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PAT VAN PE

Ung thu ¢b tir cung (UTCTC) 1a loai ung thu thuong gip, dung thir 3
vé ti 16 mic va tir vong trong sd cac bénh ung thu ¢ phu nit. Nguoc lai, ung
thu am ho (UTAH) va ung thu am dao (UTAD) la hai loai ung thu it gap, co ti
1¢ mac va tir vong it hon 10 1an so véi UTCTC. Nam 2018, trén thé gidi udc
tinh c6 khoang 569,8 truong hop UTCTC; 44,2 truong hgp UTAH va 17,6
truong hop UTAD méi mac tinh trén 100.000 phu nit. Tai khu vuc Pong Nam
A, UTCTC c¢6 ti 1¢ tir vong dimg dau trong cac bénh tir vong do ung thu [1].
Ciing trong nam 2018, tai Viét Nam c6 to1 4,177 truong hop UTCTC, 188
truong hop UTAH va 48 trudng hop UTAD méi méc [2].

Mot s6 nghién ciru trén thé gidi da chi ra rang khoang 90% mo ung thu
co tir cung (UTCTC), 66% md ung thu am dao (UTAD) va 60% md ung thu
am ho (UTAH) nhiém HPV [3],[4].

Human Papillomavirus (HPV) 1 vi rdt 1ay truyén qua dudng tiép xitic
truc tiép, dac biét quan h¢ tinh duc, gay ton thuong da va ni€ém mac & mirc do
lanh tinh (mun céc, U nhd, u nhay) hoic 4c tinh (ung thu) [5]. Can ct vao su
tuong dong cac nucleotid trén gen L1 cua HPV, 198 loai HPV di duoc phat
hién [6]. Can ct vao kha nang gay bénh, HPV duoc chia lam 3 nhém: nhom
nguy co cao, nhdm c6 kha ning gy ung thu va nhom nguy co thap. 15 loai
HPV nhém nguy co cao gdbm HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73, va 82; 03 HPV c6 kha nang gay ung thu nhu HPV 26, 53 va 66; 16
HPV nguy co thip gdm 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 va CP6108 [7].

Hai loai vac xin da dugc bao ché tir HPV bao gébm véc xin phong
nhiém HPV théng qua hoat dong ngin can protein L1 cia HPV nhan dién té
bao chu va véc xin diéu trj t6n thwong CIN (Cervical Intraepithelial Neoplasia)
do nhiém HPV bang cach ting dép tng cac té bao mién dich [8],[9]. Vic xin



phong nhiém HPV di dugc st dung tai Viét Nam tir nhitng nam 2006 gdém
Gardasil phong nhiém HPV 16, 18, 6, 11 va Cervarix phong nhiém HPV 16, 18 [8].

Tuy nhién, Hoang Thi Thanh Huyén va cong su di xac dinh duogc
HPV/52 véi ti 18 cao nhat 28,1%, tiép theo 1a HPV16 véi 18,7% va HPV18 chi
chiém 16,5% tai 139 bénh pham phét cb tir cung ciia gai mai dam Viét Nam
[10]. Khi xac dinh HPV tir 75 khdi nén UTCTC véi cip mdi dic hiéu E6, E7
cia HPV6, 11, 16, 18, Nguyén Phi Hung lai chi ra rﬁng 50% sb6 mau bénh phém
nhiém HPV16, dtng thir 2 1a HPV18 [11]. Cho t6i thoi diém hién tai, chua co
nghién ctru nao tai Viét Nam nghién ctru vé tinh trang phin bd genotype cta
HPV tai m6 UTSDN ¢ ca 03 loai mé UTCTC, UTAH va UTAD.

Viy, xac dinh HPV tir khéi nén UTCTC va sir dung cap mdi dic hiéu
E6, E7 cta 4 type HPV 6, 11, 16 va 18 nhu tac gia Nguyén Phi Hung c6 bo
sot HPV52, mot type HPV rat pho bién ¢ ddi twong nguy co 1ay nhiém cao da
dugc cong bd? Liéu vic xin phong nhiém HPV trén thi trudng Viét Nam co
kha ning phong nhiém cac type HPV tai m6 UTCTC, UTAH va UTAD hay
khong; va su phan bd xac thuc genotype ctia HPV ¢6 phai chi & mé UTCTC
hay con c6 tai m6 UTAH va UTAD la mét cau héi ma ching t61 mudn tra 16i
trong nghién ctru ndy. Hon nita, ching t6i ky vong & nghién ctru s& cung cap
nhitng dit liéu vé phan nhom duéi nhom ciia HPV16 E6, E7 tai loai té bao
ung thu 13 co s& cho chién lugc véc xin diéu tri nhiém HPV.

Véi nhiing 1y do trén dé tai: “Nghién ciru genotype ciia Human
Papillomavirus trén mét sé ung thw sinh duc nit” dugc tién hanh voi hai
muc tiéu:

1. Xdc dint genonpe cia HPV fgi cde mé ung thir cd i cung, im
70, dm dao.
2. Ddnh gid lién quan giita genotype ciia HPV vdéi logi té bao tai md

ung thu.



Chuong 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Human Papillomavirus (HPV)
1.1.1. Céu tao ciia HPV

Papillomavirus (PV) la loai virus lay lan qua con duong tiép xuc truc
tiép, ddc biét qua quan hé tinh duc. Human Papillomavirus (HPV) 1a loai
Papillomavirus gay ton thuong biéu mé da va niém mac ctia ngudi [5].

HPV la virus c¢6 duong kinh 52-55 nm va dugc tao boi chudi xoan kép
DNA dai khoang 8000 cip base nito. Chudi DNA ciia HPV goém 8 doan dich
mé&; cac gen dich ma duoc chia thanh 3 nhém: gen mudn L (late), gen sém E
(early) va ving diéu khién dai (long control region-LCR) hay con goi 1a ving
khéng ma hoa (unreading region - URR). Capsid virus gom 72 capsomeres,
moi capsomere duoc cu tao boi 2 protein chinh L1 va protein phu L2. Ving
gen som goém cac gen E1, E2, E4, E5, E6 va E7 ma hoa cho céc protein lién
quan qua trinh tai ban cua vi rit. So d6 vé su sap xép cac gen va chirc ning
tung protein tuong Ung cua HPV dugc moé t4 trong hinh 1.1, mé hinh

capsomeres cua hat virus dugc minh hoa tai hinh 1.2 [12],[13].
transformation replicatiol‘l transcription/replication minor cﬂpsid
l l transformation l major capsid
E7 | El E5 L2 j
Eé6 E2 L1

E4

T

disruption regulation

Hinh 1.1: So' d6 céu tao cdc gen ciia HPV va chirc néing cdc protein

E1-E7: cac gen cua HPV;, protein cua E1 can thiép Qua trinh tdai ban (replication),
protein E2 can thiép qua trinh sa0 ma va tai ban (transcription/replication), protein
E5, E6, E7 lién quan den qua trinh dich ma (transformation).



Hinh 1.2: So' d6 hat vi rt [13]
1.1.2. Lich sw phat hién va phan loai HPV

HPV5 dai dién cho HPV dau tién phat hién & té bao ung thu biéu mo
da. Nam 1980, Gissmann va zur Hausen da dat tén 1a HPV6 cho HPV duoc
tach thanh cong tr u nht sinh duc. Nam 1982, Gissmann va cong su tach
HPV 11 tir ving hau hong. Nam 1983, bang k¥ thuat lai trén mang, Diirst va
cong su da tach sublineage HPV16. Nam 1984, Boshart va cong su tach
sublineage HPV18 [14].

Sau gé‘m 30 nam, tir phan loai dua trén gen lai va doan gen mau, su
phéan loai HPV da chuyén sang so sanh toan bd bd gen hodc nhiing doan
subgenomic. Gen L1 c6 tinh bao ton cao nén dugce sir dung dé phan loai HPV
trong sudt hon 15 nim qua. Mot loai Papillomavirus duoc coi 13 méi néu
trinh tw DNA cua L1 khéc biét 10% so véi loai gan nhit da biét; néu su khac
biét tir 2-10% duoc goi 1a dudi nhém (subtype) va néu it hon 2% duogc goi 1a
bién thé (variant) [14]. Nam 2011, Chen va cong su dd cong bd tiéu chi phan
loai m&i cho HPV; néu su khéc biét toan bd bd gen cua HPV tr 1-10% duoc
goi 1a lineage, tir 0,5-1% duoc goi la sublineage [16]. Nam 2013, Bzhalava va
cong su da xay dung cay pha hé HPV can ctr vao gen L1 cua 198 HPV, chi
tiét dugc mé ta trong hinh 1.3 [17].



Hinh 1.3: Cady phd hé can cir vao trinh tw gen L1 ciia 198 HPV

Ciing can cu vao kha nang gay bénh, Mufioz lai chia HPV thanh 3
nhém: nhém nguy co cao géom 15 loai: HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73 va 82; nhom c6 kha nang gay ung thu gém 3 loai
HPV26, 53 va 66; nhom nguy co thép cO 12 loai: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,
61, 70, 72, 81 va CP6108 [7].

Can ctr vao bd gen hoan chinh cua HPV16, Smith va cong su da dinh
danh phan nhém duéi nhém ciia HPV16 gom nhém chau Au - European (g6m
c6 sublineage chau Au (E prototype - E(p) va Asian-E(As)) va khong chau Au
- Non European (gom sublineage chau Phi 1 (African -1 (Af-1)), chau Phi 2
(Afiran-2 (Af-2)) va A My (Asian American-AA)) [18].

Khong nhiing st dung ca bd gen cua HPV, chi can cur vao trinh tu
nucleotide ctia doan gen E6, Antonio Huertas-Salgado da dinh danh 5 loai
sublineage caa HPV16. Mbi sublineage co nhimg dic diém dot bién riéng dic
trung ctia nd. Sublineage European (E) phai co dot bién C ¢ nucleotide thir
109 nhung tiy vao vi tri nucleotide 350 1a T hay G ma lai chia 1am 2 loai bién

thé E-T350 va E-G350. Sublineage Asian (As) duoc dic trung boi dot bién



acid nucleic tai vi tri 178. Dot bién T178G thudc nhom As-a; T178A thude
As-b va T178C thudc nhom As-c. Sublineage Asian American (AA) dugc mo
ta v6i cac dot bién: G145T, T286g, A289g, T350G va A532g. Trong khi
sublineage Africanl (Afl) c6 dot bién C143G va G145T thi Afican 2 (Af 2)
¢ 5 dot bién diém: C143G, G145T, A289g va C335T (nucleotid viét thudng
1a dot bién thay thé nucleotid khong 1am thay d6i bo ba ma hoa acid amin
twong tng) [19].

Nhu vay, phan loai HPV duogc can ctr vao trinh tu gen L1 cua HPV va
phan nhom (lineage) va phén nhoém dudi nhom (sublineage) cua HPV16 dua
trén trinh ty gen E6, E7 cua HPV16.

1.1.3. Co' ché gay bénh ciia HPV

Doorbar dd m6 phdng qua trinh xdm nhdp va nhéan Ién cua HPV & hinh
1.5. Tai ving biéu mé tru tang, vi du nhu ¢ tir cung, qua nhitng ton thuong
nho, HPV da c6 thé xdm nhép vao mang day. Sau khi vi rit xam nhap vao 16p
té bao biéu md day, mot hoic 1 vai ban sao cta Vi rit duoc nhan 1én va ton tai
nhu 1 thuc thé 6n dinh trong nhan té bao bang cach gan 1én soi nhiém sic tao
thé bd sung hinh nhan. Ngay ¢ 16p day, protein E6, E7 dugc biéu hién, can
thi¢p vao chu ky té bao. Gen khai dong cua HPV dugc hoat hda va cac
protein sém E1, E2 duoc giai mi, tong hop mot luong 16n thé bd sung. Cing
v6i su phan bao cua té bao day, bd gen ctia HPV ciing duoc nhan 18n va phan
chia theo thoi vo sic. O giai doan nay, thé bo sung duoc duy tri, gen caa vi rit
duoc biéu hién voi sé lugng rat nhé nhung vi rdt duge nhan 18n voi mac do
trung binh dé dong bd véi chu trinh sdng cia té bao chu. Téi 16p thuong bi,
cac gen muon L1, L2 duogc biéu hién dé téng hop protein L1, L2 tao hat vi rat
hoan chinh. Céc hat vi rat hoan chinh dugc giai phong cung véi sy bong ra
cac té bao biéu mo khi cac té bao nhiém vi rdt phan chia tién toi bé mat 16p

biéu mé [20].



Giai phong hat virus
Hinh thanh hat virus ﬁ L)
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Hinh 1.4: Chu ky song ciia HPV

Co ché gdy bénh cua HPV duoc cu thé hoa qua chirc nang cua cac
protein trong qud trinh xam nhdp va nhan lén cua HPV.
1.1.3.1. Protein L1 va L2

Protein L1 va L2 vira ¢6 vai trd nhan dién thu thé mang té bao, xam
nhap vao té bao va nhan té bao; sau khi bi phan huy & giai doan som tong hop
tré lai giai doan muon. Protein L1véi 531 acid amin ctia HPV ¢6 cac dau tan
carbon va ni-to nhu nhitng “canh tay xam lan” vao day cta cac mai capsomer
va cac acid amin cystein tai vi tri 161, 229 va 379 ¢6 vai tro tang sy bén viing
d6i voi enzyme thily phan-endonulease trong qua trinh biét hoa té bao bicu
md [21],[22]. Su xAm nhép ctia HPV vao té bao chi bat dau bang su tuong tac
ctia protein L1 véi té bao biéu mo qua thu thé trén bé mit mang té bao -
heparan sulfat proteoglycans (HSPG) [23]. Nhung ciing chinh sy tuong tac
gitra capsid véi thu thé bé mat té bao biéu mo cua vat chu dan téi su thay doi
O cac acid amin tan trén capsid protein L2-phan huy mét lugng acid amin
nhét dinh béi furin — protease té bao, khién cho protein L2 thoat khoi su thuc
bao cuia cac hat ndi bao [24]. Bén canh d6, protein L2 bi furin phan cit cho
phép Vi rut bAm vao thy thé thir 2 trén bé mat té bao biéu mo [25].

Dot bién acid amin cystein tai vi tri 161, 229, 379 thanh serin da lam

tang kha niang bén viing véi enzym thiy phan endonuclease, bao ton cta



protein L1 [22]. Hon nira, chtrc ning nhan dién va bam vao t& bao biéu mo
cua protein L1 dugc cac acid amin tir 54 -77, 274 -308 trén HPV16 L1 va 59-
78, 259-278 trén HPV18 L1 dam nhiém [26]. Acid amin lysine 278 va 361 tai
dinh cua canh pentamer ciing gitt vai trd cha chdt trong viée twong tac véi thu
thé bé mit t& bao [27]. Sau khi xAm nhap vao té bao, protein L1 cia HPV16
con xam nhap vao nhan té bao cha qua Karyopherin a2f1, receptor trén mang
nhan va e ché Karyopherin a2B1 trong sudt qua trinh ting sinh [28].

Protein L2 déng vai trd quan trong trong viéc thoat khoi su kiém soat
cua hé théng mién dich tai chd. Té bao Langerhan va té bao thuc bao cua da
va biéu mo - dendritic cell dugc hoat hda béi sy xAm nhap cua HPV ma dién
hinh 13 sy xuét hién protein L1 cta HPV [29]. Nhung chinh protein L2
giam qua trinh phosphoryl héa Protein kinase B (Akt) dan téi giam hoat
tinh cia Akt, do d6, giang hoéa con duong PI3K-Atk dan téi ap ché “su
chin” cia té bao Langerhan khién cho HPV16 thoat khoi su kiém soat ciia
hé mién dich [30].

Nhu vay, protein L1 vira nhan dién va bam vao thu thé trén bé mat
mang t& bao. Su két hop giita protein L1 ctia HPV va thy thé s& hoat hoa cac
té bao mién dich tai chd va cit bo 1 vai acid amin ciia protein L2. Protein L2,
dén luot no lai e ché té bao mién dich, giup HPV sdong sét va tiép tuc xam
nhap vao ndi bao va tién vao nhan té bao chu.
1.1.3.2. Protein E1 va E2

Protein E1 v6i 138 acid amin chia lam 3 phan, domain N tir acid amin
s6 1 dén 125 dam nhiém chic nang gan v6i DNA, domain C tir acid amin 170
c6 hoat tinh nhu enzyme thdo xodn DNA helicase/ATPase [31]. Protein E1
nhén dién vi tri sao chép cta doan ori (origin) va bién tinh DNA tai vi tri ori.
Véi s6 ban copy 50 ban/ té bao, protein E1 HPV can thiét cho ca giai doan bat

dau nhan 1én va duy tri bd gen cia vi rat [32]. Protein E1 khong chi tac dong



dén cac gen lién quan dén chu trinh té bio ma con giam hoat dong cta céc
gen dap g mién dich nhu IFNB1, IFNA1 va ISG [33].

