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MO DAU

Ung thu phdi 1a mot dang ung thu phd bién va 1a nguyén
nhan gdy tor vong hang dau do ung thu trén thé gidi
(Duruisseaux and Esteller 2017)(Anon 2020). Ung thu phdi
gdém 2 nhom chinh 13 ung thu phdi té bao nho (UTPTBN) chiém
khoang 13% va ung thu phdi khong té bao nho (UTPKTBN)
chiém 84%, trong 46 UTPKTBN c6 tién lugng t6t hon va nhiéu
Ivra chon diéu tri hon (Kim, Lee, and Huang 2022). Sy gia tang
hiéu biét vé hé gen & ung thu phdi di din dén nhimg tién bo
dang ké trong viéc diéu tri bénh. Tuy nhién, van ¢ nhitng thach
thirc trong chan doan va diéu tri ung thu phdi do viéc khé chan
doan va phat hién ung thu phdi ¢ giai doan sém va xuét hién
khang thudc diéu tri hudng dich ¢ nhitng bénh nhan di tién
trién dén giai doan ning, con liéu phap hoa tri thong thuong lai
c6 hiéu qua khong cao (Duruisseaux and Esteller 2017). Nam
2021, T6 chic Y té Thé giéi da dua ra mot sb thay ddi trong
phan loai khdi u phdi, ddng thoi cling nhdn manh vé nhing tién
bd trong bénh ly phan tr, nghién ctu di truyén, Kkét hop xét
nghiém phan tir dé gitip dwa ra liéu phap diéu tri phu hop véi
timg ca thé d6i voi bénh nhan ung thu phdi giai doan mudn
(Nicholson et al. 2021). Do vay, hudéng nghién ctru bénh hoc
phan tr dé hiéu sadu hon vé hé gen, xac dinh cac bién doi gen
lién quan dén ung thu phoi dé hudng t6i hd tro chan doan, diéu
tri va dua ra tién luong chinh xac van thu hat sy quan tim cua
nhiéu nha nghién ctru.

Bién d0i trén hé gen ty thé tir lau di duoc xac dinh 1a lién
quan dén qua trinh hinh thanh khdi u (Wang et al. 2015). Céc



nghién ctru gan dy di xac dinh nhiéu bién do6i cia ADN ty thé
lién quan dén ung thu phdi nhu: thay dbi sd ban sao ADN ty
thé, mot sd da hinh hodc dot bién diém trén mot sb gen ty thé,
mat doan 16n. Tuy nhién, cac két qua nghién ctru trén thé gidi
van chua khing dinh nhat quan vé mdi lién quan giita cac dang
bién d6i gen ty thé va bénh hoc ung thu phdi va cac két qua
nghién ciru ciing c6 sy khac biét trén cac quan thé ngudi khac
nhau.

Exosome 14 cic bong mang dugc té bao tiét ra trong diéu
kién sinh 1y binh thuong va ca trong trudng hop bénh 1y. Té bao
ung thu tiét ra exosome vé6i sb luong nhiéu hon cac té bao binh
thuong va dy co thé 1a chi thi chan doan ung thu (Cui et al.
2018). Exosome c6 trong cac dich co thé nén chung dap tng
yéu ciu cua sinh thiét 1ong, exosome dang dugc nghién ctru nhu
mot cong cu chan doéan va diéu tri ung thu phéi (Srivastava et
al. 2018). Pic biét, cac protein trong exosome c6 tiém ning trd
thanh chi thi sinh hoc cho chan doan ung thu phdi khong té bao
nho (Sandfeld-paulsen et al. 2016). O nuéc ta hién nay, nhing
hiéu biét vé exosome va cac thanh phéan cua chung van con han
ché, nhat & bénh nhan ung thu phdi. Vi vay viéc nghién ciru
exosome 13 van dé cap thiét, c6 ¥ nghia vé 1y ludn va thyc tién.

Trén co so d6, ching t6i tién hanh dé tai “Nghién ciru bién
dbi ctia mdt sé gen ty thé & bénh nhin ung thw phdi nguoi
Viét Nam” nhim muc tiéu:

- Xac dinh duoc bién d6i cia mot s gen ty thé trong mo
phoi, mau va exosome huyét twong ctia bénh nhan UTPKTBN

va mdi lién quan giita cac bién ddi nay voi bénh UTPKTBN.



- Panh gia dugc thanh phan cta protein exosome huyét
tuong cua bénh nhan UTPKTBN ngudi Viét Nam

Tir @6 ing dung trong danh gia nguy co, hd trg chan doan va
tién lwong bénh ung thu phoi khong té bao nho.

Pé tai duge thuc hién tai Phong thi nghiém Sinh hoc nguoi
thuoc Khoa Sinh hoc va Phong Proteomics va Sinh hoc cdu triic
thuoc Phong thi nghiém Trong diém Cong nghé Enzyme va
Protein, Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, Pai hoc Quéc gia
Ha Noi.

TINH MOI CUA LUAN AN

Dé tai luan an 1a nghién ctru dau tién & Viét Nam cung cip
dit liéu vé dang mét doan 16, ty 1€ cac dang mét doan 16n, muc
do mét doan 16n, sy thay ddi sb ban sao mtDNA va mot s6 bién
ddi gen ty thé ¢ ca mau md phdi, mé mau va exosome huyét
tuong ciing nhu mdi lién quan giita cac bién ddi trén voi dic
diém bénh hoc ciia bénh nhan UTPKTBN nguoi Viét Nam.

Pay 1a nghién ctu dau tién xic dinh dugc hé protein
exosome huyét twong & bénh nhan UTPKTBN ngudi Viét Nam.
Tim thdy mot sd protein trong exosome huyét twong (EEF1AL1,
KPNBI1, SCR, ACTC1) co tiém nang trd thanh chi thi sinh hoc
trong danh gia tién trién ctia bénh UTPKTBN.



Chuwong 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. GIOI THIEU CHUNG VE BENH PHOI VA UNG THU
PHOI
1.1.1. Dich t& hoc ung thw phoi

Theo théng ké dén nam 2020 cia to chirc nghién ctru ung thu
thé giéi - IARC (International Agency for Research on Cancer),
ung thu phdi 1a mot dang ung thu phd bién va 1a nguyén nhan
gdy tir vong hang dau do ung thu trén thé gidi (Duruisseaux and
Esteller 2017)(Anon 2020). Co t61 80 - 90% cac truong hgp ung
thu phdi xuat hién & ngudi hat thude 14 va khoi thude chinh 1a
yéu t6 nguy co chinh cua bénh nay (Duruisseaux and Esteller
2017).

Céc triéu chimg ctia bénh thuong xuét hién khi bénh da tién
trién, co thé bao gdm: ho dai ding, ho ra mau, dau ngyc, thay
d6i giong noi, kho thg, viem phé quan phdi cap va thuong tai
dién. Ung thu phé quan phdi co thé khong c6 dau hiéu gi vé 1am
sang trong mot thoi gian dai. Bénh ung thu phoi 1a mot loai ung
thu ¢6 tién luong kém, ty 16 chan doan sém thap.

