCA2, thém vao dung dich dém gqPCR 300 nM mdi doan méi khuéch dai doan gen
muc tiéu: CLCA2-2ISF: 5'-ATGGCAGAGGCTGACAGACTC-3} CLCA2-2ISR: 5'-
TTCAACCACCTCAAATCCTTTACCGTCTGGATTCTTC-3"; va 3 pmol cta dau do: CLCA2 5'-
6HEX-TCGACAGCAAAGGAGAGATCAG AGCCC-3-TAMRA; Bbi v&i doan gen HMGB3, thém vao
dung dich d&m gPCR 50 nM mébi doan mdi khuéch dai doan gen muc tiéu: CLCA2-2ISF: 5'-
ATGGCAGAGGCTGACAGACTC-3Y CLCA2-2ISR: 5'
TTCAACCACCTCAAATCCTTTACCGTCTGGATTCTTC-3' va 3 pmol cla dau do: HMGB3 5'-
6FAM-CCGCCCCAAGATCA AATCCACAAACC-3-TAMRA.

Chu trinh nhiét c6 50 chu ky bao gébm bwéc bién tinh ban dau & 50°C trong 2 phat, 1 chu ky, 95°C
trong 10 phut, 1 chu ky va 50 chu ky: 95°C trong 15 giay, 60°C trong 1 phut, 68°C trong 1 phat, voi
ching &m |a thanh phan tham gia phan ng PCR khéng chira DNA va chirng dwong la gen CLCA2
va HMGB3. Méi thi nghiém dwoc 13p lai 3 1an.

2.2.6. Khao sat néng dé DNA B-actin trong huyét tirong bang xét nghiém qPCR:
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Xac dinh nébng d6 DNA B-actin trong huyét twong: St dung dung dich d&m qPCR gém PCR buffer
1X, MgCl2 3,5 mM, dCTP 300 nM, dATP 300 nM, dUTP 300 nM, dGTP 300 nM, UNG 0,01 U/ml,
Taq Polymerase 0,06 U, glycerol 8% v/v, Gelatin 0,05% v/v, Tween 20 0,01% v/v, 3 pmol d4u do
Actin 5'-6 FAM CAGTCGGTTGGAGCGAGCATC CC- 3'-TAMRA; Méi doan moi 500 nM: Mbi xubi:
5'-CCA CAC TGT GCC CAT CTA CG-3'; Mdi ngwoc: 5-AGG ATC TTC ATG AGG TAG TCA GTC
AG-3'; Free DNA water dwgc thém vao sao cho du 45 L dung dich dém gqPCR va 5 uL DNA ty do.
Diéu kién thwc hién phan rng gdm 40 chu ky: 95°C trong 12 phut, 95°C trong 15 gidy, 64°C trong
1 phat. Chirng am 1a thanh phan tham gia phan rng PCR khéng chira DNA B-actin, chirng dwong
la DNA B-actin. Méi thi nghiém l&p lai 3 1an.

2.3. Phan tich théng ké

T4t ca cac phan tich théng ké da dwoc thwe hién bang phan mém SPSS. Khoang tin cay (Cl) dwoc
tinh toan & mac 95%. Mot mét, cac nhém dugc so sanh bang kiém dinh x2-test, & mét khac khi so
sanh ty 18 ta ding Z-test. Cac gia tri p<0.05 dwoc coi la ¢6 y nghia thdng ké.

3. KET QUA VA BAN LUAN
3.1. D6 tubi va gi@i tinh anh hwéng dén bénh nhan ung thw phéi khéng té bao nhé

Ung thw phdi khdng té bao nhd la can bénh ung thu c6 ngudn gbc tr cac vi tri khac nhau & phdi va
chiém ty 1& dén 85% cac truéng hop méc ung thw phdi. Tinh trang tré hoa & cac bénh nhan méc
bénh ung thw phdi khéng té bao nhé dang ngay cang phd bién véi ty 1& tang dan do cac yéu td
ngoai sinh nhw 16i séng thiéu khoa hoc, hat thubc, ubng rwou, ché dé dinh dwdng khéng hop 1y,
quan hé tinh duc khéng an toan, 6 nhiém méi trudng.... Hodc cac yéu tb ndi sinh nhw tudi tac, gidi
tinh, réi loan chuyén ho4, di truyén...