Protein E1, cung vai sy hién dién cua protein E2, protein E2 qua DNA
binding domain s€ tang cuong E1 bam vao DNA. Phirc hop protein E1-E2-0ri
lién két voi DNA cua té bao chu véi ai luc cao [34].
1.1.3.4. Protein E4

Protein E4 duoc téng hop som va véi né)ng do cao, tham chi cao hon ca
c4c protein L1, L2. Su tong hop protein E4 chiu tac dong ctia cac kinase, ma
dién hinh 1a protein kinase A [35]. Motif LLXLL (tir acid amin ¢ vi trf s6 10
dén sd 14), dam nhiém chic ning tong hop soi bao tuong (cytoplasmic
filamentous networks). Vung bao tdn LLXLL tai vi tri acid amin 12-16 trén
protein E4 ctia HPV16, dong vai tro then chét trong viéc stmg hoa té bao [36].
1.1.3.5. Protein E5

Protein E5 c¢6 kha ning khoi dong mot vai con dudng té bao bang viée
hoat hoéa thu thé yéu té tang truong biéu mo (Epidermal Growth Factor
Receptor-EGFR) va ting diéu hoa yéu t6 phat trién ndéi mac mach mau
(upregulated Vascular Endothelial Growth Factor-VEGF) [37]. Poan peptid tir
acid amin 41 dén 54 va tir 54 dén 78 trén protein E5 bam vao tiéu phan 16K
proteolipid ctia bom proton trén mang t& bao ma dan toi hoat dong qua muc
cua EGFR [38].

Hon nita, Protein E5 cling trc ché con duong chét té bao (cell death
pathway). C4c thu thé qua trinh chét (death receptors-Drs) dugc hoat hoa boi
yéu to hoai tir u (tumor necrosis factor -TNF), thy thé TNF R1, TNF R2 dugc
hoat hoa boi TNF-alpha; thy thé Fas boi Fas ligand; DR1, DR2 bdi TNF lién
quan dén chu trinh chét té bao c6 1ap trinh [39]. Khi FasL gan vao thu thé Fas,
s& 1ap tirc hoat hoa DRs, caspase 8 va chu trinh chét té& bao co 1ap trinh. Trén

thuc nghiém di ching minh, protein E5 giam hoat dong cua FasL, Fas cubi
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cung (e ché caspase 8 [40]. Protein E5 gan 1én Bap 31 (B cell protein
associated protein 31) tao phtrc hop mién dich, c ché thoai héa protein
Bap31 dan t6i e ché chét té bao co 1ap trinh [41]. Protein E5 ciing hoat hoa
lipoprotein xuyén mang A4-von dong vai trd twong tac véi Bap 31, dan toi
tang phan bao [42]. Con dudng tac dong cua protein E5 duoc cu thé hoa qua

hinh 1.5 ctia Chen J [43].

apoptosis angiogenesis apoptosis

Hinh 1.5: Tdc déng cia protein E5 Ién con dwong tin hiéu té bao.
Protein E5 tac dong dén thu thé yéu to ting trieong biéu mé (EGFR, kich
thich yéu té ting truéng biéu mé, dan téi tang hoat héa con dwong
phosphoinositide -3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt) va hoat hoa Protein
kinase nguyén phdn (MAPK)/kinase diéu hoa tin hiéu gian bao (ERK). Akt
tang diéu hoa yéu t6 ting truéng ndi mach lam tang sinh mach mau (VEGF)
va chen Bax, gidm chét té bao cé Idp trinh. Protein ES ¢6 thé chdan Bap31- tc
dong dén con dwong chét té bao cé Idp trinh Fas/FasL

1.1.3.6. Protein E6
Protein E6 duoc ciu tao béi 150 acid amin, c6 vai trd hoat héa con

duong tin hiéu té bao ung thu va wrc ché protein ap ché khéi u p53, phuc hop



PZD (post synaptic density protein-drosophila disk large tumor suppressor-
zonula occludens-1 protein). Bén canh do, E6 con c6 kha nang kich thich
PI3K (phosphoinositide 3- kinase), Protein kinase B (Akt), Wnt va Notch,

tang biéu hién telomerase, kéo dai sy bat tir cia té bao [43]. Vai tro cua

protein E6 duoc so d6 hoa trong hinh 1.6.

Q/°

—D
FaSe

Hinh 1.6: Tdc dong ciia protein E6

Protein p53 duoc ma hoa boi gen TP53 duge biét dén nhu mot tic nhan
ap ché khéi u thong qua hoat dong duy tri tinh on dinh cta bo gen. Su dit giy
DNA va cic yéu t6 kich thich nhu stress oxy hoa, sc tham thau, nhiém vi rat
Kich thich hoat dong cua p53 [44]. Vai tro cua p53 la lam cham lai chu trinh
phan bao, cho phép cac DNA tén thuong dugc stra chita. p53 hoat dong gin
1én DNA dé tang biéu hién protein p21, chat rc ché cyclin - dependent kinase
2 (CDK2) lam giam pha G1/S trong gian phan. p53 ciing dong thoi khéi dong
chét té bao co 1ap trinh néu DNA bi t6n thuong ning. Do d6, bat hoat p53 dan
t6i tich lity té bao chtra gen dot bién va 13 co so hinh thanh khéi u [43].
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E6AP/p53/NFX1

o= s
fADD/ procaspasei p300/CBP
.
EGAP/p53/NFX1 BAK

& R ) —
Thr 149- PKA/Akt consensus
N CAC i C
30-33 63-66 106-109 139-142

PDZ-Binding motif
148-PBM-151

Hinh 1.7: So @6 HPV16 E6 oncoprotein [45].

Céac acid amin 33-63, 109-139 cuén lai thanh cdc “zinc finger” twong tdc voi
protein dp ché ung thir ciia té bao chii. Protein E6 ciia HPV nhém nguy co
cao gan véi mé tip LXXXL (L-leucin, X-acid amin) ciia EGAP (associated

protein) té bao, hinh thanh phirc hop E6-E6AP giang hda p53.

Chinh sy gidng hoa p53 1a can thiét dé duy tri DNA cia HPV ma & day
1a gen E6 bién nap vao té bao sing cta ngudi. HPV nhém nguy co cao voi
cac dot bién khac nhau déu lam ting giang hoa p53 1én nhiéu lan [46].

Protein PDZ gdm 3 protein: protein PSD95 (Post synaptic density),
prtein ap ché khdi u Dlgl (Drosophila disk large) va protein Zol (zonula
occludens-1), cdu tao bai hon 250 acid amin. PDZ tham gia vao sy két dinh té
bao, lién két chit (tight junction), phan cuc té bao, van chuyén ion va con
duong tin hiéu té bao [47]. Pau tan carboxyl cta protein E6 HPV nhém nguy
co cao c6 motif gan PDZ lam giam chtic ning ctia PDZ [48].

Dot bién gen hay yéu t6 moi truong lién quan tdi ung thu tir cung déu
thong quan con duong hoat hoa PI3K/Akt [49]. Notch dong vai tro quan trong

trong su ting truong, biét hoa, dap tmg mién dich cia té bao.
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Telomerase 12 mot ribonucleoprotein, c6 hoat tinh enzyme duy tri ciu
tric ciia telome & dau tin cua soi nhiém sic [50]. E6 tac dong dén promoter
hTERT (human telomerase reverse transcriptase) qua tuong tac véi E6AP va
truc tiép gin 1én protein hTERT, ngin giang hoa protein hTERT ting hoat
tinh cua telomerase [51].

Nhu véy, protein E6 tc ché qua trinh tu stra chita DNA bang cach
giang hoa protein p53, trc ché su phan cuc té bao bang viée e ché protein
PDZ. Protein E6 ciing thiic ddy sy phin bao khong kiém soat qua hoat dong
kich thich enzyme phosphoinositide 3- kinase va protein kinase, ngan can su
giang hoa telomerase do do duy tri hoat dong cua telomerase, kéo dai thé mut
telome. Protein E6 thiic day céac té bao co bat thudng vé gen phan chia khéng
kiém soat dan toi hinh thanh mé ung thu.
1.1.3.7. Protein E7

Protein E7 duogc cdu tao boéi hon 100 acid amin véi 02 ving gen bao
ton (conserved region - CR). Ving gen bao ton CR1 gdm acid amin tir 37-49
tham gia vao qua trinh sao chép va giang héa p53. Vi tri lién két v6i p53
LXCXE (Leu-X-Cys-X-Glu) nam trong ving gen bao ton CR2 tir acid amin
116-137, can thiét cho sy gan két voi p53 va phosphoryl hoa. Pau carboxyl
tan c6 cac dau chira kém véi 2 doan motif CXXC (Cys-X-X-Cys) ¢ vai trd
trung hop, cudn kém lai, c6 ai luc cao vdi pRb, E2F [52].

—_——

37 49 116

HFEPPTLHE - LYDLE VvPEvVIDETEHEAGFPP SDDEDE AdS E1A
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Hinh 1.8: So do protein E7 va cdc vi tri can thiép vao pRb [52]
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Protein E7 duoc biét dén voi kha ning tuong tac véi protein
Retinoblastoma (pRb), con duong PI3K/Akt va miRNA. Hoat dong ctia pRb
1a gin vao yéu t6 sao chép E2F1-3 dé ngin can chirc ning cia E3E1-3. Khi
protein E7 gan vao pRb s& khong cho phép pRb gan 1én E2F1-3, E2F1-3 duogc
giai phong, co thé gian voi yéu to diéu hoa chu trinh té bao DP-1, DP-2, r(t
ngin pha G1-S, ting su kém bén vimg ctia bd gen va giam apoptosis. Protein
E7 con giam dd bén cua pRb qua viée can thiép vao giang hoa protein ndi bao
bang phtrc hop cullin 2 ubiquitin [53]. Protein con gin tryc tiép 1én E2F, thic
day hoat dong dua té bao vao pha S ctia E2F va trc ché hoat dong sao chép cia
E2F6, kéo dai pha S ¢ té bao nhiém HPV [54],[55].

Bang cac con dudng khac nhau, protein E7 tuong tac véi protein ap ché
khdi u pRb, rat ngén giai doan tu sura chita & pha GI1-S cua té bao, tao diéu
kién cho su tich liiy cac dot bién qua mdi ky phan bao.

1.1.4. Sw ldy nhiém HPV va logi b6 HPV
1.1.4.1. Su ldy nhiém HPV

Quan hé tinh duc 1a con dudng lay lan HPV cha yéu. Ti 1& 1ay nhiém
HPV tur ban tinh nam sang nit va nit sang nam khac nhau gitra cac khu vuc va
ti 1& 1ay nhiém qua duong quan hé tinh duc ciing khac nhau [56],[57],[58].
HPV duoc phat hién & ban tinh sau 24 gio quan hé tinh duc. Tinh tir 13n quan
hé tinh duc trugc khi phat hién nhiém HPV, ti 18 lay nhiém HPV tu duong
sinh duc n&r sang ban tinh nam khoang 187,5 nguoi/100 nguoi/thang trong 8
tuan dau va tir duong sinh duc nam sang nit 100 nguoi/100 ngudi/thang sau 8
tuan 3 ngay [56]. Theo dbi trong 7,5 thang, ti 1¢ 1ay HPV tir nam sang nir
4,9/100 nguoi/thang trong khi tir nir sang nam 17,4/100 nguoi/thang [57]. Ti
I&¢ 1ay nhiém HPV nguy co cao tir nam sang nit cao hon tir nir sang nam;

nhitng cap tré tudi, HPV ton tai dai dang hon va lay nhiém cao hon [58].
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Tinh trang nhiém HPV con lién quan téi théi quen hat thudc 14, sé
lwgng ban tinh, dic biét ban tinh mac bénh lay truyén qua duong tinh duc, két
qua mé bénh hoc bat thuong [59]. Nhitng phu nit ¢6 tir 6 ban tinh tré 18n c6 nguy
co nhiém HPV gap 3,89 lan so vai ngudi ¢6 1 ban tinh [60]. Hon nira, nhiém
HPV nhém nguy co cao va nhiém dai ding c6 nguy co tién trién thanh CIN3+ ¢
nhitng phu nit sau sinh [61].

HPV khong chi 1ay nhiém qua con dudng quan hé tinh dyc am dao -
duong vat ma con qua cac con dudng quan hé tinh duc bang dudng miéng,
hau mén, dung cu tinh duc, con dudng tiép xuc da truc tiép [56],[57],[62].
1.1.4.2. Su loai bo HPV

Theo ddi tinh trang nhiém HPV & 2048 phu nit ton thuong cd tir cung
CIN3 va UTCTC trong 2 nam cho thdy, ti 1& nhiém HPV dai dang trén 6
thang ¢ phy nit cao tudi cao tudi, dic biét nhom hat thude 14 va dung thube
tranh thai dang tiém. Nhitng phu nit hut thudc 14 trén 20 diéu/ngay c6 ti 18
nhiém HPV dai dang trén 6 thang cao gap 1.4 lan phu nit hat dudi 10
diéu/ngdy. St dung thudc tranh thai bang duong tiém co ti 1& nhiém HPV cao
gap 1,2 1an so véi ngudi khong st dung. Ti 18 bénh nhan nhiém HPV nguy co
cao dai dang trén 6 thang cao hon nhém nguy co thap 2,1 lan [63].

Trong 2 nam theo ddi, Plummer nhan thay ti 1¢ nhiém HPV giam xudng
con 36% sau 6 thang, 20% sau 12 thang, 13% sau 18 thang va chi con 9% sau
2 nim nhiém [64]. Sau 18 thang, HPV nguy co cao nhu HPV16, HPV18,
HPV31 va HPV33 bi loai bo vai ti 1& thip & ca nhitng phu nir ¢6 két qua té
bao hoc ¢6 tir cung binh thudng hodc loan san [65]. Khan va cong su sau 10
nam sang loc theo ddi, da chi ra ring, 17,2% sb phu nit nhiém HPV16; 13,6%
nhiém HPV 18 phat trién thanh CIN3 hoic ung thu [66].

Céc cong bd trén thé gidi da chi ra rang HPV lay nhiém qua tiép xtic

tryc tiép. Lay nhiém HPV xuét hién khoang 24 gio quan hé tinh duc véi
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nguoi nhiém. Hau hét cac HPV nguy co thap bi loai bo sau 2 nam 1dy nhiém;
HPV nguy co cao nhu HPV16, HPV18, HPV31, HPV33 ton tai dai dang &
mo ton thuong loan san CIN va ung thu.

1.2. Ung thu sinh duc nir

Ung thu néi chung va ung thu sinh duc nit (UTSDN) néi riéng, két qua
giai phau bénh bao gdm mé ta khéng nhitng vé hinh thai té bao véi nhiing chi
tiét cu thé vé nhén, bao twong ma ca khu vyc gian bao cé vai trd quyét dinh
trong chan doan. UTSDN, ma tiéu biéu Ia UTCTC di duoc cac nha giai phau
bénh va 1am sang phan chia ca vé hinh thai mé bénh hoc, mé hoc va 1am sang.
1.2.1. Ung thw cé tir cung
1.2.1.1. Lich sir phdn logi ton thirong cé tir cung:

- Pau thé ky 19, William md ta bién d6i md bénh hoc & té bao ung thu
biéu md cd tir cung dang xam 1an ma sau nay goi 1a ung thu tai chd.

- Nam 1956, Reagan va Hamoic dua ra khai niém loan san (dysplasia)
dé 4m chi céc té bao biéu mo khong dién hinh kém biét hoa.

- Nam 1987, Richart voi khai niém CIN (cervical intraepithelial
neoplasia) 3 mé ta ton thuong tir dang loan san nhe t6i ung thu tai chd. CIN1
(loan san vira) - 1op té bao ddy (mang co ban) ting sinh 1/3 duéi tang biéu mo
bao tuong khong rong, khéng co hoc sang, nhan to nho khong déu. CIN2
(loan san trung binh) - 16p té bao day va cau sung xuat hién ¢ 2/3 dudi tang
biéu md, nhan to, ting sic, bao twong c6 cac hoc sang. CIN3 (loan san nang) -
cau sing ca 16p day xuyén subt tang biéu md, nhan sim mau, to nho khdng
déu, nhan mai, nhan chia.

- Nam 1992, theo hé théng phan loai cua Bethesda, ton thuong té bao biéu
md dugc chia thanh 2 loai: ton thuong biéu mé stng mic d6 nhe (low- grade
squamous intraepithelial lesion - LSIL) va ton thuong biéu md sing mic do
nang (high grade squamous intraepithelial lesion - HSIL). LSIL gém CIN1 hay
loan san nhe, u nhi, HSIL gom CIN2, 3, loan san vira va ning, ung thu tai chd.
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- Hé thdng phan loai Bethesda 2001 va Bethesda 2014 bo sung da dé
cap toi ung thu té bao vay va ung thu té bao tuyén [67].
1.2.1.2. Phén logi ung thw ¢6 tir cung
Theo phan loai giai phau bénh vé u ¢co tir cung cia T6 chac Y té Thé
gidi nam 2018, ung thu biéu mé co tir cung thanh céc loai té bao sau: ung thu
vay, ung thu t& bao tuyén va cac ung thu biéu mé khac.
- Ung thw vay
+ Ung thu té bao vay
Stung hoa
Khéng strng hoa
Mang day hoa
Lympho biéu mé hoa
Ung thu vay té bao sang
+ Vi xam nhap: ung thu vay tai chd
- Ung thur té bao tuyén
+ Ung thu té bao tuyén tiét nhay
+ Ung thu té bao tuyén noi tiét
+ Ung thu té bao trong
+ Ung thu té bao tuyén khéc
- Ung thw biéu mo khéac
+ Ung thu té bao tuyén vay
+ Ung thu té bao kinh
+ Ung thu than kinh noi tiét
+ Ung thu t& bao tuyén bang quang
+ Ung thu té bao tuyén day [68]
Hinh anh ung thu té bao vay va ung thu té bao tuyén dugc thé hién ¢
hinh 1.9.
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Hinh 1.9: Hinh dnh té bao ung thw cé tir cung

A): ung thir té bao vay khéng sieng héa:trong hinh tron mau dé la céc té bao
hinh da dién, tdp trung thanh tig dam, nhiéu té bao nhén qudi, khéng c6 cau
sing; B): ung thw té bao tuyén:trong hinh tron mau do la cdc té bao hinh tru
xép thanh nhiéu hang, nhan to nhé khéng déu [69].