1.1.2. Phén loai ung thw phoi theo mé bénh hoc

Ung thu phoi con duge goi 1a ung thu phé quan-phdi nguyén
phat vi ung thu phdi thudng phat trién tir to chic biéu mo phé
quén, rat hiém khi phét trién & biéu moé phé nang. UTP gém 2
nhom chinh 1a: UTPKTBN gdm: ung thu biéu mé vay, ung thu
biéu mo tuyén, ung thu biéu mé té bao 1on. Nhém ung thu nay
chiém khoang 84% céc dang ung thu phdi, con nhém UTPTBN
chiém khoang 13% céc dang ung thu phdi (Anon 2020).



1.1.3. Phan loai giai doan ung thu phdi theo TNM

Phan loai giai doan bénh dua trén co so vé giai ph?lu va mo
bénh hoc giup tién lwong bénh va dua ra chi dinh ph?lu thuét.
Bang phan loai giai doan TNM theo Uy ban phéi hop cua Hoa
Ky vé bénh ung thu va Hi€p hoi Quéc té kiém soat bénh ung
thu nam 2017 va phan nhom giai doan bénh theo TNM s& gitip
béc si diéu tri dwa ra phac dd didu tri cho timg trudong hop cu
thé.
1.1.4. Cac phwong phap chin doan ung thu phéi

Céc xét nghiém dugc dung trong xét nghiém chan doan ung
thu phdi gdm xét nghiém cén 14m sang (chin doan hinh anh, xét
nghiém sinh héa xac dinh ddu 4n ung thu...); chdn doan xac
dinh bang cach xét nghiém tim té bao ung thu va chan doan xéac
nhan béng mo bénh hoc.
1.1.5. Bénh phdi khong ung thw

Hién nay, cac bénh vé phdi 1a mot trong nhirg bénh 1y nguy
hiém hang dau. Theo t6 chirc y té thé gi¢i WHO, cac bénh vé
phdi nhu bénh phdi tic nghén man tinh va nhidm tring dudng
ho6 hép dudi (viem phé quan, lao, viém phdi...) 1a nguyén nhan
tir vong dimg hang thi ba, thir 4 trén toan thé gidi.

Céc bénh vé phdi co thé chia thanh bénh ung thu phdi va
bénh phdi khong ung thu gom: (1) bénh phdi tic nghén; (2)

bénh phdi han ché va (3) bénh truyén nhiém.

1.2. TONG QUAN VE ADN TY THE NGUOI
1.2.1. Pic diém ADN ty thé nguoi
Ty thé 13 bao quan c6 ¢ hdu hét cic té bao sinh vat nhan

chuan. Chure ning chu yéu cua ty thé 1 tao ra ATP - ning lugng



thiét yéu cho cac hoat dong cua té bao. Do d0, sb luong cua ty
thé & mot t& bao ciing phu thudc vao nhu cau st dung ning
luong cua té bao do, co thé tir vai ty thé & té bao da cho dén vai
nghin ty thé ¢ té bao co. Ty thé co hé gen riéng voi khoang tir
10 dén hon 1000 ban sao ADN ty thé (mtDNA) trong mdi té
bao. ADN ty thé nhan ban doc 1ap v6i hé gen nhan. Hé gen cua
ty thé ngudi dugc gii trinh ty ndm 1981 béi Anderson. ADN ty
thé nguoi ton tai & dang mach vong, soi doi, co kich thudc
16.569 bp. mtDNA khéong lién két v6i protein histone, diéu nay
lam cho mtDNA gidong ADN cua vi khuan. ADN ty thé khong
c6 intron (ngoai trir mot sd nucleotide khong ma hoa & giita mot
vai gen) va c6 cic gen nam gbi 1én nhau (vi du gen ma hoa cho
ATPase6 va ATPase8). Hé gen ty thé sao chép doc lap véi hé
gen nhan biang mot hé thong riéng trong ty thé nhung cac
enzyme cho qua trinh tai ban lai do hé gen nhan ma hoa.
1.2.2. Bién dbi ADN ty thé va bénh ung thw

Nhiéu nghién ciru di chi ra rang, bién dbi h¢ gen ty thé gay
ra su thay ddi chtc ning ty thé va didu nay co lién quan dén
viéc phat sinh mot s6 bénh nhu bénh ty thé va bénh ung thu.
Tuy nhién, co ché tac dong cua cac bién doi gen ty thé téi qua
trinh hinh thanh khéi u vAn chua duoc 1am sang to. Trong
nhitng nim gan déy, viéc giai mi toan bd hé gen ty thé nguoi da
gitip xac dinh dugc mot s6 bién ddi cia ADN ty thé lién quan
dén nhiéu dang ung thu khac nhau, bao gdm ung thu vii, ung
thu dai tryc trang, ung thu budng trimg, ung thu biéu mé da
day, ung thu gan, ung thu tuy, ung thu tuyén tién liét, ung thu

phdi va mot s6 dang ung thu khac.



1.3. NGHIEN CUU BIEN POI ADN TY THE O BENH UNG
THU PHOI
1.3.1. Tinh hinh nghién ciru trén thé giéi

Bién d6i trong hé gen ty thé ctia ngudi tir 1au di bj nghi ngd
1a dong vai tro quan trong trong sy hinh thanh va tién trién cia
bénh ung thu n6i chung va ung thu phdi néi riéng. Mic du hau
hét cac té bao ung thu déu chira bién d6i ADN ty thé, nhung
liéu cac bién doi nay coé lién quan dén su hinh thanh, tién trién
va tién lugng cta bénh ung thu phdi hay khong thi van chua
dugc 1am sang to. Trén thé gidi da c6 nhiéu nghién ctru vé bién
d6i ADN ty thé & bénh nhan ung thu phdi, tuy nhién, cac két
quéa nghién ctru trén thé giéi van chua khiang dinh nhat quan vé
mdi lién quan giita cac dang bién ddi gen ty thé va bénh ung thu

phoi trén cac quan thé nguoi khac nhau.

1.3.2. Tinh hinh nghién citu ¢ Viét Nam

Tai Viét Nam, di c6 nhiéu cong trinh nghién ctru vé ung thu
phdi nhung tip trung chii yéu vao khia canh dich t& hoc, chan
doan mo bénh hoc va phuwong phap diéu tri. Cac nghién ciru vé
bénh hoc phan tr con han ché, mot sb nghién ctru vé bién ddi
gen trén bénh nhan ung thu phéi méi duoc thuc hién trén gen
nhan. Tai Viét Nam, trong nhitng nim gin day, cic nghién ctru
vé bién d6i ADN ty thé da thu hit dugc sy quan tAm cua nhiéu
nha khoa hoc. Tuy nhién, cac két qua nghién ctru bién d6i ADN
ty thé & bénh nhan ung thu nguoi Viét Nam con han ché. Do do,
chung t6i d& xuat thyc hién nghién ctru bién doi ADN ty thé &

bénh ung thu phdi khong té bao nho ngudi Viét Nam.