Xét vé yéu t6 tudi tac, két qua & Bang 1 cho thay ty 1& bénh nhan ung thw phdi & t& bao nhd xuét
hién chd yéu & d6 tudi trén 50 chiém ty & 65% (p<0,05) trong cac do tudi khao sat, trong d6 dd tudi
>70 chiém ty 1& cao nhét 1a 30% (p<0,05) va ty 18 mac bénh la nhw nhau & (20-30) la 7,5%, (40-50)
la 12,5% cho ca 2 gi¢i. O do tudi <20 va >70, ty 1& nam gidi (1an lwot 1a 5% va 32,5%, p<0,05) mac
bénh cao hon ni¥ gidi (Ian lwot 14 0% va 27,5%, p<0,05).

Xét vé yéu té gidi tinh, & nam gi&i c6 khd nang méc bénh ung thw phéi khéng té nhd cao hon ni
gi¢i, khd ndng mac bénh ctia nam gidi xuat hién & hau hét cac do tudi. Trong khi & ni gi¢i trong
d6 tudi <20 khong thay xuét hién bénh. O’ nam gi¢i va ni gidi cé ty 1é mac bénh ung thw cao nhéat
& dd tudi > 70 (32,5% & nam gidi va 27,5% & niv gidi, p<0,05). Tuy nhién, ty 1& nam gidi mac bénh
(10%, p<0,05) & dd tudi (30-40) thap hon & nir gidi (15%, p<0,05). Con & d6 tudi (50-70), cling cd
sw chénh léch & nam va ni¥ nhung khong dang ké.
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Bang 1. Sv twong quan cla dd tudi véi bénh nhan nam va ni

Téng bénh nhan

Bénh nhan nam

Bénh nhan nir

BTN

Sélwong | Tylé (%) | Sblwong | Tylé (%) | Sbélwong | Tylé (%)

<20 2 2,5 2 5 0 0
(20-30) 6 75 3 75 3 7,5
(30-40) 10 12,5 4 10 6 15
(40-50) 10 12,5 5 12,5 5 12,5
(50-60) 13 16,25 6 15 7 17,5
(60-70) 15 18,75 7 17,5 8 20

>70 24 30 13 32,5 11 27,5
T6ng 80 100 40 100 40 100

Dwa vao két qua nghién ctu phan tich sang loc ung thw phdi & Bac My cho thay ty I& mac ung thw
phdi khdng té bao nhd & phu nir cao hon so véi nam gidi & cung dd tudi (ty 1& chénh léch 1,9,
khodng tham chiéu 95%: 1,5-2,5) [10]. Nam 2022, Linda Willéa va céng sw da cdng bb ung thw phdi
khéng té bao nhd co ty 1& mac bénh cao nhat & dd tudi >70 [a nam gi¢i va & dod tudi <69, ni gidi
mac bénh nhiéu hon nam gi¢i trong giai doan 2002 - 2016 [14]. Jemal A va cdng s cho rang do
tudi mac ung thw & phu ni tré hon nam gidi va ndm trong lra tudi [30-49]. Tai Hoa Ky, Anish
Thomas va cdng sw nhan dinh rdng ung thw phdi khéng phai t& bao nhd van la cin bénh phé bién
& ngudi In tudi va & dd tudi <40 van cé bénh nhan mac phai can bénh nay nhuwng véi ty 18 thap
[1]. Tt d6 cho th4y, két qua nghién ctru ca ching téi twong déng véi cac nghién ciru trong nhirng
nam gan day. Vi vay, tiy thudc vao gidi tinh, ching toc, khu vuc va diéu kién sinh sébng ma do tudi
mac bénh ung thw phdi khéng té bao nhé sé khac nhau, day ciing la mét diém can lwu y vé dich té.