Ung thu té bao tuyén vay 13 ung thu thé hdn hop gitta té bao biéu mo
tuyén va biéu mo vay. Té bao vay kém biét hoa tiét nhay nhung khong sing
hoa hoic khong cd cau stng & khu vuc gian bao [69].
1.2.1.3. Cdc yéu té lién quan dén UTCTC
* Hiit thuéc la va UTCTC

Céc nghién ctru trén thé gi6i chi ra rang hut thude 14 ¢6 lién quan truc tiép
dén UTSD nir. Khai niém huat thudc 14 khong chi dimg lai ¢ hién tuong truc
tiép hiit ma con & ca nhimng ca thé “bi” hat. Phy nit hit phai khoi thude 14 co
nguy co UTCTC cao gap 1,7 lan [70]. Hon nita, thuc nghiém gay nhiém khoi
thudc 14 1én sublineage té bao CIN 1 nudi cdy tach tir mo sinh thiét da duoc
bién nap gen E6 ciia HPV va sublineage té bao CIN 1 khong gay bién nap E6
ciia HPV cho thiy giam luong p53 va chét c6 1ap trinh cua sublineage té bao
CIN1 c6 bién nap cao hon sublineage té bao khong cé bién nap gen E6 cua
HPV [71]. O nhém hut thude 14, nguy co UTCTC & nhitng phu nit nhiém
HPV16 cao gip 14,4 lan so véi nhitng khong nhiém HPV; trong khi & nhom
khong hat thude 14, nguy co UTCTC & phu nit nhiém HPV16 cao gap 5.6 lan

so v&i nhitng phu nir khong nhiém [72].
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Nhu vay, hat thude 14 truc tiép hay gian tiép déu 1am tang nguy co mic
UTCTC.
* Quan hé tinh duc va UTCTC

Ti 1& phu nit c6 tién st st dung thubc tranh thai tir 5-9 nim mac
UTCTC gip 2,82 lan va trén 10 nam 1a 4,03 1an so v&i nguoi khong ding
thudc tranh thai [73]. Theo két qua nghién ctru tir Hiép hoi nghién ctru dich t&
UTCTC Quéc té, phu nir trong d6 tudi 20-30 ¢6 tién st 10 nam st dung thude
tranh thai bang dudng udng c6 nguy co mic UTCTC tai chd tir 7,3- 8,3
nguoi/ 1000 phy nit & cac ude kém phat trién va 3,8-4,5 ngudi/ 1000 phu nit ¢
cac nudc phat trién [74].

Tudi bat dau quan hé tinh duc, sb ban tinh lién quan té1 UTCTC. Tudi bét
dau quan hé tinh duc cang sém, nguy co ung thir ¢ tir cung cang cao, cu thé, voi
nhiing phu nir quan hé duéi 14 tudi, nguy co 1a 3,5 1an so v6i nguoi trén 25 tudi.
Nhitng phu nit ¢6 trén 2 ban tinh, bat dau quan hé tinh dyc & tudi <17 ¢ nguy co
UTCTC cao gip 5,9 lan so véi nhitng nguoi chi ¢6 1 ban tinh va bat dau quan hé
tinh duc & do tudi >25 [75].

*HPV va UTCTC

Céc nghién ctru trén thé gidi da chi ra rang HPV lién quan dén ton
thuong cb tir cung cling nhu UTSDN. Ti 1é duong tinh HPV tai cac mé ton
thuong ¢6 tir cung ting dan theo muc d6 tén thuong té bao, tir <10% trong
cong dong t6i 20 - 30% & dbi twong gai mai dam va dao dong tir 80 - 98% &
nhitng bénh nhan UTCTC. Chi tiét vé ti 1& nhiém HPV va tai liéu trich din
dugc mo ta trong muc 1.3.1.

Crosbie da mo ta chi tiét cac giai doan ton thuong sinh duc nir lién quan
dén HPV. Nhitng ton thuong t&i 16p biéu mo day tao diéu kién thuan loi cho
HPV xam nhdp va nhan 1én ¢ 16p té bao day. Cac té bao mang hat vi rit c6
cac hinh thai ton thuong khac nhau. HPV bién nap vao nhiém sac thé chu, ton

tai nhu thé nhan, phan chia cung véi sy phan bao cua t€ bao chu. Cac hinh
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thai ton thuong tir mirc do nhe nhu loan san tir 1/3 dudi 16p biéu mo (CIN1)
cho t6i 1/3 trén (CIN2), cho téi mirc do nang khi bién doi hinh thai nhan va té
bao ctia toan bd tang biéu moé (CIN 3), sy qua san dan t6i pha v& mang day
xam (ISC)xam nhiém xudng 16p dudi biéu md [76]. HPV thoat khoi sy kiém
soat ctia hé thong mién dich sé tiép tuc ton tai dai ding trong co thé chu gay
nén bénh ly ung thu [77].

C6 tir cung binh throng Loan san biéll mé vay Ung thw xam nhap

I 1T 1T 1

Mitc d6 nhe Mitc d6 nang

r

Grade 1 . Grade 2 Grade 3

Biéu mé vay
Thuong bi | (2

Trung bi

Lép té bao day
Mang day

Hinh 1.10: Chu ky phadt trién va ldy nhiém ciia HPV [76]

1.2.1.4. Phong va diéu tri UTCTC

Tuy vao giai doan UTCTC ma ¢ cac phuong phap diéu tri khac nhau
nhung phiu thuat loai bo 12 pho bién nhat. Phau thuat loai bé khdi u két hop
xa tr1 &p dung cho UTCTC giai doan IB, ITA. Cac ton thuong nang hon nhu tu
giai doan 1IB dén giai doan IV dugc két hop xa tri bén ngoai va bén trong,
Hoa tri liéu két hop xa tri ciing dugc ap dung mang dén hiéu qua diéu trj dang
ké cho bénh nhan & giai doan III. Phéi hop cac liéu phap da dat duoc ti 18
song sot 1én 16% [69].

Sau 10 ndm tiém phong vic-xin HPV16,18; 66% cac truong hop khong
bi mac CIN3+ [78].Vac-xin LIHPV véi tac dung phong nhiém HPV 6, 11,
16, 18 1am giam ti 18 loan san cd tir cung & muc do ning (CIN2, CIN3) sau

3,5 nam st dung liéu phap vac-xin véi liéu 40 mug HPV16 L1 VLP [79].
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Nghién ctru thyc nghiém ciing cho thiy hiéu qua cua vac-xin ES,
E7HPV 16 trong viéc trc ché giang hoa protein ap ché khdi u p53, pRb, tc ché
hoat hoa telomerase [80]. Liéu phap vic-xin E7THPV16 ¢6 hiéu qua giam ton
thuong loan san ¢6 tir cung CIN3 xudng CIN2 sau 9 tuan diéu tri [9].

Cung v&i su phat trién cta khoa hoc, liéu phap vic-xin htra hen tiém
nang trong phong UTCTC.

1.2.2. Ung thw am dao
1.2.2.1. Phan loai mo bénh hoc UTAD

Ciing nhu UTCTC, UTAD dugc WHO chia thanh cac loai té bao ung
thu biéu mé nhu sau:

- Ung thur té bao vay

+ Sung héa
+ Khong strng hoa
+ Mang day hoa
- Ung thw té bao tuyén
+ Ung thu té bao tuyén
+ Ung thu té bao tuyén noi tiét
+ Ung thu té bao trong
+ Ung thu té bao tuyén khac
- Ung thw biéu md khac
+ Ung thu té bao tuyén vay
+ Ung thu té bao tuyén tru
+ Ung thu té bao tuyén day
+ Ung thu té bao nho [81].
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Hinh 1.11: Hinh dnh ung thu té bao vdy sieng héa am dao.
Trong hinh tron mau do la hinh anh cac té bao biéu mé hinh da dién to nho

khéng déu, nhiéu viing thodi héa ngdm sirng, tao cau simg [81].
1.2.2.2. Cdc yéu t6 lién quan dén UTAD

Shah va cong su da phat hién su lién quan giita tudi va ching toc lién
quan vi UTAD. Nhom mac UTAD c6 do tudi trung binh 65,7 + 14,3 tudi; do
tudi 70-79 ¢o ti 1é mac UTAD cao nhat. Trong s6 phu nit mac UTAD , 66%
truong hop thudc toc ngudi da trang khong phai Tdy Ban Nha, 14% thudc vé
nguoi My goc Phi, 12% thudc vé ngudi TAy Ban Nha da trang va 7% thudc
cu dan ban dao Thai Binh Duong [82].

Ciing nhu UTCTC, UTAD lién quan dén sb lan quan hé tinh duc, tudi
bat ddu quan hé tinh duyc, tién st hat thude 14. Nhitng phu nit c6 4-5 ban tinh
c6 nguy co UTAD gap 3,1 lan nguoi c6 1 ban tinh. Nhimg ngudi bat dau quan
hé tinh duc ¢ do tudi dudi 17 c6 nguy co UTAD cao gép 2,1 1an nhiig ngudi
quan hé tinh duc sau 17 tu6i. Nhitng phu nit hat thudc 14 c¢6 nguy co mac
UTAD gap 2,1 lan so véi ngudi khong hat. Piac biét, 30% truong hop
UTAD trong nghién ciru ctia Daling c6 tién sir diéu tri UTCTC va chi s6
nguy co 1én téi 3,9. Tuy nhién, vic-xin phong nhiém HPV16 c6 lién quan
manh téi UTAD khi véi OR Ién t6i 4,3 [83]. Nhu vay, c6 thé két luan rang
HPV16 c6 nguy co mac UTAD nhiéu hon hut thude 14, tudi quan hé tinh duc
va sb ban tinh.
1.2.2.3 Phong va diéu tri UTAD

Chiéu xa 1a phwong phap diéu tri duoc ap dung cho céc truong
hop UTAD va ti 1¢ song sau 5 nam khoang 42% tuy thudc vao giai doan ung
thu [81].
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Sau 24 thang 4p dung liéu phap vic-xin phéi hop E6,E7THPV16 da lam
giam duodng kinh ton thuong loan san 4m dao VAIN2 t&i 40% va khong phét
hién HPV 16 tai noi ton thuong [84].

1.2.3. Ung thuw dm ho
1.2.3.1. Phan loai mo bénh hoc UTAH

Cac ton thuong sinh duc nit khac nhu VAIN (vaginal intraepithelial
neoplasia), VIN (vulva intraepithelial neoplasia), UTAH ciing duoc chan
doan nhu cac ton thuong cd tir cung.

WHO phan chia ton thuong té bao hoc UTAH thanh 02 loai: ung thu té
bao biéu mé va ung thu té bao hic t chi tiét nhu sau:

- Ung thu té bao biéu md
+ Ung thu té bao vay gom cac loai sing hoa, khong sing hoa,
mang day hoa....
+ Ung thu té bao day
+ Bénh Paget
- Ung thu té bao hic t6

Ung thu té bao vay am ho thuong gip hon ca, chiém t6i 80% céc
truong hop UTAH, ung thu té bao day va ung thu té bao hic to it gip hon.
Triéu chimg 1am sang ctia UTAH rat nghéo nan, thuong bénh nhan dén kham
vi mot vét loét hodc khdi u ving am ho. Ung thu té bao hic td thuong xuat

hién ving am vat hoac moi nhé [85].

RSP
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Hinh 1.12: Hinh dnh ung thw dm ho
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Trong hinh tron mau do ¢ tiéu ban A) Ung thu té vay simg héa: ddm té bdao
sirng héa xdam nhdp mé dém; B) ung thw té bao tuyén: mé dém bi xam nhdp
boi ddam té bao to nhé dwoc vdy quanh béi cdc té bao hinh tru nhdn to nhé
khong déu, xép song song véi nhau; C) ung thu té bdao hdc té: mé dém bi xam
nhdp béi cdc khoi té bao to nhé khdc nhau, nhan khéng ré, bao tiong chira
day hac to [85].
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1.2.3.2. Yéu t6 lién quan dén UTAH

Theo nghién ctru cia Lien va cong su, 95% cac trudng hop mac VIN ¢6
yéu tb nguy co cao nhu nhidm HPV, hit thudc 14 hodc suy giam mién dich
nhu nhiém HIV, ghép tang s& mac VIN & d6 tudi 30-50 va 5% cac trudng hop
tén thuong VIN nay s& phat trién thanh mun c6 hoic UTAH. 5% céc truong
hop tén thuong VIN c¢6 lién quan dén tudi, viém nhiém, stress oxy hoa va
stress thiéu mau nhung ¢ ti 35% céac truong hop tén thuong VIN niy sé
phat trién thanh UTAH stng hda [86]. Tuy nhién, thoi gian trung binh dé ung
thu hoa té bao biéu md vay tir ton thuong VIN duéi 28 thang va tir lichen
sclerosus toi 84 thang [87].
1.2.3.3. Phong va diéu tri UTAH

Phau thuat hoic phiu thuat két hop hoa tri liéu 1a phuong phép diéu tri
bat budc ddi véi UTAH [88].
1.2.4. Co ché ung thw sinh duc nir

Yéu 6 vi rat va khdng vi rat déu co lién quan dén co ché gy ung thu
noi chung va UTSDN noi riéng. Tom tit vé cac tac nhan gy ung thu duge mo
ta trong hinh 1.13 [77]. NO (nitric oxid) - oxit nito 13 gdc tu do duoc hinh
thanh tir acid amin L - arginin bdi enzyme NO synthase. Ciing nhu cac goc tu
do khéc, ham lugng cao NO va nitro hoat hoa tu do tir cac phan rng viém hodac
nhiém tring c6 thé 1am bd sung 1 vai nucleotide trén chudi DNA khién chudi
DNA bi dut gdy hodc hinh thanh lién két chéo giita 2 mach don. Nitro ty do
bién d6i G:C thanh T:A bang cach hinh thanh 8-nitroguamin [89]. Bang thuc
nghiém, Wei va cong su da chi ra rang, vdi ham luong 0,25-05 mmol/L DETA-
NO, sau 24 gid gay nhiém, s6 luong gen E6, E7 ctia HPV duoc nhan 1én gip 2
lan. Cung véi su gia ting ban sao cua gen E6, E7 1a sy giam déng ké c6 ¥ nghia
clia protein p53 va pRb, giam sb lugng té bao chét, ting dut giy chudi DNA va
tang tan sudt dot bién so vé6i nhitng té bao khong nhim HPV [90].
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Theo zur Hausen, ton thuong LSIL c6 thé bat dau tir viéc nhiém HPV
nguy co cao, HPV véi cac sublineage hoic khong do nhiém HPV nhu: quan
hé tinh duc nhiéu ban tinh, dot bién gen, hut thude 14, dot bién gen do viém
nhiém (nhiém herpes simplex, vi khuan hodc protozoal), hormon hoic thiéu
hut mién dich, bénh Iy di truyén bam sinh. Dot bién gen va cac dan Xuét cla
ostrogen 1a yéu t6 thuan loi thiic day cac gen cia Vi rit ting hoat dong va ting
cuong sy 1y nhiém dai dang cua vi rat HPV. D6 1a diém mau chdt trong qué
trinh 1am mat tinh 6n dinh hé gen té bao chu bai tac dong cua gen E6, E7 cta
HPV. Tinh 6n dinh cta bod gen chu khong con, ma cu thé 1a sy bién nap cua
gen E6, E7 vao b nhiém sic thé chi dan dén tén thuong ¢ muc d6 ning hon,
HSIL, tham chi ung thu tai chd va ung thu xam lan [77].

Co ché bénh sinh ctia UTSDN ¢4 thé tom tit nhu sau:

Quan hé tinh duc Hut thude 14 Thiéu hut mién dich
v6i nhiéu ban tinh

Viém nhiém do
vi khuan, virus l v

NO va goc tir do khac

Ostrogen va cac

: nguyén nhan khac
NhiémHPVEp | f
nguy co cao
E6, E7 HPV bién nap
] v
vao NST té bao chu :
& Dot bién DNA
Protein E6, E7 >
bat hoat p53, pRb
Khéng 511"a chita DNA > Ung thu
qua cac lan phan bao

Hinh 1.13: So do vé co ché gay ung thw sinh duc niv
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Vai tro cia protein E6, E7 cia HPV ddi v6i qua trinh tu stra chita cia té
bao di duge mo ta cu thé tai muc 1.1.3.6 va 1.1.3.7.
1.3. Nghién citu trong va ngoai nwéc vé HPV va bénh 1y lién quan
1.3.1. HPV va bénh ly sinh duc nir
1.3.1.1. HPV va bénh Iy ¢6 tir cung trén thé gidi

Cac nghién ctu trén thé gigi chi ra rang ti 16 nhidm HPV khéc nhau
gitra cac vung dia ly, gitta cac d6 tudi va su phan b loai HPV ciing khac nhau
gitra cac doi twong nghién ctu. Trong nghién ciu ndy, tac gia lan luot dé cap
tGi tinh trang nhiém HPV & cong dong, d6i twong nguy co cao-gai mai dam va
nhitng phu nix ¢ két qua mé bénh hoc bat thuong.
* Tinh trang nhiém HPV cé tir cung 6 cong dong

Theo nghién ctru ciia James, khoang 10% phu nit trén toan thé gidi
nhiém HPV, ti 1é cao nhét tap trung & chau Phi-22,9%, thit dén chau MY,
dung thir 3 1 chau A, véi ti 18 trung binh 1a 8,3% [91].
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Hinh 1.14: Tinh trang nhiém HPV trén thé gii [91]
Tai Italy, 8,8% phu nit trong cong dong nhiém HPV, trong d6, s6 phu
nit nhidém HPV16 cao nhat (32,6%). Nhom phu nir trong d6 tudi hoat dong

tinh duc c6 ti 1& nhi®m cao nhat, thip dan tir nhom tudi tir 25-29 (14%), tiép
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dén nhom tir 40-49 tudi (11,5%) va nhom phu nit trén 50 tudi co ti 1& nhidm
thap nhat (5%) [92].