1.4. NGHIEN CUU BIEN POI ADN TY THE O BENH PHOI
KHONG UNG THU

Trén thé gidi c6 cac nghién ciu vé bién d6i mtDNA noi
chung va dac biét 1a mirc do méat doan trén mtDNA (MbMbD
mtDNA) va SBS mtDNA ¢ mét sé dang bénh nhu bénh thoai
hoa than kinh, ung thu v, ung thu phdi va lio hoa, nhung
nghién ctru trén bénh phéi khong ung thu thi con han ché (Dai
et al. 2006)(Bonner et al. 2009).

1.5. TONG QUAN VE EXOSOME

Exosome la cic tai mang duoc té bao tiét ra trong diéu kién
sinh 1y binh thuong va ca trong truong hop bénh ly. Ching co
vai trd quan trong trong hoat hoa mién dich va két nbi thong tin
giita cAc té bao.

Trén thé giéi dd c6 nhidu nghién ciu vé exosome & bénh
ung thu, trong d6 c6 bénh ung thu phdi. Cac nghién ciru cho
thiy exosome va cac thanh phan cua chung di cung cip co so
cho kha ning phat trién chi thi sinh hoc trong chin doan sém

ung thu phéi.

1.6. NGHIEN CUU ADN TRONG EXOSOME

Ngoai DNA trong nhin va DNA trong ty thé, té bao ciing
giai phong exosome chira mtDNA. mtDNA duoc tim thiy trong
exosome giai phong tir nguyén bao co, mé than kinh va té bao
mast. Viéc nghién ciru mtDNA trong exosome dang 14 vin dé
moi. Hién nay trén thé gioi va ¢ Viét Nam déu chua cé nhiéu
cong trinh nghién ctru vé dinh lugng sé ban sao va mit doan 16n
trén DNA ty thé trong exosome & bénh nhan ung thu phdi néi

chung va bénh nhan UTPKTBN noi riéng. Trén co s¢ do, ching



t6i thyuc hién dé tai nghién ctru bién d6i cua mot sb gen ty thé o
ca miu mod phodi, mdu mau va exosome tach tir huyét twong cia
bénh nhan UTPKTBN.

1.7. NGHIEN CUU PROTEOMICS EXOSOME HUYET
TUONG CUA BENH NHAN UNG THU PHOI KHONG TE BAO
NHO

Céc nghién ctru gan day cho thdy protein exosome déng mot
vai trd quan trong trong su xuét hién, phat trién va di cin cua
ung thu phdi khong té bao nho va 1a chi thi sinh hoc quan trong
gitip chan doan va tién lugng bénh. Nhiéu nghién ctru d3 cong
bd cac két qua phan tich hé protein exosome huyét tuwong &
nhiéu bénh ung thu phéi khac nhau trong d6 c6 ca UTPKTBN.
Gan day cac nghién ctru di bo cdo riang exosome trong mau
ngoai vi dugc co6 chira 30 dAu 4n sinh hoc cu thé. Do do, protein
exosome va cic thanh phan lién quan cua ching cung cap mot
co s& 1y thuyét day tiém nang giup kham pha cac dau 4n sinh
hoc phan tir dé chan doan ung thu phdi khong t& bao nho giai
doan dau. Lién quan dén exosome, & nude ta hién nay, nhiing
hiéu biét vé exosome va cac thanh phan ctia ching van con han
ché, nhit & bénh nhan ung thu phéi. Vi viy viéc nghién cuu
exosome 1 van dé cép thiét, co y nghia vé 1y luan va thyc tién.
Tir thuc tién d6, chung t6i dé xuat nghién ciru bién ddi ciia mot
s6 gen ty thé két hop véi nghién ctru hé protein exosome trong
huyét tuong ciia bénh ung thu phdi khong té bao nho ngudi Viét

Nam.



Chuong 2. NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. NGUYEN LIEU
2.1.1. Péi twong

Mau nghién ctru 13 mau mé phdi va mau cia bénh nhan ung
thu phéi khong té bao nho da duoc xac nhan bang chan doan
moé bénh hoc, gdm: ung thu biéu mé vay hodc ung thu biéu mo
tuyén hay ung thu té bao 16n nguyén phat ctia phoi.

Miu chimg 1a viing mé phdi bi cit bo khong cé nguyén nhan
ctia u phdi (truong hop bénh nhan mac bénh phdi khong ung
thu phai cat bo mo phoi do xo hoa, phoi biét lap, thuy phdi mat
chtre ndng...) va mau ctia ngudi khée manh binh thuong.

Mau phuc vu nghién ciru duoc léy tai Khoa Giai phau bénh
va Khoa Ung budu cia Bénh vién Phdi Trung uong. Mau
nghién ctru gdm: 60 cip mau md phdi cia BN UTPKTBN, 57
mau méu cia BN UTPKTBN, 51 miu mé ctia BN midc BPKUT
va 31 mau mau cta ngudi khoe manh 1am dbi chimg.

2.1.2. Pao dirc nghién ciru

Nghién ctu khong vi pham y duc vi day la nghién cuu khoa
hoc hudng téi Ging dung, dem lai lgi ich cho nguodi tham gia
nghién ctru.

2.1.3. Héa chat

Cac hoa chat cua cac hang Qiagen, iNtRON, Thermo
Scientific.... déu dat d6 sach cho nghién ctru sinh hoc phan tir.
2.1.4. Thiét bi

Phén 16n cac thiét bi déu thudc Phong thi nghiém (PTN)
Sinh hoc nguoi va Phong Proteomics va Sinh hoc cAu trac,

Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién. Riéng may Realtime PCR
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7500 fast (Applied Biosystems, My) la do Trung tdm Khoa hoc
Su séng thugc Khoa Sinh hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc Ty
nhién va Cong ty BCE Viét Nam hd tro.