3.2. Tac nhan thudc la va rweou anh hwéng dén bénh nhan ung thw phéi khdng té bao nhé

Huat thubc 14 dwoc xem 1a nguy&n nhan clia 30% trong tdng sb céac loai ung thw & ngudi, bao gém
ung thw phdi khéng té bao nhé [8]. Tt két qua Bang 2 cho thay, tat ca dbi twong <20 tudi khong
udng rwou. Ty 18 hat thube va udng rwou & nam gidi (35% va 47,5%, p<0,05) cao hon & ni gidi
(5% va 7,5%, p<0,05), trong dé nam gi&i & dd tudi <70 co ty & hat thude vao udng rwou cao nhat
(10% va 12,5%, p<0,05). & ni¥ gidi, & dd tudi (20-30] khdng c6 bénh nhan udng rwou va >50 tudi
khéng c6 bénh nhan hat thude va ubng ruwou. Twr két qua cho thdy, bénh nhan ni mac bénh cé st
dung rvou va thubc 1a dang c6 xu hwéng tré hoa véi do tudi tir 30-50, ¢ ty 1& 2,5% (p< 0,05) so
v&i cac bénh nhan khéng st dung.
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Bang 2. Anh hwédng cta thubc la va rwou anh hwédng dén bénh nhan ung thw phéi khéng té bao nhé

Bénh nhan nam

Bénh nhan nip

Ty 1é Hl:I"[ Ty 1é
(%) thudc (%)
<20 0 0 1 2,5 0 0 0 0
(20-30) 1 2,5 2 5 0 0 1 2,5
(30-40) 1 2,5 2 5 1 2,5 1 2,5
(40-50) 3 7,5 3 7,5 1 2,5 1 2,5
(50-60) 3 7,5 3 7,5 0 0 0 0
(60-70) 2 5 3 7,5 0 0 0 0
>70 4 10 5 12,5 0 0 0 0
Téng 14 35 19 47,5 2 5 3 7,5

Theo sb liéu théng ké ctia The North American Association of Central Cancer Registries vao nam
2018, ty 1& nam gi&i va ni¥ gi¢i nguwoi My gbc La tinh & do tudi (30-50) mac bénh lién quan dén
thudc 14 tang tir 0,88 (Cl 95%: 0,84-0,92) thanh 1,17 (Cl 95%: 1,11-1,23) trong 10 ndm va dang c6
xu hwéng tré hoa & niv gi¢i cao hon nam gidi. Nam 2021, theo thdng ké cia Hoa Ky, 80% nhirng
ngw®i mac ung thw phdi déu lién quan dén thudc la. Mot nguei hit mét géi thube mdi ngay cé nguy
co méc ung thw phdi cao gap 20 lan so véi nhivng nguwdi binh thwdng. Nhivng ngudi hit phai khoi
thudc la thworng xuyén co ty 1& méc bénh cao hon 30% so véi nhirtng ngwdi binh thuwong. Hiép hoi
dot bién ung thw phdi nhan dinh rang nguy co ung thw phdi khéng té bao nhé khac nhau theo tudi,
cwdng dé hat thube, thoi gian hit thudc va sé gidm sau khi ngirng hat thube, nhwng khéng bao gidr
tré vé mirc binh thuéng nhw & ngudi khdng bao gi& hat thudc. C6 khoang 15 dén 20% nhirng
ngwdi bi ung thw phdi chwa bao gi® hit thudc hodc hat thube khéng thwdng xuyén. Ty 1& hit thube
& phu ni¥ d3 tdng lén & cac nwéc dang phat trién. Ngoai ra, hat thube & va udng rwou la hai yéu tb
anh hudng dén qua trinh phat trién ctia ung thw phdi khéng t& bao nhd. Ty Ié tiéu thu rwou tir thap
(0,80, Cl 95%, 0,70-0,90 dén trung binh 0,82, Cl 95%, 0,69-0,99) c6 nguy co' ung thw phdi cao hon
so v&i nguoi khéng udng rwou (0,79, Cl 95%, 0,65-0,96) twong (rng véi mire tiéu thu 1an lwot & >
0-4,9g/ngay, 5-9,9g/ ngay va 10-19,9g/ngay [10]. Tl d6 cho thay, thubc la va rwou 1a nhirvng yéu tb
tac dong dén qué trinh phét trién cha té bao ung thw va tré hoa ctia cac bénh nhan ung thu phdi
khong té bao nhd, can han ché trong qua trinh diéu tri va trong chan doan 1am sang.