Ciing nhu nghién ctu caa Ronce tai Italya, Sasagawa ciing dua ra két
luan vé tinh trang nhiém HPV tai cong déng phu nit Nhat Ban, chu yéu ¢
nhom phu nit & d6 tudi hoat dong tinh duc tir va ti 1& nhiém & nhém 16-50 tudi
chiém 25% vai céc loai HPV phé bién 1a: HPV52, HPV16 va HPV58 [93].

Ti I& nhiém HPV & phu nit Théi Lan c6 két qua té bao hoc ¢ tir cung
binh thuong l1a 8,2%, nhung ti 1& nhiém HPV & nhém phu nit c6 mé bénh hoc
binh thudng ciing chi 1a 6,2%. Nhoém phu nit tir 20-30 tudi nhiém HPV cao
nhat 21,3%. Nghién ctiru khdng chi ra chi tiét tinh trang nhiém céc loai HPV &
cac dbi tuong nghién cau [94].

*Tinh trang nhiém HPV ¢ gdi mai dim

Tir cac cong bd vé ti 1é nhiém va phan bé genotype cia HPV & gai mai
dam trén thé gisi, Soohoo da chi ra ti 1& nhiém HPV trung binh khoang
42,7%; ti 1& nhiém HPV16 1a cao nhat (38,9%), tiép dén HPV52 (32,7%) [95]

Tai Nhat Ban, ti I¢ nhidm HPV & gai mai dam 13 52,6% (103/196),
trong d6, HPV52 chiém ti I& cao nhat (29,1%) tiép dén HPV16 (24,3%) va
HPV/56 (18,4%) [96].

Ciing khong khac biét so vaoi Nhat Ban, tai Philippin, ti ¢ HPV duong
tinh & gai mai dam 1a 57,2% (211/369). Trong s6 gai mai dam c6 loan san té
bao biéu mo co tir cung, HPV52 duoc xac dinh 1a loai pho bién nhat (23,2%),
tiép theo 1a HPV16 (19,6%), HPV58 (10,7%) [97].

Tuy nhién, khi phén tich cac sublineage E6, E7 cua HPV16 da duogc
phat hién ¢ ddi tuong gai mai dam tai Nhat Ban va Philippin, Ishizaki da chi
ra rang, sublineage Asian phd bién tai Nhat Ban (80%) nhung European

prototype lai pho bién & gai mai dam Philippin (75%) [98].



28

Cac nghién ctru trén da chi ra rang gai mai dam c6 ti 16 nhiém HPV cao
hon hin so v6i phu nir trong cong dong néi chung. Néu nhu trén thé gidi, ti 16
nhiém HPV16 1a phd bién thi tai 02 qudc gia chau A, Nhat Ban va Philippin,
nhiém HPV52 14 bién nht.

* Tinh trang nhiém HPV tai mé UTCTC

Véi cac mau bénh pham nghién cru da dang tir phét c¢o tr cung, khdi
dtc nén, mau mo sinh thiét tuoi tir nhirng bénh nhan da duogc chan doéan ung
thu hodc tién UTCTC di duoc tac gia thu thap dwa vao nghién ctru.

Két qua nghién ctru tir 175 bénh nhan ung thu ¢6 tir cung xam 14n trong
d6 tudi 21-86 tudi tai Brazil cho thay, ti 1¢ nhiém HPV t6i 98,8%, don nhiém
chiém 75,3%, trong 6 HPV16 1a pho bién nhat, chiém 77,6% [99].

HPV duong tinh téi 91,5% (118/129) tai 129 mau sinh thiét mo
UTCTC cua phu nit Ma-réc, trong d9, ti 1& nhiém HPV 16 twong duong 87,3%
(103/118), HPV18-5,1% (6/118), HPV31-2,5% (3/118), HPV33-1,7% (2/118)
va HPV35-0,9% (1/118). Cac sublineage ciia HPV16 gom European-58,3%
African-31,1%, North American-11,6% [100].

Tai Italy, tir 171 khdi nén UTCTC, Tornesello di xac dinh duoc 81,8%
(140/171) trudng hop nhiém HPV, trong d6, ti 1& nhiém HPV16 1a 68,6%
(96/140), HPV18-10% (14/140), dong nhiém HPV16,18-2,9% (4/140),
HPV33-5,7% (8/140). Céc lineage ctia HPV16 gdm c6 European (HPV16 E)
chiém 68,3% (43/63) va None European chiém 31,7% (20/63). Cac sublineage
ciia HPV16 gdm European prototype T350 chiém 9,5% (6/63), Eropean G350 -
58,7% (37/63), African1-7,9% (5/63), Asian American - 23,9% (15/63) [101].

Ti 1¢ nhiém HPV tai ung thu xadm nhap (ICC) cta phu nit Nhat Ban 1a
93,6% (131/140) véi HPV16 chiém ti 1& cao nhat-40,5% (53/131); HPV18
dtng thir 2-24,4% (32/131); HPV52-8,4% (11/131).Tuy nhién, nhiém HPV16
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nhiéu nhat & nhém bénh nhan tir 40-49 tudi -45,5%; nhiém HPV18 va dong
nhiém HPV 16,18 cao nhét & d6 tudi 20-29 véi ti 16 60% va 20% [102].

Tu 416 mau bénh phém UTCTC tuoi cua phu nit Thai Lan,
Chansaenroj va cong su dd cong bd 94,7% (394/416) mau bénh pham nhiém
HPV, trong d6, don nhiém HPV chiém t6i 70,3%:; nhiém HPV16 chiém ti 1&
35,8% (141/394) céac truong hop, HPV18-16,2%; ding tha 3 13 nhiém
HPV58-4,6% (18/394) [103].

Tir 40 khéi nén UTCTC cua phu nit Thai Lan, Chopijtt va cong di xac
dinh dugc 100% (40/40) mau bénh phém ung thu té bao vay nhiém HPV,
trong d6, nhiém HPV16 chiém 75% (30/40). Asian sublineage va European
sublineage chiém ti 1¢ 1an luot 58,7% va 41,3% [104].

Két qua nghién ciu tir cac nudc trén thé gidi déu chi ra rang, ti 18
nhiém HPV tai cong dong khong cao, thuong dudi 20%, nhung ting 1én
dang ké (50-60%) & nhom gai mai dam va ting rat cao (>80%) ¢ nhom phu
nit ¢6 UTCTC. Mit khac, mic dd HPV52 va 16 déu 1a nhitng chung thudc
nhém nguy co cao nhung phan b6 khac nhau giita cac d6i tugng. Mic du
HPV52 phd bién & nhém gai mai ddm nhung HPV16 lai chiém ti 1& cao
nhat & nhom ung thu. Liéu tinh trang nhiém va phan b6 ching HPV tai Viét
Nam c6 khac biét gi so véi thé gi6i?

* Tinh trang nhiém HPV cé tir cung ciia Viét Nam

Nghién cau tai cong dong phu nit Viét Nam da két hon tai 5 thanh pho
I6n cho thay, ti 1& nhiém HPV dao dong tir 6,1-10,2%; ti 1& nhiém HPV16
hodc/va HPV18 dao dong tur 3,1-7,4%. Duong nhu cac vung dia ly véi nhitng
dic diém vé 161 séng da tao nén su khac biét vé ti 16 nhidm HPV nhung déu
cho thay ti I¢ nhiém HPV trong cong dong ngudi Viét Nam ciing nhu trén thé
gidi dudi 20% va nhiém HPV16 1a phé bién [105].
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Két qua nghién ciru trén 406 gai mai dam, tir 46 tudi 16-47 tudi tai Soc
Trang cho thdy, ti 18 nhiém HPV chiém 85%, HPV52-11,4% (50/438); trong
khi ti 16 nhiém HPV16 chi 13 6,6%; tiép dén HPV58 va 62 déu chi dung ¢
4,3%; HPV18-3,9% [106]. Tai khu vuc mién Bic Viét Nam, 49,5% (139/281)
gai mai ddm nhiém HPV, dic biét phoi nhiém véi HPV52 1a pho bién, chiém
28,1% (39/139); HPV16-18,7% (26/139); ti 1& nhiém HPV18, HPV51,
HPV58 déu chiém 16,5% (23/139) [11]. Sublineage Asian chiém t6i 95,8%
(23/24) cac bién thé HPV16; khong phat hién sublineage European prototype
tai gai mai dam [98].

Str dung cac cap mdi dic hiéu HPV6, 11, 16, 18 nhiam phat hién HPV
tai khdi nén UTCTC, Nguyén Phi Hung da chi ra ti 16 HPV duong tinh toi
84,4%; nhiém HPV16 1a 41,8%; HPV18-16,5%. Toan bd nhém ddi tuwong
nghién ctu dudi 30 tudi va trén 50 tudi déu nhiém HPV. Nhiém HPV16 cao
nhat & d6 tudi 60-69 (66,7%) nhung nhiém HPV18 chiém ti 1 cao nhit & nhé
50-59 tudi (28%) [11].

Nhu viy, cling nhu két qua cta cac nghién ctru trén thé gidi, ti 16 nhiém
HPV tang dan tir trong cong ddng t&i d6i twong nguy co cao - gai mai dam téi
nhitng bénh nhan UTCTC, du cho miu bénh pham 1a khéi nén dic hay mau
sinh thiét tvoi. Néu nhu HPV52 pho bién ¢ ddi tuong gai mai dam thi HPV16
lai phé bién tai bénh nhan UTCTC. Cung thuéc nhém nguy co cao, nhung c6
18 HPV52 di bi loai bo khoi co thé bai hé théng mién dich nén ti 16 HPV52
rat thap so voi HPV 16 & bénh nhan ung thu va HPV52 it ac tinh hon HPV16.
1.3.1.2. HPV va bénh Iy am h¢ trén thé gici

Nghién ctu tai Israel cho thay, ti 16 nhiém HPV tai ton thuong VIN3
(82,3% -14/17) cao hon so véi ti 1& nhiém HPV tai mé UTAH sinh thiét (60% -
6/10). Tuy nhién, tai m6 UTAH duong tinh HPV, ti I¢ nhiém HPV16 van
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chiém ti 1& cao nhat, t5i 66,6% (4/6), nhiém HPV54 va HPV82 déu chiém
16,7% (1/6), [107].

Tai Duc, ti 1é nhiém HPV tai ton thuong VIN2,3 12 92,3% (169/183) cao
hon tai UTAH-60,4% (29/48). Su sap xép phan bd genotype ¢ ca mé UTAH va
VIN2,3 déu nhu nhau, cao nhat 1a HPV16, tiép theo lan luot HPV33, HPV31
va HPV18. Trong s6 bénh nhan UTAH nhidm HPV, ti 1é nhiém HPV16 chiém
66,5% (19/29), HPV3-13,8% (4/29), HPV31-6,9% (2/29) va HPV18-3,5%
(1/29) [108].

Theo két qua nghién ctru tir Ha Lan cta van de Nieuwenhof, ti 16 HPV
duong tinh tai 130 mau UTAH la 34,6% (45/130), trong dd, c6 t&i 44,4%
(20/45) bénh nhan nhiém HPV16, nhiém HPV33 chiém t&i 15,6% (7/45)
trong khi ¢6, HPV18 chi chiém 6,7% (2/45) [109].

Tai Thai Lan, ti 16 HPV duong tinh duoc tach ra tir khdi nén UTAH
chiém t6i 61,7% (29/47), trong d6 nhiém HPV16 chiém 79,3% (23/29),
HPV89- 6,9% (2/29) HPV/58-3,4% (1/29) [110]

Céc nghién ctu vé ti 1& nhiém HPV tai bénh Iy am ho déu chi ra rﬁng ti I¢
nhiém HPV & ton thuong tién ung thu cao hon ti 1& nhiém HPV tai mdé UTAH
Tuy nhién, HPV16 van 13 pho bién nhat; HPV 18 khong phai 14 loai pho bién thir
2 tai mo6 UTAH.

1.3.1.3 HPV va bénh Iy am dao trén thé gici
Cong b tir Israel cho thay, ti 18 nhiém HPV ton thuong VAIN3 (92,3%)
cao hon so véi ti 1& nhiém HPV tai mé UTAD (4/6-66,6%). Tai mo UTAD, ti
1¢ nhiém HPV16, HPV33, HPVS82 déu chiém ti 1é nhu nhau 25% (1/4) [107].
Tai Dtic, ti 1¢ HPV duong tinh tai khdi dtc nén ton thuong VAIN2, 3
1én t6i 90,9%, trong d6 nhiém HPV 16 chiém 70% (7/10) nhung khong nhiém
HPV18, 33, 35 [108].
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Theo nghién ctru cua Larsson, 53,6% (37/69 truong hop) mé UTAD
cua phu nit Thuy Pién nhiém HPV; trong d6, HPV16 chiém ti 1& cao nhat
70,3% (26/37), tiép theo 1a HPV18, HPV31, HPV33, HPV52 déu chiém 5,4%
(2/37) [111].

Tai My, 75% (45/60) md UTAD nhiém HPV, trong d6, nhiém HPV16
chiém 73,3% (33/45), HPV33-24,5% (11/45) va HPV18-2,2% (1/45) [112].

Ciing nhu UTAH, ti 1é mac UTAD tai cac nudc trén thé gidi rat thap,
chinh vi vay, cic cong b vé UTAH, UTAD ciing it hon UTCTC. Tuy nhién,
cac nghién ctru déu chi ra rang ti 16 nhiém HPV tai mé tién ung thu cao hon tai
mo UTAD. Nhiém HPV16 pho bién nhat tai moé UTAD, dung thir 2 1a HPV33.
Nhiém HPV 18 va HPV52 khong phai 14 loai phd bién tai mé UTAH, UTAD.
1.3.2. Lién quan giita genotype ciia HPV Va logi t¢ bao ung thw
1.3.2.1. Lién quan giita genotype ciia HPV véi logi té bao ung thu UTCTC

Tonesselo d chi ra rang, trong nghién ctru cia ong chi ¢6 2 loai loai té
bao ung thu theo phan loai cia WHO: ung thu té bao vay va ung thu té bao
tuyén. Phan 16n (77,2%-132/171) UTCTC loai ung thu té bao vay, con lai 1a
ung thu té bao tuyén. S6 bénh nhan nhiém HPV & loai ung thu té bao vay Ién
t61 85% (112/132) va nhdm ung thu té bao tuyén ciling co t6i 72% (28/39) sd
ca nhiém HPV. Tai ung thu té bao vay, ti 1€ nhiém HPV16 cao hon HPV18
(71% va 57%) nhung tai mo ung thu té bao tuyén, nhiém HPV18 lai pho bién
hon HPV16 (18% va 8%) [101].

Tai Thai Lan toan b bénh nhan UTCTC déu c6 ung thu té bao vay va
ti 1¢ nhiém HPV tai té bao nay 1a 100%, trong d6, nhiém HPV16 chiém téi
75% [104].

Trong nghién ctru ctia Nguyén Phi Hung, 42 bénh nhan UTCTC c6
xuat hién céc loai té bao ung thu véi ti 18 giam dan 13 ung thu té bao vay, ung

thu t& bao tuyén va ung thu t& bao hdn hop tuyén vay. Nhiém HPV16 va
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HPV18 ¢ su khac biét & 3 loai ton thuong trén. Nhiém HPV16 cao nhét tai
ung thu té bao vay (47,6%), tiép dén HPV 18 nhung nhiém HPV18 tai ung thu
té bao tuyén cao hon HPV16 (11,9% va 7,1%); md ung thu té bao hén hop
tuyén vay chi nhiém HPV 18 véi ti 1& 7,1%, su khac biét nay c6 y nghia théng
ké voip = 0,008 [11].

Nhu vdy, mic du déu nghién ciru tir cac khdi nén duc nhung céc nghién
ctru ¢6 su khac nhau vé loai loai t& bao un g thu, tuy nhién, loai ung thu té bao
vay van chiém ti 1& cao nhat. Ti 1¢ nhiém HPV va HPV16 tai ung thu té bao
vay luon chiém wu thé hon so véi ung thu té bao tuyén va ung thu té bao hon
hop tuyén vay.
1.3.2.2. Lién quan giita genotype ciia HPV véi logi té bao ung thw UTAH, UTAD

Cong bd vé cac loai té bao UTAH, cé4c nghién ctru chi ra rang ung thu
té bao vay 1a loai ton thuong pho bién. C6 t&i 88,2% (60/68) moé UTAH tai
My va 59,3% (35/59) tai Israel thudc loai ung thu té bao vay. Ung thu té bao
day chi chiém 11,9% mo6 UTAH tai Israel; 3,0% tai My [107],[113]. Paget’s
am ho chiém tdi 13,5% (8/59) UTAH tai Israel; 8,8% tai My [107],[113]. Ung
thu té bao hic t6 va ung thu té bao day khong lién quan toi nhiém HPV [114]

Theo cong bd tir Ottawa, Canada, 02 loai loai t& bao hoc thudng gip tai
md UTAD Ia ung thu t& bao vay (83,3%-10/12) va ung thu té bao tuyén
(16,7% - 2/12) [115]. Tai My, UTAD loai té bao ung thu té bao vay chiém
86% (49/57); ung thu té bao tuyén chiém 14% (8/57). Mic du nhiém
HPV16,18 dugc xac dinh té1 63,3% (37/49) tai m6 UTAD loai ung thu té bao
vay nhung chi c6 25% (2/8) tai ung thu té bao tuyén nhung su khac biét nay
khong c6 ¥ nghia théng ké (p=0.08) [112]. Lién quan giita diethylstilbestrol va
ung thu té bao trong 4m dao van con dang 1a van dé tranh Céi.