2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
Céc budc thyc hién nghién ctiru duoc thé hién trong so dd
nghién ctru sau (Hinh 2. 1).
2.2.1. Tach chiét ADN tong sb tir mdu mau va mau mo
2.2.2. Tach ADN tong s trong exosome tach tir huyét twong
nguoi
2.2.3. X4c nhan c6 mtDNA trong mau ADN tach tir exosome
huyét tuong
2.2.4. Xac dinh mat doan 16n trén ADN ty thé bang k¥ thuat
PCR
2.2.5. Pién di kiém tra san pham trén gel agarose
2.2.6. Tinh sach san phim PCR
2.2.7. Phan tich dir ligu ADN
2.2.8. Phan tich PCR-RFLP
2.2.9. Pinh lugng ADN bing real-time PCR
2.2.10. Xir 1y s6 liéu va tinh toan théng ké
2.2.11. Phan tach exosome tir huyét twong nguoi
2.2.12. Xé4c nhan exosome tir huyét trong nguoi
2.2.13. Chuan bi mau, do va phén tich khbi phd

11



PHAN TICH PROTEOMICS

Exosome

- Cét gel

trong gel

-Thay phan protein

- Phan tich MS

D@ liéu hé protein
exosome thu dwge tir
huyét twong

Xac dinh dwoc mot
s6 protein co tiém
nang tré thanh chi
thi sinh hoc

M&u bénh pham

PHAN TICH ADN

(Mé/mau/huyét trong)

- Tach exosome

- Xéac nhan exosome

Tach chiét ADN
téng sb

ADN

Tach chiét ADN

- Bién di SDS- PAGE

tbng s6

Real-time PCR

Sén pham
PCR

- bién di
-Tinh sach
- Giai trinh fw

Nhén bén mtDNA

Phan tich
PCR-RFLP

Di¥ liBu mirc d6 mat
doan I6n va sb ban
sao miDNA

DiF liéu vé& céc dang
mét doan I&n mDNA c

Dik liéu v& bién ddi
Ga mot sé gen ty thé

Phan tich di¥ liéu

Phén tich théng k&

Mai lien quan giira
bién déi gen ty thé
va dac diém bénh
hoc cia UTPKTBN

Hinh 2. 1. So' dd nghién ciru
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Chuwong 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. KET QUA TACH CHIET ADN TONG SO
3.1.1. Két qua tach chiét ADN tong s6 tir mau mé phéi va
miu mau

Str dung kit tach chiét ADN tir mé: G-Spin™ Total DNA
Extraction Kit (iNtRON Biotechnology), chung ti di tach chiét
duoc ADN tir 60 cip mau md phdi cia bénh nhan méc ung thu
phdi khong té bao nho; 51 mau mé phdi ctia bénh nhan mic bénh
phdi khong ung thu va 57 mau méu caa BN UTPKTBN.
3.1.2. Két qua tach chiét ADN tong s6 va xac nhan su ¢é
mat cia mtDNA trong ADN tach tir exosome

Mau huyét trong cua timg bénh nhan duoc siéu ly tdm dé
phan tach exosome khoi cac thanh phan protein huyét tuong.
Cin chira exosome duoc xtr 1y v6i enzyme dsDNase dé loai bo
cac DNA nim bén ngoai exosome trudc khi tién hanh tach
ADN tong sb tir exosome. St dung kit tich ADN tong sb
QIAamp DNA Mini Kit cia hing QIAGEN-Ptc di tach chiét
dugc ADN tong s clia exosome tir 29 miu huyét twong bénh
nhan va 31 mau huyét twong d6i chimg. Cac mau nay déu duoc
xac nhan sy c6 mat cuia mtDNA hoan chinh trong ADN téng $6

tach duoc tir exosome huyét twong.

3.2. XAC PINH BIEN POI CUA GEN TY THE
3.2.1. Xac dinh mét doan 16n ADN ty thé bang k§y thuit
PCR

Dé xac dinh mat doan 16n xay ra trong hé gen ty thé chung
toi da su dung ky thuat PCR véi 4 cap mdi: ND3, mtDNA,
4977-1 va 4977-2. Quan sat két qua dién di san pham PCR véi
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4 cip moi trén gel agarose kém thang chuin ADN chuén 100 bp
nhan thiy kich thudc bang PCR véi mbi ND3, mtDNA, 4977-2
tuong tng véi kich thudec mong doi lan luot 1a 246 bp, 433 bp
va 381 bp. Phan tich két qua dién di san pham PCR bt gip hién
tuong san phdm PCR st dung moi 4977-1 va 4977-2 khong 1én
bang chimg t6 ADN ty thé & cac miu ndy khong mang mat
doan 16n. Bén canh d6, c6 truong hop giéng dién di san pham
PCR st dung mdi 4977-1 va 4977-2 xuét hién mot bang duy
nhit va ciing ¢6 trudong hop 1én nhiu bing. Pong thoi co su
xuat hién cac bang c6 kich thudc khac 381 bp. Giéng dién di
san phim PCR 1én nhiéu bing chinh 1a miu c¢6 chira dong thoi
nhiéu mét doan 16n khac nhau. Cac mét doan nay c6 thé gdm:
mét doan 4977 bp (bang san pham PCR 1a 381 bp), mat doan >
4977 bp (bing san pham PCR <381 bp) va mat doan < 4977 bp
(bang san pham PCR > 381 bp). Két qua xac dinh mat doan 16n
ADN ty thé bang hinh anh dién di san pham PCR trén gel
agarose duogc trinh bay ¢ bang sau:

Bang 3. 1. Két qua xac dinh mat doan 16n ADN ty thé & miu mé

Miu mé phéi UTKTBN

Pic diém Mo Lcu | Mo phoi
3 A (]
Mb u (%) %) BPKUT
Tdong sb mau 60 60 51

S6 mau khong c6 mat

doan 16n 7(11,67) 6 (10,00) 0 (0,00)

il‘; I mét | 4977bp | 31(51,67) | 28(46,67) | 11(21,57)
u

doan .
co N Khac

o [len | e | S®3Y) 1 (1,66) 3(5,88)

doan | Nhiéu mat doan

6n | 16n 17 (28,33) | 25(41,67) | 37(72,55)
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3.2.2.’ Xac dinh mit doan 16n ADN ty thé bing giai trinh tw

Két qua giai trinh ty ADN dugc so sanh véi trinh ADN ty
thé chuan trén co so dit liéu NCBI, déng thoi duoc tién hanh
phan tich trén phan mém sinh hoc Bioedit. Trong s 13 miu gt
gidi trinh tu dé xac dinh dang mét doan 16n mtDNA & md phéi
cau BN UTPKTBN, xac dinh dugc 2/13 mau la dang mat doan
4977 bp phd bién, 11/13 mau mang dang mat doan khac 4977
bp, trong d6 c6 10 dang mat doan 16n trén mtDNA khac 4977
bp 12 mat doan méi.

Thyc hién tuong tu dbi v6i mau mod phéi ctia bénh nhan méc
bénh phoi khong ung thu, chung toi xac dinh dwoc chinh xac 9
dang mat doan 16n khac 4977 bp & mau mé phdi ctia bénh nhan
méc bénh phoi khong ung thu. 9 dang mat doan 16n khac 4977
bp nay déu chua ting dugc cong bd trén co s6 dir liéu va bat ky
cong bd nao trén thé gidi, gdbm mat doan: 4776 bp, 4641 bp,
4745 bp, 4718 bp, 4820 bp, 4476 bp, 4672 bp, 4567 bp va 4859
bp.