3.3. Tac doéng cua tién str bénh Iy anh hwéng dén bénh nhan ung thw phéi khdng té bao nhé

Tién s bénh ly dwoc khao sat trong thir nghiém bao gém: phdi tdc ngh&n mén tinh, hen phé quan,
dai thao dwdng, suy tim, trdo nguoc da day va di wng dwoc khao sat & nhom tudi khac nhau cda
nam gi¢i va ni gidi. Béi véi niv gidi, tdc nhan dai thao dwdng chiém ty 1& cao nhat (7,5%, p<0,05)
trong cac bénh ly tién st trong d6 tudi (60-70), ty & bénh phdi tdc ngh&n man tinh 1a 5% trong dd
tudi >50 va khodng co tién s bénh ly & d6 tudi <20. Khong xuat hién cac tinh trang phdi tdc nghén

Vietnam Fanpage of Respirology


http://fb.me/Vietnamfor

https://trungtamthuoc.com/

VNFOR

man tinh, suy tim, trao ngwoc da day, dai thao dwong trong do tudi (20-40). D&c biét tinh trang suy
tim chi xuat hién & ni¥ >70 tudi véi ty 1& thap (2,5%, p<0,05). (Hinh 1)

20

Ty 1é
%
o

8
; | |
w 5 5 |
p |
25 25 25 2525 25 25 25{ §252.5 25
0 I I I I I L II I I I I I Ll
=20 Tong

(30 - 40] (40 - 50 - 60]
D6 tudi cua benh nhan nir

B Phoi tat ngen man tinh @ Hen phé quan M Dai thao dudng ® Suy tim B Trao nguoc da day thuc quan B Dj ing
Hinh 1. Tac dong cua tién s bénh ly trén bénh nhan ni¥ ung thw phdi khong t& bao nhé

DPéi v&i nam gidi, tAc nhan phdi tdc nghen man tinh chiém ty 1& cao nhat trong dé tudi >70 chiém
10% va (50-70) la 7,5%. Ngoai ra, do tudi >70, bénh nhan con c6 tién st dai thao duwdng va trao
nguoc da day (5%, p < 0,05) I&n hon cac d6 tudi khac. Khéng xuat hién tién st phdi tdc nghén, dai
thdo dwdng, suy tim & do tudi <40 va tién st di ng >40 tudi. (Hinh 2). Tl cac két qua cho thay
rang, tién st bénh ly dwoc khao sat trong thtr nghiém xuét hién & cac nhém tudi khac nhau & nam
gi&i va niv gidi dan dén sy tac déng khac nhau dén tinh trang ctia bénh nhan.

TV I8

cla bénh nhin nam

Hinh 2. Tac dong tién st bénh ly trén bénh nhan nam ung thw phdi khdng té bao nhé

Qua céac nghién cru dich té hoc, Linda Willén va cong sy da nhan dinh rang ty 1& phat sinh ung thw
phédi khong t& bao nhé do cac réi loan ndi sinh chiém it hon 10% va cé trén 80% ung thw phat sinh
lién quan dén yéu t6 ngoai gisi tinh, tudi tac, thubc 14 [10].
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3.4. Nong dé DNA tw do ctia ngwei binh thwéng va bénh nhan ung thw phdi khong té bao
nho

Gen CLCA2 va HMGB3 duoc xem la dau 4n sinh hoc nhan dién ung thw phdi khéng té bao nhé.
Sw tang biéu hién cta cac gen anh hwdng dén qua trinh van chuyén protein, sy phan chia té bao
va qua trinh sao chép DNA trong té bao. Gan day, viéc nghién clru vé mirc do bién dbi di truyén
két hop gitra xét nghiém sinh hoc phan ti nhan dién kiéu gen trong ung thw phdi khdng t& bao nhé
dang duoc ng dung phd bién trong 1am sang. Trong nghién ctru nay, ching tdi khao sét vai tro
ctia CLCA2 va HMGB3 trong qua tién trién b&nh ung thw phdi khéng té bao nhd.