Céc nghién ciru trén thé gidi vé loai té bao tai mé6 UTAH va UTAD déu

chi ra rang ung thu té bao vay 1a loai ton thuong phd bién nhat tir 59-88%,
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ung thu té bao tuyén 1a loai té bao thudng gip thtr 2 & UTAD nhung ung thu
té bao ddy lai dimg thir 2 tai mdé UTAH nhung vdi ti 18 rat thap, dudi 20% cho
ca 2 loai ung thu. HPV16 duogc xac dinh & ung thu té bao vay ctia ca UTAH
va UTAD véi ti 1¢ cao nhat nhung HPV18 xuat hién véi ti 1 thap, tham chi
khong xac dinh duoc. Su khac biét vé tinh trang nhiém HPV16,18 véi cac loai
té bao UTAH, UTAD khéng c6 ¥ nghia thong ké.

Céc nghién ctru vé HPV xéc dinh tir cac khéi dic nén UTCTC kha phd
bién & cac chiu luc va cac nudc trén thé gidi. Tuy nhién, nghién ctru vé
UTAH, UTAD rit it va ¢& mau rat thdp. Chua c6 nghién ctru ndo nghién ctru
genotype ciia HPV dong thoi ca UTCTC, UTAH, UTAD. Cho téi thoi diém
hién tai, chua c6 cong bd chinh thic vé& phan bd genotype cua HPV, lineage
cua HPV16 ¢ bénh nhan UTCTC, UTAH, UTAD va lién quan giira genotype
ciia HPV véi loai té bao ung thu & UTSDN. Chinh vi vay, chung t6i can
nghién ciru ti 1& nhiém HPV tai mé UTCTC, UTAH, UTAD sinh thiét tuoi dé
nham mang dén gia tri xac thuc nhat vé genotype ciia HPV va lineage cia
HPV16 ciing nhu lién quan giita genotype ctia HPV véi loai té bao ung thu
UTSDN lam co s& dit liéu cho hoach dinh chién luoc vac-xin phong nhiém va
diéu tri nhiém HPV tai Viét Nam.

1.4. Cac k¥ thuat phat hién HPV va xét nghiém mé bénh hgc
1.4.1. Ky thudt phdt hién HPV
1.4.1.1 Ky thudt tach chiét DNA ciia HPV tir mé ung thu

DNA cua HPV duoc tach chiét tir miu mé tuoi hodc khéi nén. Tuy
nhién, tir nam 1991, Greer va cong su da cong bo kich thude cua san pham
DNA tach tir khéi nén dugc khuéch dai bang ki thuat PCR giam dan theo thoi
gian bao quan [116]. Mic du khong cé su khac biét nhung ti 1 nhiém HPV &

mau md UTCTC twoi cao hon tai khdi nén [117]. Viéc sir dung mau mé ung
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thu twoi dam bao tinh nguyén ven DNA cta HPV trong cac ky thuat khuéch
dai gen L1 va E6, E7, tinh chinh x4c cua két qua nghién ctru.

Kit tach chiét DNA cua Sigma-Alderich véi enzym thiy phan
Proteinase K c6 tac dung thily phan cac protein mo tuoi thanh cac acid amin.
Dudéi tac dung cua alcol ethylic, DNA dugc tua. Cac budce rira khdi tia nhim
thu hoi toi da DNA HPV tlr mau bénh pham ung thu. Chi tiét qui trinh tach
DNA duoc mo ta trong phu luc s6 1.

San phém DNA sau tach chiét dugc do do tinh sach tai budc song 260
va 280 nm. Cac DNA c¢6 do hép thu quang hoc tdi da & bude song 260nm, su
hép thu tdi da cua protein & budc song 280nm 1a co s dé sir dung chi s6 OD
260/280 nhu mdt tiéu chi danh gia d6 tinh sach cia DNA tir md tach chiét.
1.4.1.2 Khuéch dai gen ciia HPV
* Khuéch dai gen ciia HPV bang phén iing PCR

Phan Ung khuéch dai PCR nham khuéch dai doan gen dich 1én nhiéu
lan so voi s ban DNA ban dau bang cac cip mdi xudi va nguge dic hiéu.
Phan umg PCR trong nghién ctru HPV dugc sir dung dé khuéch dai gen L1
phat hién nhiém HPV hoic khuéch dai voi nucleotide da duge biotin hoa
nham phyc vu k¥ thuat lai trén mang. Phan tng PCR véi cac dideoxynucleotid
va cap moi twong tng nham phuc vu ki thuét giai trinh tu gen L1 hodc trinh
tu gen E6, E7.

Gen L1 twong ddi bén vimg va 6n dinh nén L1 13 cin ¢t dé xac dinh
nhiém HPV va x4c dinh genotype ctia HPV. Cac cip mdi phat hién gen L1 c6
kha niang phat hién nhiéu loai HPV nhu: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 42,
45, 51, 52, 54, 56, 58, 59, 66, 68, 70, va 74. Cip moi GP5*/6" khuéch dai
doan gen L1 kich thuéc 150 bp c6 d6 nhay cao hon cip mdi MY09/MY11
(khuéch dai doan gen L1 kich thudc 450 bp) [118].
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Cap mdi bé sung MGP5'/6* duoc thiét ké trén co s& cip modi goc
GP5*/6* khuéch dai doan gen L1 140bp cua HPV c6 thay thé 1 nucleotid va
tang kich thudc 1én 10 bp v6i cap mdi gbe da ting kha ning phat hién HPV tir
0,7 1&€n 17,2%. Cac loai HPV nguy co cao dugc cap mdi bd sung phat hién véi
s6 ban copy nhiéu hon cip moi gbc GP5*/6* [119].

Cap mdi gbc GP5*/6* va cip mdi bo sung MGP5*/6* di duoc Hoang va
cong su khuéch dai thanh cong doan gen L1 kich thudc 140 bp cua HPV [10].
Do 1a co so khoa hoc cho viée st dung cip mdi b sung MGP5*/6*trong
nghién ctru nham t6i wu hoa kha ning phat hién HPV tai mé UTSDN.

Phéan tmg khuéch dai gen E6, E7 ciing da duogc Ishizaki va cong su toi
vu hoa va khuéch dai thanh cong [198]

* Khuéch dai gen ciia HPV phdn itng real-time CPR

Real-time PCR cho phép khuéch dai va xac dinh s6 lugng ban sao duoc
tao ra trong tirng chu ky nhiét. Két qua DNA dich dugc hién thi ngay sau mdi
chu ky nhiét dua trén su ty 18 thuan giita tin hiéu huynh quang phat ra va sb
luong ban sao DNA duoc tong hop.

Chét phat huynh quang chén vao soi d6i DNA lam ban sao DNA dich
duogc tao ra phat huynh quang khi c6 nguon sang kich thich. Chét phét quang
thuong dugc sir dung 1a SYBR Green 1 hodc cac mau do dic hiéu (Tagman
probe, Beacon probe, Hybridization probe...).

Phuong phép real-time PCR ¢6 thé thyc hién nhanh, gia thanh khong
dat, dinh lugng duoc san pham DNA va RNA. Phuong phap nay c6 thé phét
hién duoc 10.000 chudi gen sao chép/phan ung.
1.4.1.3 Phat hién genotype cua HPV
* Ky thudt lai trén mang (hybridization dot blot)

K¥ thuat lai trén mang genoarrays phat hién 21 loai HPV bao gém 15
HPV nguy co cao (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66,
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68) va 6 HPV nguy co thap (6, 11, 42, 43, 44, CP8304 (81)). K¥ thuat lai trén
mang duoc tién hanh dya trén nguyén 1y: trén mdi vong tron ciia mang lai ¢6
mdt soi don DNA mau dugc ¢b dinh sin trén mang lai. DNA cua HPV téach tur
bénh phém, sau khuéch dai gén biotin, lai véi DNA mau c6 dinh sin trén
mang lai hinh thanh chudi d6i DNA-biotin. Chudi d6i DNA-biotin ma truc
tiép 1a biotin tiép tuc lién két véi streptavidin-alkalinphosphat trong dung
dich enzym hinh thanh phtc hop enzyme mién dich c6 dinh trén mang, s&
thuy phan phuc NBT/BCIP (nitro blue tetrazolium, bromo-chloro-indolyl
phosphate) hinh thanh hdn hop mau tim trén mang lai. Mdi vong tron mau
tim twong Gng véi két qua duong tinh vdi 1 loai HPV theo qui udc ciia nha
san Xuat.

* Ky thudt gidi trinh tw trwe tiép sau lai tdch dong

K¥ thuat lai tach dong sir dung vector TOPO (c6 san dau tu, cho chi thi
trang/xanh) va enzyme lai nham ky vong mdi soi don PCR DNA duoc lai voi
mot vector va dugc nhéan Ién thanh nhitng dong té bao riéng biét trong E. coli.
K¥ thuat tach dong rat ton kém thoi gian va nhan luc nhung cho két qua trinh
tu DNA riéng biét trong trudng hop dong nhidm ma k¥ thuét giai trinh tu truc
tiép khong thé co dugc.

Giai trinh tu gen bang phuong phap hoa hoc dugc phat minh nhiing
nam 1977 béi Maxam va Gibert; cung thot gian d6, Sanger da phat minh
phuong phap enzym giai trinh tuy DNA. San pham PCR dugc khuyéch dai véi
nguyén liéu 1a cac ddNTPs c6 gan chat huynh quang duoc dién di trén mao
quan chira polyacrylamide. Su phat sang chat huynh quang dudi anh sang la-
de duoc ghi nhan bai bo phan cam quang dudi dang cac biéu d6 twong Ung

cac mau (A: do, T: xanh da tro1, G: cam, C: xanh 14 cay).
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1.4.2 Xét nghiém mo bénh hoc

Xét nghiém mo bénh hoc 1a xét nghiém chan doan xac dinh loai ton
thuong. Cac mo sau khi duc nén duoc cat lanh, nhuém HE va quan sat duoi
kinh hién vi vat kinh 100. Cac loai té bao ung thu sinh duc gém ung thu biéu
mo va ung thu té bao khac. Ung thu biéu m6 ma dién hinh 13 ung thu té bao
vay duoc dinh nghia la sy xam nhép cac té bao vay véi do biét hoa da dang.
Ung thu té bao vay co thé simg hoa (keratinizing) hoic khong stmg hoa (non -
ketonizing), mang day hoa (basaloid)... Ung thu té bao vay simg hoa c6 cac
dao sirmg ma trung tam 13 simg duoc bao quanh boi cac vong xoan té bao vay.
Ving gian bao c6 cc hat stmg trong sudt va khu vuc bao twong cling stng
hoa. Nhan té bao to hon va chit nhiém sic ting bat mau. Té bao kém biét hoa
thuong & ving ngoai vi cuia khdi tham nhiém. Loai ung thu té bao vay khong
stmg hoa, cac té bao stng hinh da giac c6 thé c6 rai rac té bao sing hoa va
cau stmg ndi bao nhung khong c6 dao simg. Té bao don doc hodc tu thanh
hop bao, nhan khong dong déu. Nhan va té bao c6 hién tuong da hinh, nhan to
nhung chua c6 nhan chia hat nhiém sic khong min [69].

Ung thu té bao tuyén 1a loai ung thu biéu hién sy biét hoa cua tuyén.
Nhuom héa mé mién dich khong nhitng phan biét duoc ton thuong lanh hay ac
tinh ma con can ctr vao d6 dé phan nhom phu ung thu té bao tuyén ciing phat
hién tuyén cod trong hay tuyén niém mac tir cung. Khéi u duong tinh voi
receptor estrogen, vimentin, 4m tinh v&1 khadng nguyén ung thu phoi
(carcinoembryonic) thuong c6 nguon gbc tir ¢o trong. Ung thu té bao tuyén
niém mac to cung thuong am tinh vaéi receptor estrogen, vimentin nhung
duong tinh v6i khang nguyén ung thu phoi. Cac té bao tuyén van dung thanh
hang 6n dinh, ndi bao gidu chat nhay, nhan bat mau kiém [69].

Chi tiét vé phan loai té bao ung thu di duge mé ta & muc 1.2.1.



39

Chwong 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. P6i twong nghién ctru
Nghién ctru dugc thuc hién trén 214 bénh nhan UTCTC, UTAH,
UTAD chéan doan tai Khoa Kham bénh, Bénh vién K Trung wong; Khoa
Ngoai 1, Bénh vién Ung budu thanh phé HO Chi Minh; Khoa Giai phau bénh,
Bénh vién Phu san Trung wong tir thang 6 nam 2013 dén thang 10 nam 2018.
2.1.1. Tiéu chudn lwa chon
- Céac bénh nhan mic UTCTC, UTAH, UTAD nguyén phat.
- Bénh nhan c6 thé méc 01, 02 hodc ca 03 trong s6 03 ung thu: UTCTC,
UTAH, UTAD.
- Bénh nhan chua dugce diéu tri br?lng héa chit hoic tia xa.
- Céac bénh nhan duoc chan doan ung thu bang két qua xét nghiém mo
bénh hoc.
- Bénh nhan dong y tham gia nghién ctru
2.1.2. Tiéu chudn loai triv
- Bénh nhan miac UTCT, UTAH, UTAD tht phét
- Bénh nhan miac UTCT, UTAH, UTAD nguyén phat nhung dang diéu
tri tia xa hodc hoa chat
- Khéng dong ¥ tham gia nghién ctru
2.2. Phwong phap nghién ctru
2.2.1. Thiét ké nghién ciru
Nghién ciru mé ta cit ngang,
2.2.2. C& mdu
214 bénh nhan duoc chon trén co sd ldy miu thuan tién. Cac mau

nghién cau s& duoc thu thap lién tuc cho dén khi két thuc nghién ctu.
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2.2.3. Cdc chi sé nghién ciru
- Théng tin tudi
- X¢ét nghi€ém mo6 bénh hoc tir bénh phém sinh thiét hoac phau thuat loai
bo. Két qua mo bénh hoc 1a tiéu chuin vang trong lya chon bénh nhan, do do,
két qua phai dugc doc boi cac bac sy chuyén khoa Giai phiu bénh cua cac
Bénh vién noi thu thip mau nghién ciru.
- Két qua vé gen cua HPV:
o Tilé nhiém HPV
o Két qua genotype ctia HPV bang ki thuat genoarrays
o Két qua lineage, sublineage E6, E7 cia HPV 16
2.2.4. Trang thiét bi, héa chit
2.2.4.1 Trang thiét bj
Dung cu phai dugc vé tring tuyét ddi (hap wdt 120°C trong 20 phat).
- May hap vo tring dung cu.
- May PCR Thermal cyclers, Biocompare
- May Hybri Max (brc)
- May giai trinh tu gen 310 Genetic Analyser
- Tt lanh séu (-30°C, -80°C), ti 4m.
- L0 vi séng (Toshiba).
- May ly tam dé ban Eppendorf (Pirc), may ly tAm lanh Beckman (USA).
- Hé thong dién di ngang Mupid (Nhat Bén).
- May soi gel va chup anh tu dong: Chemidoc EQ-Bio-Rad (USA).
- May do néng d6 DNA Nano Drop 1000 (M3).
- Tt 4m.
- Budng hut.
- Pipette, pipette tip, polypropylene tube (0,1 pL - 1000 pL).
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-Ong PCR, éng effpendorf 1,5ml, dng Falcon, gang tay, gidy tham da
dugc vo tring tuyét doi.
2.2.4.2. Héa chat

- Tach chiét DNA tir mé twoi: Sigma-Alderich

- K§ thuat PCR: dung dich dém, cap mdi dic hiéu, NTPs, Ampli Taq
Gold (DNA polymerase), Mg%, nuéc cét 2 1an vé tring.

- Pién di san pham PCR: gel agarose, dung dich TBE (boric acid EDTA),
ethidium bromide, loading dye, thang DNA chuan 100 cip base nito (marker
100 cap base nito)

-K¥ thuat lai trén mang genoarrays: Hydri-bio (Hongkong) gém
NTPs biotin héa, DNA Taq polymerase, Mg**, nudc cét 2 1an; Hybridization
Solution, Blocking Solution, NBT/BCIP

- K¥ thuét gidi trinh tw gen: BigDye Terminator v3.0 Ready Reaction
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) gom BigDye Terminator v3.0
(dATP, dCTP, dGTP va dUTP), BigDye buffer, cip moi ddc hiéu, dung dich
formamide.

2.2.5. Quy trinh nghién ciru

2.2.5.1. Lwa chon déi twong nghién ciru, ldy chdp thudn nghién ciru, thu thdp
mau nghién ciru

* Lwa chon bénh nhan

Nhitng bénh nhan duogc chan doan lam sang UTCTC, UTAH, UTAD
nguyén phat boi cac bac si chuyén khoa san phu khoa c6 chi dinh sinh thiét
hoac ph?lu thut toan bo khdi u phuc vu chan doan xac dinh ung thu hodc
phuc vu diéu trj bénh s& duoc lya chon tham gia vao nghién ctru.

* LAy chap thuin tham gia nghién ctru
Cung cap thong tin vé nghién ctru cho ddi tuong nghién ctru (gidi thicu

ve dé tai nghién ctru, muc dich cia nghién ctru, gidi thi€u vé nguoi nghién



42

ctru, qui trinh thuce hién nghién ctru, nhimg rui ro cé thé xay ra, loi ich cua
nguoi tham gia nghién ctiru, ddm bao tinh bi mat ctia ngudi nghién clru, nghia
vu cua ngudi tham gia nghién ctru, su tinh nguyén tham gia hoac rat ra khoi
nghién curu).