3.2.3. Mot s6 bién ddi khac ciia gen ty thé dwoc phat hién
nhd gidi trinh ty

Khi sir dung két qua giai trinh ty ADN so sanh véi trinh
ADN ty thé chuan (yéu t6 nhan dang 1a NC_012920.1) trén co
s6 dir liéu NCBI, chiing t6i con quan sat va phat hién dugc mot
s6 bién d6i khac gom: 15 bién d6i khac nhau trong cac mau méd
UTPKTBN, trong d6 ¢6 9 bién ddi hién chua duoc cong bo.

Phan tich twong ty trén mau moé cua BN mic BPKUT thiy
c¢6 10 bién d6i mtDNA khac, trong d6 9/10 bién dbi 1a bién ddi
don nucleotide, 1/10 bién dbi 1a dot bién mat doan 9 bp. Pic

biét c6 8 bien doi chua dugc cong bo trén co sd dir licu.
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3.2.4. Bién d6i A10398G trén mtDNA & miu nghién ciru

Dbi véi exosome huyét twong, & mau nhém giai doan I+11,
bién doi dong té bao chat 10398G chiém ty 1& cao nhat 50%,
trong khi d6 kiéu dai 10398A chiém 31,25% va bién d6i di té
bao chat 10398A/G chiém 18,75%. O mau giai doan III+IV,
dang A va G déu chiém 46,15% con 10398A/G chiém 7,67%.
Nhom dbi chung c6 38,71% mau ¢ dang A hay G, 22,58% c6
bién doi dang di t& bao chat. Ty 1¢ dang bién d6i 10398G cua
mtDNA trong miu exosome huyét twong 1 62.1% ddi v6i bénh
nhan UTPKTBN va 61,3% v&i nhom d6i chang. Sy khac nhau
trong phan bd bién déi A10398G giita cac nhom maiu va giita
nhom bénh véi nhom ddi chimg déu khong c6 ¥ nghia thong ké
(p > 0,05). Ty 1€ 10398G tuong ung & mo u va mo lan cén u la
53,85% va 61,54%. Phan tich trén mau exosome va mau md cia
13 bénh nhan UTPKTBN, c¢6 77% (10/13) miu giéng nhau
trong sy c6 mat cua bién ddi G. Nhu vay, ¢O sy tuong quan
trong bién dbi nay giita mau exosome huyét twong va mau mo
phdi (h¢ sé tuong quan Spearman giita exosome va mo u 1a 0,59
véi p = 0,03, gitta exosome va mo lan can u la 0,69 véi p =
0,009).

Két qua phén tich bién dbi cho thay ty 18 xuét hién dang bién
d6i 10398G & cac nhom giai doan I+11, giai doan III+IV, nhom
UTPKTBN (bao gom giai doan I+II va giai doan III+IV) va
nhom dbi ching 1an luot 1a: 45,45% (10/22); 33.33% (3/9);
41,94% (13/31) va 1a 47,69% (31/65) va déu thap hon so véi
ty 1& xuat hién cua kiéu dai 10398A. Sy phan bd bién doi
A10398G ctia DNA ty thé ¢ cac nhom khong co su chénh 1éch
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nhiéu va sy khac biét nay khong mang y nghia théng ké (p>
0,05).

3.4. PHAN TiCH MUC PO MAT POAN LON VA SO BAN SAO
ADN TY THE
3.4.1. Miirc 49 mat doan va s6 ban sao mtDNA & miu mé

Két qua phan tich mdi lién quan giita mic d6 mat doan
mtDNA véi dic diém bénh hoc cho théy: khong c6 su khac biét
¢6 y nghia thong ké vé mirc d6 mat doan & ca md u va mo lan
can u véi cac dic diém cta bénh nhan UTPKTBN gém: do tudi,
gidi tinh, hat thudc 14, udng ruou, giai doan T/N/M hay giai
doan bénh (p > 0,05). Bén canh do, Kkét qua phan tich cho théy
s6 ban sao twong dbi ctia ca md u va mé 1an cin u & nhom bénh
nhan c6 hach di cin cao hon dang ké so v6éi nhom bénh nhan
khong c6 hach di cén, tuy nhién, chi c6 su khac bi¢t & mo lan
cin u ¢ y nghia théng ké v&i p <0,05. Phan tich mdi lién quan
gitta muc do mat doan va sd ban sao mtDNA véi vi tri mé cho
théy s6 ban sao mtDNA & m6 u cao hon so v&i md lan cén u, sy
khac biét nay c6 ¥ nghia thong ké vé gia tri trung vi s6 ban sao
mtDNA giita m6 u va mo lan cén u (p = 0,014) Mirc d6 mat
doan 16n va sb ban sao DNA ty thé & nhom bénh nhan méc
bénh phdi khong ung thu thap hon so voi nhém bénh nhéan ung
thu phdi khong té bao nhoé ¢ ca mo u 1an mé lan can u (P <
0,05).
3.4.2. Miitc 49 mat doan va s6 ban sao mtDNA & miu mau

Di x4c dinh dugc MPDMDP ¢ tit ca 57 mau bénh nhan
UTPKTBN trong d6 c6 35/57 (61,40%) bénh nhan ¢ giai doan I
— 11 va 22/57 (38,60%) bénh nhan ¢ giai doan III — IV. Két qua
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phan tich cho thdy MPMBD & cac nhém giai doan I — II, giai
doan III — IV va nhém bénh c6 MPMD cao hon so vdi & nhom
dbi chtng va sy khac biét ndy co ¥ nghia thong ké (P < 0,01).
Trong do, giai doan I — II c6 MPMD cao hon giai doan III — IV
tuy nhién sy khac biét nay khong mang y nghia thong ké.
Khong tim thiy su khac biét c6 ¥ nghia thong ké vé gia trj trung
vi ciia mirc do mét doan & ca md u va md lan cén u véi cc dic
diém cua bénh nhan UTPKTBN gbém: do tudi, gii tinh, hut
thude 14, uéng ruou, giai doan T/N/M hay giai doan bénh (p >
0,05). C6 su khéac biét c6 ¥ nghia thong ké vé gia tri trung vi
ctia sb ban sao mtDNA trong mau cua bénh nhan UTPKTBN
gitta nhom tudi < 50 va trén 50 (p< 0, 05). S§ ban sao mtDNA
trong mau ciia BN trén 50 tudi cao hon han so voi nhém bénh
nhan dudi 50 tudi. Két qua cho thdy s6 ban sao mtDNA & mau
mau ciia bénh nhan ung thu phdi khong t& bao nhé cao hon sb
ban sao mtDNA trong mau cua ngudi khée manh cd y nghia
thong ké (P < 0,01). Mirc d6 mit doan 16n mtDNA & miu mau
ctia BN UTPKTBN cao hon so v&i mat doan 16n mtDNA ¢ mau
d6i chimg, tuy nhién khong tim thay su khac biét co y nghia
théng ké vé& mic d6 mat doan 1én mtDNA gitta 2 nhom bénh
nhan nay (P = 0,85).