DNA ty do sau tach chiét dwoc tién hanh PCR va nhan dién so bd bang phwong phap dién di trén
gel agarose 4%. CLCA2 va HMGB3 déu xuét hién trong DNA tw do cia ngwdi binh thuwéong va bénh
nhan ung thw phdi khéng té bao nhd véi kich thwéc 1an lwot 14 249 bp va 204 bp (Hinh 3), ty 1& gia
tang biéu hién & DNA tw do bénh nhan ung thw phdi khéng té bao nhd cao hon DNA ty do cua
nguwoi binh thuwéng. Cac xét nghiém duoc thue hién déng thdi véi mau B-actin - doan gen ¢ biéu
hién &n dinh trong cac xét nghiém chan doan biéu hién gen cla té bao ung thw.

249 bp - CLCA2
204 bp - HMGB3

99 bp - B-actin

Hinh 3. Kich thwé'c gen CLCA2 va HMGB3 so v&i mau dbi chirng

40 mau huyét twong dwoc thu thap tlr bénh nhan ung thw phéi khong té bao nhé dwoc phan tich,
so sanh v&i 40 mau huyét twong & ngudi binh thuwéng - mau dbi chirng. Néng dé gen B-actin trung
binh trong huyét twong bénh nhan khi chwa diéu tri nam trong khoang 18 ng/ml (2,6 dén 63,4) ng/m
(P < 0,0001, n = 40) va cao hon so v&i ngudi khoé manh 1a 10,5 ng/ml (1,2 dén 14) ng/ml (P <
0,0001, n = 40). Khi st dung 18 ng/ml lam nguwéng thi tAn suat xuat hién bénh nhan c6 ndng do B-
actin trén nguwdng 1a 45%, hiéu suét 100% (Hinh 4).
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B&nh nhan ung thu phéi
khéng té bao nhd
Ct=22

Ngudi binh thudng
Ct =26

Fluorescence

10 is Z0 zs 30 3s 40

Cycle

Hinh 4. Két qua khao sat B-actin bang xét nghiém qPCR

Néng d6 gen CLCA2 trung binh trong huyét twong bénh nhan khi chwa diéu tri ndm trong khoang
13,3 ng/ml (P > 0,0001, n = 40), gen HMGB3 ¢6 néng dé trung binh 1a 14,9 ng/ml (P > 0,0001, n =
40) (Hinh 5), cao hon so v&i ngudi binh thwdng 10,5 ng/ml (P > 0,0001, n = 40 /CLCA2) va 10,6
ng/ml (P > 0,0001, n = 40 /HMGB3) (Hinh 6).

DPéi véi CLCA2, sir dung 13,3 ng/ml Iam nguéng thi tan suat xuét hién bénh nhan c6 néng dé trén
ngwdng la 23,7%, hiéu suat 100%. Khi khao sat trén HMGB3, st dung 14,9 ng/ml lam nguwéng thi
tan suét xuat hién bénh nhan c6 néng dé trén ngudng 1a 48%, hiéu suat 100% (Hinh 5).