Lay chip thuan nghién ctru.

* Thu thip miu nghién ciru:

01 mau bénh pham ung thu tuoi co kich thudce 2x3mm duoc quan lanh &
trong binh ni to 1ong cho dén khi dugc xét nghiém tach HPV DNA. 01 miu
bénh phém tuong rng dugc cho vao dung dich formol va bao quan tai nhiét do
3-5°C trong thoi gian 48-72 gior dé doi duc khudn parafin doc giai phau bénh.

Nhitng mau bénh pham di bao quan trong ni to 1ong co két qua mod
bénh hoc ung thu dugc lya chon phan tich gen cia HPV. Mau bénh phém loai
trir s& duoc xtr Iy nhu d6i voi chat thai cong nghiép gy nhiém. Cu thé céc
bénh pham d6 s& dugc hip wdt tai nhiét do 121°C, ap suét 2 at, thoi gian 20
phut dé dam bao khong con kha nang gay nhiém.

197 mau bénh pham UTCTC, UTAH, UTAD thu thép tir Bénh vién K
Trung wong duoc phan tich gen tai Truong Pai hoc Kanazawa, Nhat Ban theo
khuon kho dé tai hop tac nghién ctru cip Nha nudc cua Trudng Pai hoc Y
Duogc Hai Phong va Truong Pai hoc Kanazawa, Nhat Ban.

17 mau UTAH thu thap tir Bénh vién Phu san Trung vwong, Bénh vién
Ung budu thanh phé H6 Chi Minh dugc phan tich gen tai Trung tam Nghién
ctru Gen va Protein cia Truong Pai hoc Y Ha Noi khi nghién ctru van tiép tuc
sau khi d¢é tai cap Nha nudc da két thuc.
2.2.5.2. Xét nghiém mo bénh hoc

Mo ung thu sau khi dac khuén duogc cét lat va nghién ciru vé dic diém
mo, té bao tai Khoa Giai phau bénh, Bénh vién K Trung wong, Bénh vién Phy

san Trung wong, va Bénh vién Ung budu thanh phd H6 Chi Minh.
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2.2.5.3. Cac ky thudt phan tich gen HPV

Céc phuong phap thao tic véi DNA chu yéu thuc hién theo Sambrook
va cong su (2007), mot s6 phuong phéap tién hanh theo céac kit va huéng dan
ctia nha san xuat.
2.2.5.3.1 Tach chiét DNA

K§ thuat tach chiét DNA cia HPV bang hoa chit cua hing Sigma-
Alderich (Puc) va tuan thu theo qui trinh ctia nha san xuat. Chi tiét dugc mo
ta & phu luc $6 2.
2.2.5.3.2 Kiém tra do tinh sach cia DNA sau tdch chiét

DNA duoc kiém tra d6 tinh sach bﬁng do ti 1¢ mat do0 quang DNA ¢ 2
budc song 260 va 280 nm, gid tri cho phép tir 1,62-1,96. San pham DNA
duoc bao quan nhiét 4o (-20°C ) dén (-30°C) dé phuc vu cho k¥ thuat xac dinh
genotype HPV.
2.2.5.3.3 Xdc dinh nhiém HPV
* Khuéch dai gen L1 ciia HPV

Khuéch dai doan gen L1 cuia HPV dai 140 bp bang k¥ thuat PCR voi
cdp mdi GP5*/GP6* original, GP5*/GP6* modified va chu trinh nhiét da duoc
chuan héa. Trinh tu cic cap mdi duge mo ta nhu bang 2.1.

Bing 2.1: Trinh tw nucleotid ciia cdc cdp moi GP5*/GP6*

Tén moi Loai Trinh tw Kich thude
mdi (bp)
GP5*/6*  GP5* 5’-tttgttactgtggtagatactac-3’ 23
original GP6" 3’-cttatactaaatgtacaaataaaaag-5’ 25
GP5'/6*  GP5'M1 5’-tttRactgttgtWgatactac-3’ 21

modified GP5*M2 5’-tgtWactgttgtWgataccac-3’ 21
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GP5*M3 5’-gtWactgttgtRgacaccac-3’ 20
GP6'M1 3’-cttatactWaatgtcaaataWaaagttaa-5’ 29
GP6'M2 3’-cttaWactaaatgtYaaatacaaag-5’ 25
GP6'M3 3’-ctcaWactaaacgtYaaataaaaag-5’ 25

(GP5™: moi xudi’; GP6*: moi nguoc;, R: C hoac T; W: A hoac T; Y A hodc G)
Qui trinh khuéch dai gen L1 gdm cac giai doan sau:
+ Giai doan 1: Chuan bi master mix cho phén ing PCR
- Chuan bi effendorf 0,2ml d3 danh d4u sin tht tu cac mau
- Chuan bj hoa chat dé thuc hién phan tng
- Lam tan hoan toan hoa chat, tron déu sau d6 ly tAm nhe dé toan bd dich
trén nap ong roi xudng
- Tién hanh pha hdn hop phan tng theo bang sau:
Bing 2.2: Thanh phan phén vrng khuéch dgi gen L1 ciia HPV bang cdp
moi GP5+/6+ original va GP5+/6+ modified

Thanh phan Thé tich phéan vng (UL)
Mbéi GP5*/6* original Modi GP5*/6* modified
bém 10X 3,0 30
NTPs 2mM 3,0 3,0
MgCl,; 25mM 4,2 472
Moi 0,375 0,3
Ampli Taq Gold 5U/uL 0,3 0,3
Nuéc cét 16,125 16,2
DNA khudn 3,0 3,0

Tong 30 30
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+ Giai doan 2: Chay PCR
- Sau khi chuan bi hdn hop cho phan tmg, ly tdm nhanh cac éng PCR dé
toan bd dich dinh trén thanh va nip dng xudng duéi va lam tan bot.
- Xép cac 6ng master mix vao may PCR
- Chon chuong trinh nhiét di duoc cai dit sin trong may theo chu trinh
da duoc toi uu hoa.
Bing 2.3: Chu trinh nhiét cho phan ieng khuéch dai gen L1 ciia HPV véi

cdp moi GP5*/6* original

Chu trinh Giai doan
Bién tinh Bit ciip Tong hop
1 94°C-10 phat
2-46
(moi GP5*/6* original) 94°C-45 giay 48°C-4 giay  71°C-90 giay
38°C-30 giay
42°C-5 giay
66°C-5 giay
2-46
(mdi GP5*/6* modified) 95°C-30 giay 45°C-30 giay  74°C-30 giay
Béo quan ¢ 4°C

- An nut start dé khuéch dai gen L1

- Sau khi chay xong chuong trinh dua may vé ché d6 nghi va tit may

- Lay mau ra khoi may PCR, bao quan & 4°C cho t6i khi sir dung.
* Pién di xac dinh san pham gen L1 sau khuéch dai: chi tiét duoc mo ta tai
phu luc s6 3
* Giai trinh tw xdc dinh sin pham sau khuéch dai

Nhitng miu bénh pham c6 két qua dién di véi bang rd nét twong tng

véi kich thude 140 bp duogce giai trinh ty truc tiép dé kiém tra xac dinh gen L1

cua HPV.
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Giai trinh ty xac dinh san pham sau khuéch dai duoc thuc hién theo qui
trinh va st dung phuong phap BigDye terminator sequencing (Applied
Biosystems, Foster city, USA).

Thé tich phan tng khuéch dai duoc pha theo bang 2.4

Bing 2.4: Thanh phdn va thé tich phdn ieng Khuéch dai gen L1 Bigdye

Thanh phin Thé tich (ul)
Big Dye terminator V3.1 (2,5X) 1,0
Big Dye buffer 5X 3,5
Moi (Spmol/ul) 1,5
Nudc cat 12,0
San phém sau PCR da duoc tinh sach 2,0
Tong 20

Chu trinh nhiét ctia phan tng PCR Bigdye duoc tién hanh nhu sau
Bing 2.5 Chu trinh nhigt cho phén iing khuéch dai gen LI véi Bigdye

Chu trinh Bién tinh Bit ciip Tong hop
1 96°C - 5 phut
2-26 96°C - 10 giay 50°C - 5giay 60°C - 4 phut

Bao quan ¢ 4°C tranh anh sang

- Cac san pham sau khi dugc khuéch dai bang Big dye kit s& dugc tinh
sach bang big Dye temination dé loai bo toan bd big dye thira va dem doc trén
may giai trinh tu gen ABI (Applied Biosystem)

- Cac nucleotid trén gen s& dugc biéu hién bang cac dinh (peak) véi 4
mau tuong duong voi 4 loai nucleotid A, T,G,C.

San pham thu hoi duoc sau khi giai trinh tw duoc so sanh véi gen L1

cua HPV sén c6 trén GenBank.
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2.2.5.3.4 Ky thudt xac dinh genotype HPV
* K§ thuit lai trén mang genoarrays xac dinh genotype cia HPV

Hoa chat genoarays test kit ctia hing Hydri-bio, Hongkong phat hién
duoc 21 loai HPV, bao gém 15 loai nguy co cao (HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68) va 6 loai nguy co thap (6, 11, 42, 43, 44,
CP8304 (81)).
- CAc giai doan cua ky thuit genoarrays
+ Giai doan 1: Khuéch dai gen L1 HPV véi nucleotide biotin héa

Giai doan nay dugc thuc hién theo cac giai doan nhu qui trinh chay
PCR chuan d3 mo ta & muc khuéch dai gen L1 cua HPV. Tuy nhién, c6 1 sb
luu y déc biét cho phan ting PCR biotin hoa

- Tién hanh pha master mix cho 173 mau bénh phiam nhiém HPV theo
thé tich va thanh phan nhu bang 2.6 dudi day.

Bing 2.6: Thanh phdn va thé tich phdn itng PCR biotin héa gen L1

Thanh phin Thé tich (uL)
Master mix PCR c6 san 23,25
DNA Taq polymerase 0,75
DNA khudn 1
Tong 25

- Chu trinh nhiét cho phan tmg PCR duoc tién hanh nhu bang 2.7 dudi day
Bdng 2.7: Chu trinh nhiét cho phdn irng PCR biotin héa gen L1

Chu trinh Bién tinh Bit cip Tong hop
1 95°C-9 phut
2-41 96°C-20 giay 55°C-30 giady  72°C-30 giay

Béao quan ¢ 4°C
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+ Giai doan 2: Lai trén mang

- Bién tinh san pham PCR gin biotyl: & san pham ¢ 95°C trong 5 phdt,
sau d6 cim ngay trén da.

- Chuén bi may Hybri Max: rira may Hybri Max bang nudc cat, bom hét
nudc, doi may dat 45°C; dat mang lai Ién, ¢d dinh bﬁng khuén nhiéu giéng
(mdi giéng 1a 1 mang lai, tuong tmg 1 bénh nhan).

-B6 sung 0,8 ml dung dich Hybridization Solution vao mdi giéng, 0 3
phlt, bom x4 hét dung dich.

- B6 sung 0,5 ml dung dich Hybridiztion Solution. B6 sung tiép toan bo san
pham PCR biotin h6a gen L1. Pay nap. Chuyén may vé 45°C, gitt 20 phdt.

- Chuyén may vé 25°C. Trong khi dgi may vé 25°C, bat bom, rira mang 3
lan bang dung dich Hybridization. Khi may dat 30°C, bo sung 0,5 ml
Blocking Solution. Bom xa hét dung dich.

- B6 sung tiép 0,5 ml Blocking Solution, ti 5 phut. Bom x4 hét dung dich.

- Khi may dat 25°C, bo sung 0,5 ml dung dich enzyme, 1 tiép trong 3,5
phut. Bom hét dung dich. Chuyén may vé 36°C.

- Rira mang 4 lan bang dung dich A.

- Khi may dat 36°C, b6 sung 0,5ml dung dich NBT/BCIP vao giéng. Pay
nip may, doi phan ung trong 5 pht.

- Bom hét dung dich, rira lién tuc 3 lan bang 0,8 ml dung dich B.

- Rira mang lai bang 1 ml nudc cat. Bom hét dung dich.

- D& khuén va st dung forcep 1dy mang lai, phoi kho trén gidy tham.

- Quan sat mau trén mang lai. Loai HPV tuong ing vdi vong tron co

mau xanh
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Hinh 2.1: Mang lai HPV véi cdac DNA probe HPV loai twong irng
* Xac dinh phan nhém dwéi nhoém (lineage) cua HPV16

Nhitng mau DNA cta HPV16 dugc tiép tuc sir dung giai trinh tu gen E6,
E7 caa HPV16 dé xac dinh phan nhom dudi nhdm cua HPV. Trinh tu gen E6,
E7 duoc xac dinh nhu sau:
+ Khuéch dai gen E6, E7 ciia HPV16:

DNA tinh sach cuia HPV16 duoc st dung cho phan trng PCR Bigdye
v6i trinh tu cip moi HPV16-E6, HPV16-E7 nhiam khuéch dai toan bd gen E6
kich thudc 549 bp va toan bd gen E7 415 bp dugc mé ta chi tiét & bang 2.9.

Bing 2.8: Trinh tw méi E6, E7 ciia HPV16

Tén moi Trinh ty Kich thuwdéc (bp)
HPV16-E6 F 5’-gaaatcggttgaaccgaaac-3’ 20
R 3’-acctctatgtggatgtaacg-5’ 20
HPV16-E7 F 5’-gaccggtcgatgtatgtcttg-3’ 21
R 3’-cttctcccatgccctacattac-5" 22
F: moi Xubi R: moi nguwoc

Céc giai doan ctia qui trinh khuéch dai gen E6, E7 ctia HPV16 duoc

thuc hién cac bude nhu dd moé ta & muc khuéch dai gen L1 cua HPV.
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- Thanh phan va thé tich cho mdi phan ung khuéch dai gen E6, E7
HPV16 dugc trinh bay chi tiét & bang 2.9
Bing 2.9: Thanh phan va thé tich phan iing khuéch dai gen E6, E7 ciia

HPV16
Thanh phin Thé tich (uL)
Nudc cat 20
bém 10X 4
dNTPs 2mM 4
MgCl, 25 mM 5,6
Mbi 1,0
DNA Taq polymerase 0,4
DNA khuén 4
Tong 40

- Chu trinh nhiét ctia phan Gng khuéch dai dugc tién hanh nhu bang 2.10
Bing 2.10: Chu trinh nhiét cho phdn teng khuéch dai gen E6, E7 ciia

HPV16
Chu trinh Bién tinh Bit ciip Tong hop
1 95°C-10 phut
2-41 moi E6 95°C-30 giay 50°C-30 giay  72°C-45 giay
Moi E7 95°C-30 giay 53°C-30 giay  72°C-45 giay

Béao quan ¢ 4°C

+ Pién di xac dinh sin phim sau khuéch dai gen E6, E7 ciia HPV16:
- Qui trinh dién di dugc tién hanh nhu muc dién di san pham sau khuéch

dai gen L1 cua HPV.
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- Bang dién di voi doan gen co kich thudc 549 bp va E7 415 bp duoc
xéac dinh khuéch dai thanh cong doan gen E6, E7.
+ Giai trinh tu gen E6, E7:

Qui trinh gidi trinh ty gen E6, E7 cia HPV16 duoc thuc hi¢n theo qui
trinh giai trinh ty gen L1 nhu da mo ta.

Trinh tu cac gen E6, E7 dugc so sanh véi trinh tu san co6 trén GenBank
dé xac dinh phan nhém dudi nhdm ctia HPV16 va xac dinh cac diém dot bién
trén gen E6, E7 cua HPV16.

2.3. Pia diém va thoi gian nghién ciru
2.3.1. Pia diém nghién ciru
* Dia diém thu thap sé li¢u
- Khoa kham bénh, Bénh vién K Trung uong.
- Khoa Ngoai 1, Bénh vién Ung buéu thanh phé Hé6 Chi Minh
- Khoa Giai ph?lu bénh, Bénh vién K Trung wong, Bénh vién Phu san
Trung wong, Bénh vién Ung budu thanh phd H6 Chi Minh.
* Dia diém phén tich miu
- Khoa Y, Truong Pai hoc Kanazawa, Nhat Ban.
- Trung tdm Nghién ctru Gen va Protein, Pai hoc Y Ha Nai.
2.3.2. Thoi gian nghién ciru
Ttr thang 6 ndm 2013 dén thang 10 nam 2018
2.4. Xir 1y s liéu
- Trinh tu cac nucleotide duoc doc trén phﬁn mém Bioedit.
- Xac dinh cac phan nhém dudi nhém ciia HPV bang phan mém MEGA.
-S4 lidu sau khi 1am sach duoc nhép vao may bang phan mém SPSS 20.0
- Phan tich s6 lidu bang phan mém SPSS 20.0, st dung cac thuit toan
théng ké Khi binh phuong (Chi-square) duoc st dung trong so sanh

genotype ctia HPV véi cac loai ton thuong té bao tai mo ung thu.
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2.5. Pao dirc trong nghién ciru

Nghién ctru tuan thi theo Pao dirc nghién ctru Y hoc dugc thong qua béi
Hoi dong Y dtrc cua trudng Dai hoc Y Hai Phong theo quyét dinh sé 7/2011
HDbDD-YHP.

Bénh nhan hoan toan dong y tham gia vao nghién ctru. Bénh nhan co
quyén rat lui khoi nghién ctru khi khong dong ¥ tham gia vao nghién ctru. Cac
thong tin ¢4 nhan dugc ddm bao bi mat.