3.4.3. Mirc do mat doan va sb ban sao mtDNA trong miu

exosome huyét twong

S6 ban sao twong d6i mtDNA trong exosome huyét twong
dugc thé hién bang gia tri trung binh va do léch chuén (TB +
DPLC) voi gia tri twong ung 1a 783,6 £ 759,3 (nhém bénh giai
doan I-1I), 2647,0 £ 3584,0 (nhém bénh giai doan II-1V) va
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1207,0 £+ 1550,0 (nhém ddi ching). So sanh giita cac nhom véi
nhau, su khac biét chi co y nghia théng ké gitta nhoém bénh giai
doan I-II véi giai doan II-IV (p<0,05) va nhém bénh giai doan
M-IV v6i nhom ddi ching (p<0,05). Két qua phan tich mdi lién
quan cho thdy SBS mtDNA c¢6 lién quan dén giai doan bénh,
thoi quen hut thude va giai doan N (p < 0,05). Cac két qua trén
d3 cho thiy sé ban sao mtDNA trong exosome huyét twong co
lién quan dén bénh UTPKTBN.

3.5. MOI LIEN QUAN GIUA MOT SO BIEN POI GEN TY THE
VA BENH UNG THU PHOI KHONG TE BAO NHO

Phan tich méi lién quan gitta mic do mat doan va SBS
mtDNA giita cac loai md cia cung mot bénh nhan, két qua cho
thdy, s6 ban sao & mé mau cao hon & mé u va lan cin u c¢6 y
nghia thong ké (P<0,05). Phan tich mdi lién quan giita muc do
mit doan va SBS mtDNA giita cic nhém mau, két qua cho
thdy, s6 ban sao & mé mé u va cao hon mé l4n can u c6 ¥ nghia
thong ké (P<0,05). Nhu vay, cac két qua nghién ciru trén cho
thidy MDMD mtDNA c6 vai trd quan trong dbi tinh trang bénh
UTPKTBN va no c6 thé 1a chi thi tiém ning dé chan doan can
bénh nay.

3.6. PANH GIA THANH PHAN PROTEIN EXOSOME HUYET
TUONG CUA BENH NHAN UNG THU PHOI KHONG TE BAO
NHO
3.6.1. Phan tach va xdc nhan exosome huyét twong

Exosome da dugc tach ra khoi cac thanh phan protein huyét
tuong bang sic ky loc gel. Sau d6, exosome da duoc phan tich
mot sb tinh chit nhu DLS, SEM, Western blot,... Cac két qua
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nay da khang dinh sy c6 mit ciia exosome trong cac phan doan
thu duoc sau khi phan tach chung bang sic ky loc gel.

3.6.2. Phan tich protein exosome huyét trong ciia bénh
UTPKTBN

Phan tich LC-MS/MS da xac dinh duoc téng cong 243
protein trong exosome ctia mau UTPKTBN giai doan chua di
cin (giai doan I-1I). Con sb twong (mg cua bénh & giai doan di
cin 1a 294 protein (giai doan III-1V). O nhém dbi ching, tong
cong 214 protein da dugc xac dinh.

Tiép theo, céac protein dugc so sanh véi co sé dir li€u vé
exosome dé xac nhan do tin cdy cua cac protein tim duoc gém
co sO dir litu ExoCarta (Keerthikumar va cs, 2016) va
Vesiclepedia (Pathan va cs, 2019), trong d6 cac protein thugc
Vesiclepedia dugc chon tir protein thudc dong té bao ung thu
phoi. Két qua so sanh di cho thiy 160/214 protein dugc tim
thdy trong nhom ddi ching va 252/322 protein trong nhom bénh
tring vai cac protein c¢6 trong ExoCarta, chimg t6 rang phan 16n
cac protein dugc tim thdy trong nghién ctru niy thudc protein
cua exosome. Tuy nhién, sy trung ldp cua cac protein trong
nghién ctru nay véi cic protein exosome cua dong té bao ung
thu phéi trong Vesiclepedia chi 1a 52/322.

3.6.3. Phan tich biéu hién protein exosome & cac giai doan
bénh khac nhau va va miu doi chirng

So sanh véi nhom bénh nhan UTPKTBN, 12 protein chi
biéu hién trong cic mau ctia nhom dbi ching. Muoi chin
protein chi xac dinh thiy trong nhom bénh giai doan I-II, trong
khi 57 protein chi tim thy trong giai doan III-IV (Phu luc dir

ligu).
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Khi so sanh véi tong protein duoc tim thdy trong nghién ctru
nay, phan tich Gene Ontology (GO) cac protein duoc tim thay
trong 3 nhom da thé hién rd su gidu c6 cua protein trong ving
ngoai bao va exosome. Trong trudng hgp protein dugc phan
tach tir exosome cia huyét twong bénh UTPKTBN, phan 16n
protein la thudc exosome.

6.3.4. Mang luéi twong tac protein-protein ciia 57 protein
thudc exosome tir bénh nhan UTPKTBN giai doan I1I-1V

Téng cong 57 protein da duoc xac dinh thay trong exosome
cua bénh UTPKTBN giai doan di can. Céc protein ndy dugc su
dung dé xay dung mang ludi twong tic protein-protein bing
chuwong trinh STRING va du doan kha ning di cin dén cic co
quan khac.

Trong mang ludi tuong tac protein, c6 mot sd diém két ndi
(hub) déng chu y, gdm: SRC (proto-oncogene tyrosine-protein
kinase), FTL (Ferritin light chain), EEF1A1 (elongation factor
1- al), ARPCIB (Actin-related protein 2/3 complex subunit
1B), KPNB1 (Importin subunit beta 1), HSP90B1 (molecular
chaperone), PRDX1 (Peroxiredoxin-1), ACTR3 (Actin-related
protein 3), ACTC1 (Actin, alpha cardiac muscle 1), ACTN4
(Alpha-actinin-4), va HSPAS (glucose-regulated protein) (Hinh
3). Tét ca cac protein trén di duwoc khing dinh trong ExoCarta
(Keerthikumar va cs, 2016), vi vdy, diéu nay cung cip thém
bang chimg chiing 13 thanh phan ctia exosome.