40
I

30
1

30
1

20
1

—

. 1 8 ¢

[ S—

NSng dé DNA huyét tuong
(ng/mil)
N&ng dd DNA huyét tuo'ng
ng/ml

—

CLCA2 HMGB3
CLCA2 HMGB3

Hinh 5. Néng d& CLCA2, HMGBS3 trong huyét twong bénh nhan ung thw phdi khéng té bao nhd (tréi)
Hinh 6. Néng d CLCA2 va HMGB3 trong huyét twong ngwdi binh thuwdng (phai)
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3.5. Khao sat ddé nhay va d6 dac hiéu cua xét nghiém realtime PCR

Puwong cong ROC duoc xay dwng dé danh gia kha nang nhan dién va dinh lwong DNA dwa vao do
nhay va do dac hiéu. Do nhay va d6 dac hiéu cia cac xét nghiém dinh lwgng DNA c6 gia tri 100%.
Khi so sanh gitra ngwoi binh thuwéng va bénh nhan ung thw phdi khong té bao nhd, két qua xét
nghiém khao sat trén gen B-actin c6 dién tich dwéi dwong cong ROC la 0,71 (Cl 95%, P <0,0001),
CLCA 21a 0,86 (Cl 95%, P <0,0001) va HMGB3 la 0,85 (Cl 95%, P <0,0001) (Hinh 7).

B-actin CLCA2 HMGB3

Do nhay
D06 nhay
D06 nhay

Do dac hiéu Do dac hiéu D6 dic hiéu

Hinh 7. D6 nhay va dé dac hiéu cla xét nghiém realtime PCR trong dinh lwgng CLCA2, HMGB3 va B-actin

Paci va cdng sw nhan thay néng d& DNA cao hon khodng bdn 1an trong xét nghiém gdm 151 bénh
nhan ung thw phdi khdng té bao nhéd so v&i 79 dbi chirng khde manh (12,8 ng/ml va 2,9 ng/ml). Dién
tich dwéi dwong cong ROC 1a 0,79 (Cl 95%, 0,71-0,83). Béi véi gia tri ngwéng 2 ng/ml, dé nhay
86% va do dac hiéu 47%. Trong nghién ctu cda Ludovini va céng sw néng dd DNA cla 76 bénh
nhan ung thw phdi khéng té bao nhé (trung binh 60 ng/ml, SD 99,8) dwoc tim thy cao hon so v&i
66 mau dbi chirng (trung binh 6,0 ng/ml, SD 8,8; P <0,0001). D chinh xac cao nhat cia xét nghiém
realtime PCR dat dwoc tai nguwéng 3,25 ng/ml, twong rng véi do nhay va dé dac hiéu lan lwot la
80% va 61%. Ngoai ra, mot nghién clru sadu hon cla Sozzi va cong sv [15] da ap dung phwong
phap realtime PCR dinh lwong gen hTERT trong t& bao ung thw va phan biét bénh nhan ung thw
phdi khéng té bao nhé (n = 100) cé hat thubc va khéng hat thubc véi ngwdi khoé manh (n =
100). Néng dd trung binh ctia DNA & bénh nhan cao hon nhém ching (75 ng/ml; 4,6 ng/ml). Do
nhay dat 90%, dé dac hiéu (86%), gia tri tién lwong dwong tinh (90%) va gia tri tién lwgng am tinh
(90%) v&i ndbng d6 nguwéng DNA [a 9,0 ng/ml. Tuy nhién, khi s& dung gia tri ngwdng 25 ng/ml thi
doé nhay gidm xudng con 46%.

4. KET LUAN

Nghién clru da bwdc dau ng dung thanh cong ky thuat Real-time PCR trong dinh lwong va phan
tich biéu hién cac gen CLCA2, HMGB3 va B-actin trong huyét twong & bénh nhan ung thw phdi
khong té bao nhd. Két qua cho thay sw khac biét co y nghia trong biéu hién cac gen nay gitra nhém
bénh va nhom chirng, déng thdi goi m& mbi lién hé gitra tai lwong gen véi mot sé ddc diém lam
sang. Nhirng phéat hién nay gop phan khang dinh tiém ndng ctia cac chi du phan t&r trong huyét
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twong nhw mot cong cu hé tre' chan doan va theo ddi NSCLC. Trong twong lai, cac nghién cteu voi
c& mau I&n hon va phan tich sau hon vé gia tri tién lwong ctia cac gen dich sé gitp hoan thién quy
trinh (rng dung xét nghiém phan t& vao thwc hanh lam sang
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