2.6. Kinh phi thuc hién dé tai
Pé tai dugc thuc hién voi su hd tro kinh phi cua dé tai cip Nha nudc:
“Hop tac nghién ctu ti 1¢ nhiém va phian bd genotype cuia Human

Papillomavirus trén mot sd bénh ung thu & phia Bic, Viét Nam”.
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SO PO NGHIEN CUU
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Chuwong 3
KET QUA NGHIEN CUU

Qua nghién ctru 214 mau UTSDN, trong d6 c6 188 mau UTCTC, 2
mau UTAD va 24 mau UTAH thu thap tir Bénh vién K Trung wong, Bénh
vién Ung budu thanh phd HO Chi Minh va Bénh vién Phu san Trung uong,
chung t6i thu dugc nhitng két qua sau:

3.1. Pic diém vé tudi ciia d6i twong nghién ciru

Péi twong nghién ctru ¢6 d6 tudi dao dong tir 17 dén 87 tudi nhung tudi

trung binh chung kha cao: 52,7 + 12,5. Chi tiét trong bang 3.1.

Bdng 3.1: Tuéi trung binh ciia nhém doi twong nghién civu

Loai ung thw X + SD (tudi)
UTCTC (n=188) 50,0 + 11,4
UTAH (n=24) 65,8 + 13,6
UTAD (n=2) 63,0 7,0
UTSDN (n=214) 52,7 +12,5

Nhdn xét

Do tudi trung binh cia nhém ung thu UTCTC, UTAH, UTAD déu
trén 50 tudi. Tuy nhién, nhém bénh nhan UTCTC c¢6 do tudi trung binh tré
nhét 50,9 # 11,4; nhém bénh nhan UTAH c6 d6 tudi trung binh cao nhét,
63,0 £ 7,0.

Khi phan chia d6 tudi cia cac nhém bénh nhan theo timg nhém tudi
<20; 20-29; 30-39; 40-49 va > 50, chung t6i nhan thdy da sd (64,2%) bénh
nhan & nhom tudi > 50 va phan bd nay ciing giong nhu khi xét & timg nhom

ung thu. Chi tiét duoc mo ta & bang 3.2
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Bing 3.2: Phan dp tuéi theo tirng nhém ung thuw
20-29

, <20 30-39  40-49 >50 Tong
Loai ung thw 2. A 2. 2. 2. £
tuoi tuot tuoi tuoi tuoi i)
n 2 4 28 41 113 188
UTCTC
% 1,1 2,1 14,9 21,8 60,1 100
n 0 1 0 0 23 24
UTAH
% 0,0 4,2 0,0 0,0 95,8 100
n 0 0 0 0 2 2
UTAD
% 0,0 0,0 0,0 0,0 100 100
n 2 5 28 42 138 214
UTSDN
% 0,9 2,4 13,0 19,5 64,2 100
Nhdn xét

Toan bd bénh nhan UTAD (100%), hau hét bénh nhan UTAH (95,8%)
va hon ntra s6 bénh nhan UTCTC (60,1%) thudc nhém tudi trén 50. Tinh
trang miac UTCTC rai rac ¢ cac do tudi, nhung duong nhu ti 16 mac ting dan
theo d6 tudi. Riéng nhom UTAH chi c6 1 bénh nhan mac do tudi 20-29.

3.2. Phéan bo genotype ciia HPV
3.2.1. D¢ tinh sach ciia DNA sau tich chiét

Sau khi tach chiét theo qui trinh huéng dan va bang hoa chét cua hing
Sigma-Alderich tir mé UTSD tuoi, san pham DNA cta HPV duoc kiém tra
d6 tinh sach trén may Nano drop (Hitachi, Nhat Ban). Két qua do do tinh sach
ctia cac mau bénh pham duogc ghi chi tiét & phu luc s6 5.

Ti 1&é mat do quang trung binh (OD) ctia cac mau DNA sau tach chiét
tai budc song 260 va 280 nm la 1,81 + 0,06; (dao dong 1,62-1,96) trong gidi
han cho phép. Piéu d6 chimg to cac mau tich DNA du tinh sach dé sir dung
cho céac k¥ thuét phan tich gen.
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3.2.2. Ti ¢ nhiém HPV

Két qua dién di san pham PCR sau khuéch dai gen L1 ciia HPV voi céc
cap mdi gdc GP5*/6* original phat hién dugc 158 moé UTCTC, 03 moé UTAH
va 01 mé UTAD nhiém HPV. Tiép tuc st dung cip mdi bd sung
MGP5*/6*modified dé khuéch dai 52 mau bénh pham ung thu 4m tinh véi gip
moi gdc, nghién ciru phat hién 10 miu bénh pham UTCTC duong tinh véi
HPV, nang tong sé s6 mau nhiém HPV 1én 172/214, twong duong 80,4%.
3.2.2.1. Ti I¢ nhiém HPYV tai mé UTCTC

Qua két qua dién di san pham PCR sau khuéch dai gen L1 cua HPV
tach chiét tir mé UTCTC chi ra rang 168/188 tuong mg vai 89,4% mau bénh
pham UTCTC duong tinh voi HPV. Hinh 3.1 dai dién cho két qua dién di san
pham sau khuéch dai gen L1 ctia HPV tai mé UTCTC

GC13-01
GC13-02
GCl13-03
GCl13-05
GC13-06

140 bp

Hinh 3.1. Két qua di¢n di san phdam sau khuéch dai gen LI ciia HPV
tai mo UTCTC.
M: Marker 100; (+): chitng dwong - DNA cua HPV16 voi kich thudc 140 bp;

(-): chitng dm - nuée cat, GC13-01 dén GC13-06: md s6 bénh nhan UTCTC.

Nhan xét:
San phém PCR khuéch dai doan gen L1 thu dugc c6 vach dac hi¢u, 1
nét, khong c6 san phém phu, kich thudc thu duoc 1a 140 bp tuong ung véi

doan gen L1 can khuéch dai. Cac chiung duong déu xuat hién, ching am
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khong xuat hién trén bang dién di chung to khong c6 hién tuwong bi nhiém
ngoai lai. Tan suét xuat hién cac bing rit cao.
3.2.2.2. Til¢ nhiém HPV tai mé UTAH

Qua két qua dién di san pham PCR sau khuéch dai gen L1 ctia HPV
tach chiét tir md UTAH, chi ra rang 3/24 miu bénh phim duong tinh, twong
tmg véi 12,5%. Hinh 3.2 dai dién cho két qua dién di san pham sau khuéch
dai gen L1 cua HPV tai m6 UTAH.

—~ o0 (=3 — o
w w \? O =
O O O O O
~ B~ = B~ B~
= = = = Sl

140 bp—»

Hinh 3.2: Két qua di¢n di san phdm sau khuéch dai gen LI ciia HPV
tai méo UTAH.
M: Marker 100; (+): chitng duwong chirng duong - DNA cua HPV16 véi Kich
thude 140 bp; (-): chitng dm - nwée cat, TTG-57 dén TTG-62: md sé bénh
nhan UTAH
Nhdn xét:

San phém PCR khuéch dai doan gen L1 thu dugc c6 vach dac hi€u, 1o
nét, khong c6 san pham phy, kich thudc thu dugce 1a 140 bp twong tng voi
doan gen L1 can khuéch dai. Cac chung dwong déu xuét hién, chimg 4m
khong xuat hién trén bang dién di ching to khong c6 hién twong bi nhiém

ngoai lai. Tan suat xuat hi¢n cac bang khong cao.
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3.2.2.3. Ti I¢ nhiém HPV tai mé UTAD
Qua két qua dién di san pham PCR sau khuéch dai gen L1 cia HPV
tach chiét tr mé UTAD, ching t6i thu dugc 01 trong s6 02 mau bénh pham

duong tinh, twong tmg v&i 50%. Hinh 3.3 13 két qua dién di san phim sau

khuéch dai gen L1 cua HPV tai mé6 UTAD

o))
0
™
—
O
O

GC13-203

140bp

Hinh 3.3: Két qua di¢n di san phdm sau khuéch dai gen LI ciia HPV
tai mo UTAD.
M: Marker 100; (+): chirng duwong - DNA cua HPV16 vai kich thudc 140 bp;
(-): chitng dm - muede cat; GC13-89 va GC13-203: md s6 bénh nhin UTAH

Nhdn xét:

San phém PCR khuéch dai doan gen L1 thu dugc c6 vach dac hi€u, 1o
nét, khéng ¢ san pham phu, kich thuéc thu dugc 1a 140 bp twong tng véi
doan gen L1 can khuéch dai. Cac chimg duong déu xuat hién, ching am
khong xuat hién trén bang dién di ching to khong c6 hién tuwong bi nhiém
ngoai lai. C6 01 mau bénh pham xuét hién bang duong tinh.
3.2.2.4 Giai trinh ty xac dinh san phcfm sau khuéch dai

pé kh'fmg dinh san phém PCR khuéch dai doan gen L1 1a dac hiéu,

chung t6i lya chon ngiu nhién 05 san pham PCR cua 05 mau ung thu sinh duc
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nit dé giai trinh ty gen. Két qua cho thay trinh tu thu dugc hoan toan twong
ddng voi trinh ty cua doan gen L1. Hinh 3.4 1a két qua giai trinh tw gen L1
ctia bénh pham ma s GC13-166.

A)

Vi tri gdn moi GP6*
100 110 120 130 140

TTAAG CAGTATAG CAG ACATCGITICAGG G CAG A

Vi tri gdn moi GP5*

80 0 100 110 120
\AG CACATAT TGT TAAATTGGTCTG GAG G C ( G C A
WY A A A | P AN Al A A A A
s AN A A s \aﬁ HL& DANAANANN A AN
C)

Query 1 TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC TCGCAGTTL} Cl MITTM?MT?T?TGCTTC TACACAG 59

Sbjct 3 TTTGTTACTGTGGTAGATACTACTCGCAGTACCAATTTAACAA TGCTTCTACACA 62
Query 60 TCTCCTGTACCT - GGCAATATGATGCTACCMATTCMT?

Sbjct 63 TCTCCTGTACCTGGGCAATATGATG

TATAGC AGACATGTTGAG 118

G
L1111
AGTATAGCAGACATGTTGAG 122

Query 119 GAATATGATTTACAGTTTATTTTTC 143

Sbjct 123 GAATATGATTTACAGTTTATTTITC 147
Hinh 3.4: Két qua gidi trinh tw san phdm PCR ciia doan gen L1.
A) Trinh ty doan gen theo chiéu xudi; B) Trinh tu doan gen theo chiéu nguoc.
Khung dé la vi tri méi xuéi GP6+ va méi nguwoc GP5 ;C) so sanh trinh tw
doan gen L1 140 bp sau khuéch dai trén GenBank. Query: Trinh tw gen L1
cua bénh nhan, Sbjct: trinh tu gen L1 ma AF548838.1 trén GenBank.
Nhan xét:
Céc song tin hiéu ciia cac nucleotid rd rang, khong bi nhiéu. Poan gen
dich khuéch dai theo chiéu xuéi chta trinh tur mdi nguoc (GP6%) va doan gen

dich khuéch dai theo chiéu ngugc chira trinh tu moi nguge moi xudi (GP5Y)
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ctia cip modi GP5*/GP6* original. Trinh ty doan gen dich sau Khuéch dai ¢ do
tuong ddng 99% so voi doan gen L1 ctia HPV sédn ¢ trén GenBank. Nhur vy,
san pham gen khuéch dai véi cap moi GP5*/6* original va GP5*/6* modified
c6 kich thudc 140 bp chinh 13 doan gen L1 can khuéch dai cia HPV.

3.2.2.5. Ti I¢ nhiém HPYV tai md UTSDN

Bing 3.3: Ti Ié¢ nhiém HPV tai mé ung thw sinh duc

Loai ung thw HPV dwong tinh HPV am tinh p
n % n %
UTCTC (n=188) 168 89,4 20 10,6
UTAH (n=24) 3 12,5 21 87,5 <0,001
UTAD (n=2) 1 50 1 50
UTSDN (n=214) 172 80,4 42 19,6
Nhdn xét

Ti 18 nhiém HPV tai m6 UTCTC cao nhét - 89,4% (168/188), nhiém
HPV tai mdé UTAH thip nhét - 12,5% (3/24). Xét chung cho ca 3 nhém ung
thu, 80,4% (172/214) moé UTSDN nhiém HPV. Tinh trang nhiém HPV tai mo
UTCTC khéc biét voi nhiém HPV tai mé UTAH c6 ¥ nghia théng ké voi
p<0,001.

Khi xét phan b6 ti 1& nhiém HPV theo céc lira tudi sinh hoc, sy khac
biét ti 1&é nhiém HPV theo nhom tudi khong c6 y nghia thong ké. Trai lai, khi
phan chia do tudi theo do tudi sinh san, sy khac biét vé ti 1&é nhidm HPV c6 v

nghia thong keé.
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Bing 3.4: Phin bé ti 1¢ nhiém HPV theo dé tudi sinh sin

Do tudi HPV dwong tinh HPV am tinh p
n % n %
<30tbi  (n=7) 6 85,7 1 14,3
30-50 tudi  (n=69) 63 91,3 6 8,7 0,016
>50tudi  (n=138) 103 74,6 35 254
Tong sd (n=214) 172 80,4 42 19,6
Nhdn xét

Ti 1é nhiém HPV & nhém bénh nhan & do tudi mén duc thép hon nhom
bénh nhan & do tudi sinh dé c6 ¥ nghia thdng ké voi p = 0,016 (p<0,05).
3.2.3. Phin bé genotype ciia HPV

Toan bd 172/214 mAu bénh pham nhiém HPV duoc tién hanh xac dinh
genotype. Bang ky thuat genoarrays, 100% (172/172) méiu xac dinh duoc
genotype ctia HPV, chi yéu 1a HPV nguy co cao.

Nghién ctru xac dinh duogc 14 loai HPV, trong d6 ¢6 10 loai HPV nguy
CO cao, gé)m: HPV16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58, 59; 02 loai c¢6 kha nang
gy ung thu : HPV53 va 66; 02 HPV nguy co thap 11, 81 ciing dugc tim thay
trong nghién ctru. Hinh 3.5 dudi day 1a mot s6 hinh anh dai dién cho két qua

nhiém HPV.
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Hinh anh bénh nhan déng nhiém HPV (02 loai)

Pong nhiém HPV 16, 18 Vi tri cac loai HPV trén mang lai

P S
4 A .

00O
e 000
00O

Bénh nhin mi sd GC13-26 IC: chirng ndi

0[O[0)©

OOI0)
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DPong nhiém HPV 16, 31 Vi tri cac loai HPV trén mang lai

+

Biotin
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Bénh nhan m3 sd GC13-70 IC: chirng ndi

Pong nhiém HPV 52, 66 Vi tri cac loai HPV trén mang lai
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Bé&nh nhan m3 sé GC13-85 IC: chirng noi
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Hinh anh bénh nhan ddng nhiém HPV (03 loai)

Pong nhiém HPV 33, 58, 59 Vi tri cac loai HPV trén mang lai

TUEEE
HEEO
ooooD
EE=E@

Bénh nhan ma s6 GC13-54 IC: chirng ndi

A

HO0)[0)

Pong nhiém HPV 16, 18, 66 Vi tri cac loai HPV trén mang lai

000
000
Q00
000

Bénh nhan ma s6 GC13-35 IC: chirng noi
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e@@o
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(@)

Pong nhiém HPV 11,16, 18 Vi tri cac loai HPV trén mang lai

00O
000
00,0
006

Bénh nhan m3 sd GC13-66 IC: chirng ndi

+

@)

OO

()@

Hinh 3.5: Hinh dnh phdt hién cdc loai HPV bang phwong phdp mang lai.
Biotin: 6 gan biotin; IC: mdu chirng ndi dwong; 6 ¢6 mau tim: HPV dwong tinh
Nhdn xét:

Cac chdm tron mau tim thé hién két qua lai duong tinh déu rd nét, dé
quan séat. O chimg ndi HPV ¢6 cham tron mau tim rd nét duong tinh 1a ching
t6 phan tng PCR khong 1am nhiéu két qua lai diéu d6 chting minh két qua lai
hoan toan chinh xac. Cac loai HPV duoc phat hién da sb thudc nhom nguy co
cao, phat hién ca don nhiém va dong nhiém HPV.



3.2.3.3 Phan bé genotype ciia HPV tai mé UTSDN

64

Két qua phan bd genotype HPV tai mo ung thu sinh duc nit duoc thé hién qua bang 3.5 va hinh 3.6.
Bing 3.5: Phin bé genotype ciia HPV tai mé UTSD

HPV genotype Pon nhiém Pong nhiém
16 18 31 33 45 52 58 59 11 11 11 16 16 16 16 16 16 16 16 18 18 35
16 16 35 18 18 31 33 45 45 52 66 52 58 58
18 81 53 51 59
66
UTCTC (n=168) 70 42 2 1 1 3 2 3 1 1 0 29 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1
UTAH (n=3) 2 0 0 O 0 0 0 0 0 0 1 0 0O 0 O 0O 0 O 0 0 0 0
UTAD (n=1) 1 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0O 0 O 0O 0 O 0 0 0 0
Tong (n=172) 73 42 2 1 1 3 2 3 1 1 1 29 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1
50 % 424 244 12 06 06 1,7 12 17 06 06 06 168 06 06 06 06 0623 06 06 06 0,6
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Nhdn xét:

Pon nhiém HPV 1a phé bién & tat ca cac mé UTSDN, chiém 73,4%
(127/172). Tét ca cac trudng hop don nhiém déu nhiém HPV nguy co cao.;
trong d6, don nhiém HPV16 chiém ti 1& cao nhét, 57,5 % (73/127) cac trudng
hop don nhiém va 42,4% (73/172) cac trudng hop nhiém HPV. Pon nhiém
HPV18 chi chiém 33,1% (42/127) céc truong hop don nhiém va 24,4%
(42/172) tong sb cac trudng hop nhiém HPV. Pon nhiém HPV 52 chiém ti 18
rat khiém tén & ca nhom don nhiém va ddng nhim.