Nghién ciru ctia chung t6i 1a nghién ciru dau tién da xac dinh
thiy co6 mit ctia mot s6 protein trong exosome ctia huyét tuong
bénh UTPKTBN thay vi trong dong té bao ung thu phdi. Cac

k&t qua nay cung voi cac nghién ciru trude day vé vai tro cia
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cac protein do trong sy tién trién va di cin cua ung thu di doi
hoi can phai tiép tuc nghién ctru vé vai tro ciia chung trong cac
con dudng trao ddi va qua trinh sinh hoc ciia chiing trong ung
thu. Co ché lam thé ndo cac protein thuc hién chirc ning trong
ung thu cling can phai duoc 1am sang t6 nhim danh gia kha
nang st dung chung nhu chi thi cho UTPKTBN. Vi véy, trong
cac nghién clru tiép theo, su c6 mit va néng dd6 cia mot sb
protein nhu EEF1A1, KPNB1, SRC va ACTCI1 can phai dugc
xac nhan st dung Western Blot hodc ELISA.

KET LUAN

Tt nhiing két qua thu duoc, chung t6i rut ra mot s6 két luan
sau:

1. Két qua danh gia tinh trang bién doi ciia gen ty thé &
bénh ung thw phdi khong té bao nhé, tim hiéu mdi lién quan
giira cac bién doi nay va bénh:

- Xac dinh duoc ty 1€ cac dang méat doan 16n & nhém mau
nghién ctru.

- Xé4c dinh dugec mot sé mét doan 16n trén mtDNA khac
4077 bp chua timg duge cong bd trong cac cong trinh khoa hoc
trén thé gidi, bao gém: 10 méat doan 16n trén mtDNA & bénh
nhan UTPKTBN (7 6 mé u va 3 & mdé LCU) va 9 mat doan 16n
trén mtDNA ¢ nhém bénh nhan mic BPKUT.

- Xac dinh dugc cac dang bién d6i mtDNA khac trén céc
mau giai trinh tu, gdm: 9/15 bién d6i mtDNA & miu mé phdi
cia BN UTPKTB va 8/10 bién d6i & miu méd cua BN mic
BPKUT hién chua dugc cong bd trén cac co s dit lidu co so dit
liéu NCBI va MITOMAP.
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- Mirc do mat doan mtDNA trong mau cuia BN UTPKTBN
cao hon so voi nhom ddi chimg (P < 0,0001) va co thé phat
trién thanh chi thi sinh hoc tiém nang trong chan doan bénh ung
thu phoi khong té bao nho.

- S6 ban sao mtDNA trong mau cia BN UTPKTBN c6 su
khac biét mang ¥ nghia théng ké ¢ hai nhom BN duéi 50 tudi
va 1én hon 50 tudi (P = 0,0003).

- S6 ban sao mtDNA trong exosome & nhom miu BN
UTPKTBN giai doan III-IV cao hon giai doan I-II va nhom dbi
ching (P < 0,05). Sy thay doi s6 ban sao mtDNA trong
exosome huyét twong c6 lién quan dén giai doan bénh va giai
doan N va théi quen hut thudc cia BN UTPKTBN (P < 0,05).

- Xac dinh dugc ty 1& dang bién d6i 10398G cia mtDNA
trong exosome huyét twong 1a 62,1% dbi véi BN UTPKTBN va
61,3% ddi véi nhom ddi chimg. Tuy nhién, khong tim thay su
khac biét co ¥ nghia théng ké vé bién d6i nay giita nhém bénh
va nhoém dbi ching.

2. Két qua phin tach exosome tir huyét twong va xac
dinh cac protein ciia exosome ¢6 tiém niing tré thanh chi thi
sinh hoc:

- Phan tach va xac nhan dugc su c6 mat ciia exosome trong
huyét twong ctia ngudi.

- Xac dinh dwoc hé protein trong exosome huyét tuong,
gdm: 243 protein trong exosome cuia mau UTPKTBN giai doan
chua di can (giai doan I-1I); 294 protein trong exosome cua
mau UTPKTBN & giai doan di can (giai doan III-IV); 214

protein trong exosome cuia mau doi chiing.
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- X4c dinh duoc cac protein dic trung cho timg nhom mau,
gém: 12 protein chi biéu hién trong cic miu ciia nhom dbi
ching, 19 protein chi xac dinh thiy trong nhom bénh giai doan
I-I1, 57 protein chi tim thay trong cac mau ¢ giai doan III-IV.

- Xac dinh théy su ¢6 mit cua mot sb protein trong exosome
ctia huyét trong bénh nhan UTPKTBN thay vi trong dong té
bao ung thu phdi nhu: EEF1A1, KPNBI1, SCR, ACTCI.

KIEN NGHI

Tir qué trinh nghién ciru thyc té, chung t6i dua ra mot sb
kién nghi sau:

- Tiép tuc phan tich mac do mét doan va sb ban sao ADN
ty thé & mo phdi, mau va exosome ciia cing bénh nhan, dong
thoi ting ¢ mau nghién ctru.

- Tiép tuc phan tich mot sé dang bién dbi khac nhu dot
bién diém/bién d6i don nucleotide trén mtDNA.

- Tiép tuc nghién ctru xac nhan mot s protein trong
exosome c¢O tiém nang trd thanh chi thi sinh hoc cho
UTPKTBN bang ki thuat Western Blot hodc ELISA.

- Tiép tuc nghién ciru cac bién ddi gen trong exosome
huyét trong 1am co s& cho viée sir dung exosome huyét twong
nhu miu sinh thiét 16ng khong xam 1an hd tro chan doan bénh
UTPKTBN.

24



DANH MUC CAC CONG TRINH KHOA HQC CUA TAC GIA
LIEN QUAN PEN LUAN AN

. Thao Phuong Bui, Phuong Lan Le, Linh Thi Tu Nguyen, Le Trung
Tho and Thai Hong Trinh. Proteomic profiling of small extracellular
vesicles isolated from the plasma of Vietnamese patients with non-
small cell lung cancer reveals some potential biomarkers. 4sia Pacific
Journal of Cancer Prevention, 2022 Jun 1;23(6):1893-1900.

Lé Lan Phwong, Lé Thi Thanh Nhan, Hoang Van Son, Bui Phuong
Thao, Nguyén Thi Tu Linh, L& Trung Tho va Trinh Héng Thai. Muc
dd méat doan 16n va sé ban sao DNA ty thé trong mé phdi cua bénh
nhan méc bénh phdi khong ung thu. Tap chi Sinh 1y hoc Viét Nam
(chdp nhan ding ngay 29/11/2022)

Nguyén Thay Quynh, Lé Thi Thanh Nhan, Lé Lan Phwong, Bui
Phuong Thao, Nguyén Thi Ta Linh, Lé Trung Tho, Trinh Héng Thai.
Bién d6i A10398G cua gen ND3 ty thé trong exosome huyét tuong
cia bénh nhan ung thu phdi khong t& bao nhé. VNU Journal of
Science: Medical and Pharmaceutical Sciences, Vol. 36, No. 4 (2020)
50-59.

Lé Thi Thanh Nhan, Nguyén Thay Quynh, Lé Lan Phuwong, Bui
Phuong Thao, Nguyen Thi Tu Linh, Lé Trung Tho va Trinh Hong
Thai. Xéc dinh s6 ban sao DNA ty thé trong exosome huyet tuong ¢
bénh nhan ung thu phdi khéng t& bao nho. VNU Journal of Science:

Natural Sciences and Technology, Vol 38, No 1 (jan.2022), 34-41.

Lé Lan Phuong, Lé Thi Thanh Nhan, Hoang Van Son, Nguyén Thi
Yén, Bui Phuong Thao, Nguyén Thi Ta Linh, Lé Trung Tho, Trinh
Hdng Thai (2022), Mtc d6 mat doan 16n va sé ban sao DNA ty thé
trong mo phdi ctia bénh nhan méc bénh phdi khong ung thu, Hoi nghi
khoa hoc toan quéc 14n ther 2 nim 2022 caa Hoi Di truyén Y hoc Viét
Nam.

Lé Lan Phwong, Pham Thi Bich, Nguyén Thi T Linh, Trinh Héng
Théi. Quy trinh xac dinh mit doan 16n trén ADN ty thé (Chdp nhan
don hop 18 cho diang ky sang ché theo Quyét dinh s6 20586w/QD-
SHTT, ngay 28/11/2022)

Trinh Hong Thai, Nguyén Thi TG Linh, Bui Phuong Thao, Lé Lan
Phwong, Lé Thi Thanh Nhan. B¢ kit dé phén tach exosome va cac
bong ngoai bao tir huyét twong hodc huyét thanh va quy trinh phan
tach exosome va cac bong ngoai bao sir dung bo kit nay (Chép nhan
don hop 1¢ cho ding ky giai phap hitu ich theo Quyét dinh sb
13030w/QDb-SHTT, ngay 16/08/2021).



	MỞ ĐẦU
	TÍNH MỚI CỦA LUẬN ÁN
	Chương 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU
	1.1. GIỚI THIỆU CHUNG VỀ BỆNH PHỔI VÀ UNG THƯ PHỔI
	1.1.1. Dịch tễ học ung thư phổi
	1.1.2. Phân loại ung thư phổi theo mô bệnh học
	1.1.3. Phân loại giai đoạn ung thư phổi theo TNM
	1.1.4. Các phương pháp chẩn đoán ung thư phổi
	1.1.5. Bệnh phổi không ung thư

	1.2. TỔNG QUAN VỀ ADN TY THỂ NGƯỜI
	1.2.1. Đặc điểm ADN ty thể người
	1.2.2. Biến đổi ADN ty thể và bệnh ung thư

	1.3. NGHIÊN CỨU BIẾN ĐỔI ADN TY THỂ Ở BỆNH UNG THƯ PHỔI
	1.3.1. Tình hình nghiên cứu trên thế giới
	1.3.2. Tình hình nghiên cứu ở Việt Nam

	1.4. NGHIÊN CỨU BIẾN ĐỔI ADN TY THỂ Ở BỆNH PHỔI KHÔNG UNG THƯ
	1.5. TỔNG QUAN VỀ EXOSOME
	1.6. NGHIÊN CỨU ADN TRONG EXOSOME
	1.7. NGHIÊN CỨU PROTEOMICS EXOSOME HUYẾT TƯƠNG CỦA BỆNH NHÂN UNG THƯ PHỔI KHÔNG TẾ BÀO NHỎ

	Chương 2. NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
	2.1. NGUYÊN LIỆU
	2.1.1. Đối tượng
	2.1.2. Đạo đức nghiên cứu
	2.1.3. Hóa chất
	2.1.4. Thiết bị

	2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
	2.2.1. Tách chiết ADN tổng số từ mẫu máu và mẫu mô
	2.2.2. Tách ADN tổng số trong exosome tách từ huyết tương người
	2.2.3. Xác nhận có mtDNA trong mẫu ADN tách từ exosome huyết tương
	2.2.4. Xác định mất đoạn lớn trên ADN ty thể bằng kỹ thuật PCR
	2.2.5. Điện di kiểm tra sản phẩm trên gel agarose
	2.2.6. Tinh sạch sản phẩm PCR
	2.2.7. Phân tích dữ liệu ADN
	2.2.8. Phân tích PCR-RFLP
	2.2.9. Định lượng ADN bằng real-time PCR
	2.2.10. Xử lý số liệu và tính toán thống kê
	2.2.11. Phân tách exosome từ huyết tương người
	2.2.12. Xác nhận exosome từ huyết tương người
	2.2.13. Chuẩn bị mẫu, đo và phân tích khối phổ


	Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
	3.1. KẾT QUẢ TÁCH CHIẾT ADN TỔNG SỐ
	3.1.1.  Kết quả tách chiết ADN tổng số từ mẫu mô phổi và mẫu máu
	3.1.2.  Kết quả tách chiết ADN tổng số và xác nhận sự có mặt của mtDNA trong ADN tách từ exosome

	3.2. XÁC ĐỊNH BIẾN ĐỔI CỦA GEN TY THỂ
	3.2.1. Xác định mất đoạn lớn ADN ty thể bằng kỹ thuật PCR
	3.2.2. Xác định mất đoạn lớn ADN ty thể bằng giải trình tự
	3.2.3. Một số biến đổi khác của gen ty thể được phát hiện nhờ giải trình tự
	3.2.4. Biến đổi A10398G trên mtDNA ở mẫu nghiên cứu

	3.4. PHÂN TÍCH MỨC ĐỘ MẤT ĐOẠN LỚN VÀ SỐ BẢN SAO ADN TY THỂ
	3.4.1. Mức độ mất đoạn và số bản sao mtDNA ở mẫu mô
	3.4.2. Mức độ mất đoạn và số bản sao mtDNA ở mẫu máu
	3.4.3. Mức độ mất đoạn và số bản sao mtDNA trong mẫu exosome huyết tương

	3.5. MỐI LIÊN QUAN GIỮA MỘT SỐ BIẾN ĐỔI GEN TY THỂ VÀ BỆNH UNG THƯ PHỔI KHÔNG TẾ BÀO NHỎ
	3.6. ĐÁNH GIÁ THÀNH PHẦN PROTEIN EXOSOME HUYẾT TƯƠNG CỦA BỆNH NHÂN UNG THƯ PHỔI KHÔNG TẾ BÀO NHỎ
	3.6.1.  Phân tách và xác nhận exosome huyết tương
	3.6.2. Phân tách protein exosome huyết tương của bệnh UTPKTBN
	3.6.3. Phân tích biểu hiện protein exosome ở các giai đoạn bệnh khác nhau và và mẫu đối chứng
	6.3.4. Mạng lưới tương tác protein-protein của 57 protein thuộc exosome từ bệnh nhân UTPKTBN giai đoạn III-IV


	KẾT LUẬN
	KIẾN NGHỊ
	DANH MỤC CÁC CÔNG TRÌNH KHOA HỌC CỦA TÁC GIẢ LIÊN QUAN ĐẾN LUẬN ÁN