Pong nhiém HPV16,18 hoic ddng nhiém HPV16,18 véi loai khac van
chiém da s (18%-31/172 trudng hop nhiém HPV va 68,8%-31/45 cé4c truong
hop ddng nhiém); tiép theo 13 ddng nhiém HPV16, HPV18. S6 it bénh nhan
(1,8%-3/172) nhiém HPV nguy co thip nhu HPV11, HPV81 duoc xac dinh tir
cac trudng hop déng nhiém véi HPV nguy co cao.

Nhim xéac dinh chinh xac phan bd cua timg ching HPV, chung toi tach
ting chung HPV dé phan tich. Ti 1& nhiém timg chung dugc mé ta chi tiét &

hinh 3.6.

43.5%

23%
16.2%
4.2% . .
1% 1.6% 1% 1% 1.6% (5% 05% 2:1% 2.1% 1% 5%
— - — — - — . — | || — —
NN N S S ¢

Ny Y Yl P N %Y & & <P Y & @

(<))
o\
o
Y

Ching HPV

Hinh 3.6: Phdn b6 genotype ciia HPV theo chiing
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Nhdn xét:
Nhiém HPV16 chiém ti 1& cao nhét, 43,5% (83/191); tiép theo HPV18-
23% (44/191); ddng nhiém HPV 16, 18 hoic HPV16, 18 véi loai khac chiém
16,2% (31/191). Nhiém HPV52 dtng thir 4, chiém ti 16 rat thap, 4,2% (8/191).
Dé xac dinh su phan bd genotype cuia HPV phd bién nhét trong sb 15
chung theo tudi, chung t6i xét su phan b6 HPV16-, HPV18- va HPV16, 18-
theo timg nhom tudi. Chi tiét ¢ hinh 3.7.
100 \
80

60
Ti 18 %
40

20

<20 20-30 30-40 40-50 >5()
Nhém tudi

—HPV16- --HPV18- — HPV16,18-

Hinls 3,7 Pladin 60 17 1 nhiém HPV16- HPVIS- vi HPV 76, 18- theo nbom rudr
Nhdn xét

Ti 1¢ nhiém HPV16 ting dan theo dd tudi va dat cao nhat & nhom tién

man duc, tir 40-50 tudi. Nhiém HPV18 ciing ting dan theo d¢ tudi va dat ti

1¢ cao nhéat & do tudi sinh dé 20-40 tudi va co xu huéng giam dan ¢ do tudi

trén 40. Pong nhiém HPV 16,18 xay ra ¢ tit ca bénh nhan nhiém HPV duéi

20 tudi. Tuy nhién, ti 1¢ ddng nhiém HPV 16,18 khong 6n dinh theo sy ting

dan cua do tuoi.
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3.2.4. Phdn nhom dwaéi nhom va sublineage ciza HPV16
3.2.4.1 Khuéch dai gen E6, E7 cua HPV16

Sau khi khuéch dai toan bd gen E6, E7 cua 114 miu bénh pham
UTCTC nhiém HPV16 bang 2 cip mdi HPV16E6 va HPVI6E7 dic hiéu,
chung toi di tién hanh dién di trén gel 2%. Két qua cho thiy 114/114 mau
bénh pham nhiém HPV16 da khuéch dai thanh cong ca gen E6 va E7. Hinh
anh dai dién két qua dién di san pham PCR duoc thé hién qua hinh 3.8.

A)

GC13-208
GC13-210
GC13-214
GC13-217
GC13-218
GC13-219

[ee] =]
i -
o9
[32] 92
— —
O O
o O

)

M

549pp [

Hinh 3.8: Pi¢n di san phdm sau khuéch dai bang cip moi HPV16 E6, E7
M: marker 100; (+), chitng dwong; (-): chitng am; GC13-208 dén GC13-219:
md bénh nhén nhiém HPVI16; A) san phdam khuéch dai gen E6; B) san pham
khuéch dai gen E7.

Nhdn xét:

San phém PCR khuéch dai doan gen E6, E7 thu duoc co6 vach dac hiéu,
r0 nét, khong co san phém phu, kich thuédc thu dugc 1a 549 va 415 bp tuong
ung voi doan gen E6, E7 can khuéch dai. Cac chimg duong déu xuét hién,
chtng 4m khong xuat hién trén bing dién di chung t6 khong c6 hién tuong bi

nhiém ngoai lai. Toan bd san pham dié¢n di déu xuat hién trén bang di¢n di.
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3.2.4.2 Xdc dinh phdan nhém dwéi nhom ciia HPV16 bang ky thudt gidi trinh
tir triee tiép gen E6, E7

San pham khuéch dai gen E6 va E7 ctia HPV16 dugc tién hanh giai
trinh ty truc tiép gen bang cip moéi HPV16 E6, E7 dic hiéu. Tur 114 trudng
hop nhiém HPV16, 100 truong hgp UTCTC ¢0 trinh tu gen E6, E7 cuia HPV
rd nét, khong co trinh ty nhifu; 14 mau bénh pham con lai thu duge cac trinh

tu vo1 cac trinh ty nhiéu, khong ro rang nén duoc loai bo ra khoi nghién ctru.

Trinh ty gen E6, E7 dugc phan tich bang phan mém Genetyx tree, két
qua thu vé phan nhom dudi nhém ctia HPV16 di dugc xac dinh. Hai phan
nhom dudi nhém HPV16 gom European va Non European. Phan nhom duéi
nhém European lineage lai gdm 2 nhom phu Asian va European prototype
sunlineage. Phan nhém dudi nhdm Non European lineage ¢ 2 nhom phu

Asian American va African sublineage. Chi tiét trong hinh 3.9 va 3.10.



Non European

69

Asian Amercan 60

European

African

2
I (10644295, CostaRica AAL 4|0-°°2
{[‘ivesem. CostaRica AAL |
HQ644247.CostaRica. AAL
HQ644252.CostaRica. AFr2

——  HQ644299.CostaRica.Afl
3

E-Asiar

4
8

9

37
38
43
a4
45
46
47
51
55
69
70
80
9%
86

84

82
76
23

26
AB889492.japan.Asian

|

| ABB818692.Japan.Asian
| HQ644248.Asian
B H9%644235'As ian

92
91
78
72
57
48
40
{35
33
17
6

61
7
81

29
5
3% HQ644234 Asian

59

8 Hoe44236.Eprol
9
E-pro AF536179.Epro2
AY686580. Costarica.Epro1

Hinh 3.9: Hinh dnh phan nhém dwéi nhém ciia HPV16 (50 bénh phim
UTCTC nhiém HPV16, tir GC13-3 dén GC13-99)
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0.002

Asian American
-89 1
111
Non European L‘_L HQ644295.CostaRica. AAL
AY686579.CostaRica. AAL

HQ644247.CostaRica.AAl
HQ644299.CostaRica.Afl

— — 102

———HQ644252.CostaRica.AFr2

African 218
223
219
207
199
179
159
152
84
HQB644234.Asian
172
161
208
177
194
180
169
173
185
148
204
197
131
140
113
ABB89492Aa£an Asian
818692.Japan.Asian
HQ644248.Asian
HQ644235.Asian
217
226
225

116
110

European 192

E-pro |- 107
P 168 AFs36179.Epro2
HQ644236.Eprol
AY686580. Costarica.Epro 1

Hinh 3.10: Hinh dnh phdn nhém dwéi nhém ciia HPV16 (tiv bénh phim

UTCTC nhiém HPV16 tiép theo, tir GC13-102 dén GC13-214).
HQ644295.CostaRica.AAl: trinh tw ma HQ644295, phan nhom phu duoi
nhom Asian American 1[147]; AY686579.CostaRica.AAl: trinh tw ma
AY686579, phian nhom phu dwéi nhom Asian American 1 [148];
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HQ644247.CostaRica. AAl: trinh tw ma HQ644247, phdn nhom phu duci
nhom Asian American 1[22]; HQ644252.CostaRica.AFr2: trinh tw ma
HQ644252, phdn nhom phu dwdéi nhom African 2 [22]; AB818692.
Japan.Asian: trinh tw ma AB818692, phdan nhom phu dudi nhom Asian. [11];
HQ644248.Asian: trinh tw ma HQ644248, phin nhém phu dwdi nhom Asian
[22]; AB889492.Japan.Asian: trinh tw ma AB889492, phdn nhom phu dudi
nhém [11]; HQ644235.Asia trinh tw ma HQ644235, phdin nhéom phu dudi
nhém Asia [22]; HQ644236. Eprol trinh tw ma HQ644271, phan nhoém phu
duwdi nhom European prototype [22]; AY686580.Costarica.Epro trinh tw md
AY686580, phdn nhém phu dwdéi nhom European prototype [148]; cdc sé thir
tie tir 3- 214 twong iing véi md bénh nhan GC13-3 dén GC13-214.

Nhan xét:

Khong c6 trudng hgp nao nam ngoai 2 nhanh chinh European va Non
European. European 1a lineage phd bién nhat cuia HPV16, chiém 94%
(94/100), Non-European chi chiém 6% (6/100). HPV16 European c6 2
sublineage, trong d6 European prototype chiém s it (14/94) con lai phan 16n
la Asian (80/94). HPV16 Non-European c6 02 sublineage nhung phan nhiéu
la Asian America (5/6) va African 2 chi ¢6 1 truong hop (1/6).
3.2.4.3 Xdc dinh dét bién sublineage E6, E7 ciia HPV16

Khi so sanh trinh tu cua cac gen E6 va E7 cua HPV16 vdi trinh tu trén
GenBank, két qua cho thay c6 tat ca 14 vi tri dot bién trén gen E6 va 2 vi tri
dot bién tren gen E7 dan dén thay ddi trinh tu bo ba ma héa cho cac acid amin
twong ng. Mot vai hinh anh dai dién cho cac vi tri dot bién duogc thé hién qua
cac hinh minh hoa dudi day.

* Pot bién trén gen E6
- Dot bién 178T>G; 183T>G; 293G>A ctia HPV16 Asian
A) HPV 16 European prototype 2 khong mang dot bién
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178T 183T 293G

| | o

TACATGATATAATATTAG AATGTI CTGTATGTGATAAAT

B) HPV16 Asian (GC13-61) mang dot bién 178T>G; 183T>G; 293G>A

178T>G  183T>G 293G>A

|

TACATG AG ATAAGAT TAGAATGTCTGTATGTAATAAAT

Moy Um ""J\JPLJM* iAW

C) Dot bién acid amin tuwong tng (D25E; 127R; D64N)

25D>E 271>R
Query 1 MFQDPQERPRELPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPY &0
NERRRRR RN RN AR RN R RN RN R RN RN NARRRRREEEEERARY
Sbict 1 MFODPOERPRELPOLCTELOTTIHEIRLECVYCEOOLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGHNPY &0

64D>N

Query 61 AVCDKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLD 120
LEr-rrnnrrrerrrrerrrererererererererrerrrererrrrrerrrerrreel
Sbjct 61 AVCNKCLKFYSKISEYRHYCYSLYGTITLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLD 120

Hinh 3.11: Hinh dnh dét bién 178T>G:; 183T>G; 293G>A trén gen E6 clia
HPV16 Asian
Nhan xét:

Hinh anh giai trinh ty gen E6 ¢ bénh nhan GC13-61 cho thay co dot
bién thay thé nucleotid T thanh nucleotid G tai vi tri 178 va 183; thay thé
nucleotid G thanh nucleotid A tai vi tri 293. So sanh vd&i trinh ty trén
GenBank thiy c6 3 vi tri thay d6i bo ba ma héa acid amin tai cac vi tri 25, 27,
64 cua protein E6, 1an luot tir acid amin Aspartic thanh Glutamic, acid
isoleucin thanh arginin, acid amin Aspartic thanh Asparagin.
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- Dot bién 276 A>G ctia HPV16 Asian
A) HPV 16 European prototype 2 B) HPV16 Asian (GC13-183)

khong mang dot bién mang dot bién 276A>G
2716A 276 A>G
GGGAATCCATATGCT G GGGAGTCCATATGCTG'

C) Dot bién acid amin twong tmg (N58S) 58N>S

l

Query 1 MFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNEY 60

CEEEEEEEE e e e eeerrrrr e e e eeeeeeerr e e e e
Sbjct 1 MFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGSPY 60

Hinh 3.12: Hinh dnh dgt bién 276 A>G trén gen E6 ciia HPV16 Asian
Nhan xét:
Hinh anh giai trinh tu gen E6 & bénh nhan GC13-183 cho thay c6 dot
bién thay thé nucleotid A thanh nucleotid G tai vi trf 276. So sanh véi trinh tu
trén GenBank théy co thay ddi bd ba ma hoéa acid amin tai cac vi tri 58 cua

protein E6, tir acid amin Serin thanh Asparagin.
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Dot bién 335C>T; 350T>G cua HPV16 Asian Americanl

A) HPV 16 European prototype 2 B) HPV16 Asian American (GC13-

khong mang dot bién 189) mang dot bién 335C>T; 350T>G.
335C 350T l 33fC>T 350T>G
ACATTATTGT TATAGTTTGT ATATTATTGTTATAGTGTGT

Nena
A ﬂ.h\m' il -“""”ﬁ'h

C) Dot bién acid amin twong tmg (H78Y; L83V)
78H>Y 83L>V

b

Query 61 AVCDECLEFYSKISEYRHYCYSLYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLD 120
trrrrrereerrrerer<eerr<rnererrrrrrrrrrrerrrrrerrrrrrrrrreen
Sbjct 61 AVCDECLEFYSKISEYRYYCYSVYGTTLEQQYNKPLCDLLIRCINCQKPLCPEEKQRHLD 120

Hinh 3.13: Hinh dnh dgt bién 335C>T; 350T>G trén gen E6 ciia HPVI6
Asian Amerian
Nhan xét:

Hinh anh giai trinh tu gen E6 & bénh nhan GC13-189 cho thdy c6 dot
bién thay thé nucleotid C thanh nucleotid T tai vi tri 335 va thay thé nucleotid
T thanh G & vi tri 350. So sanh voi trinh tu trén GenBank thay c6 thay d6i bo
ba ma hoa cua 2 acid amin tai cac vi tri 78 va 83 cua protein E6, tir acid amin

histidin thanh tyrosin va acid amin Lysin thanh Valin.
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- Dot bién 132G>T; 143C>G; 145G>T ciia HPV 16 African
A) HPV 16 European prototype 2 B) HPV16 African (GC13-102) mang
khong mang dot bién dot bién 132G>T: 143C>G: 145G>T
132G 143C 145T 132G>T 143C>G 145G>T

J I | I

CCAG AAAGTTACCACAGTTATGCAC! CCATAAAGTTIAC(AG ATTTATGCACA

1 f
|" - nl \f ‘IIP ' YTy,
A \"“-"n'u'f”\ "I'H'm'u Lyt | M\ﬁu MAMMW_\.“iu’u“"ﬂﬂlm:

C) Dot bién acid amin twong tmg (R10l; Q14D)
10R>| 14Q>D

Query 1 MFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNPY €0

CEELEEEEE PEraEErrrerrrr e er e b ee e e e e e e eee e eer e
Sbjet 1 MFQDPQERPIKLPDLCTELQTTIHDIILECVYCKQQLLRREVYDFAFRDLCIVYRDGNFY &0

Hinh 3.14: Hinh dnh dét bién 132G>T: 143C>G: 145G>T trén gen E6 ciia
HPV16 African
Nhdn xét:

Hinh anh giai trinh tu gen E6 ¢ bénh nhan GC13-102 cho thiy c6 dot
bién thay thé nucleotid G thanh nucleotid T tai vi tri 132; nucleotid C thanh
nucleotid G tai vi tri 143 va thay thé nucleotid G thanh T & vi tri 145. So sénh
v6i trinh tu trén GenBank thdy c6 thay doi bd ba ma hoa cua cc acid amin tai
cac vi tri 10 val4 cua protein E6, tir acid amin Arginin thanh Isoleucin; acid

amin Glutamin thanh Aspartic.
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* Pot bién trén gen E7
- Dot bién 647A>G trén E7 ctia HPV16
A) HPV16 European prototype B) HPV16 Asian (GC13-61) mang dot
khong mang dot bién bién 647A>G
647A 647A>G

GAGCAATTAAATGACAGC GAGCAATTIAAGTGACAGC

C) b6t bién acid amin tuwong tmg (N29S)
29N>S

Query 1 MHGDTTHYMDTTDYCYNDSSDDGAGADRAHYNVICCKCDSTRCVSTHVDRTDMGTGVCCS 60
trerrrrerrrrerrr-rerrrererrererrrrrrrerrererrrrerrrrerrerenl
Sbjct 1 MHGDTTHYMDTTDYCYSDSSDDGAGADRAHYNVICCKCDSTRCVSTHVDRTDMGTIGVCCS 60

Hinh 3.15: Hinh dnh dét bién 647A>G trén gen E7 ciia HPV16
Nhan xét:

Hinh anh giai trinh tu gen E7 & bénh nhan GC13-61 cho thay co dot
bién thay thé nucleotid A thanh nucleotid A tai vi tri 647 trén gen E6, E7
hay 98 tinh riéng cho E7. So sanh véi trinh tu trén GenBank chi ra rang ¢6
thay ddi bo ba mid hoa cua cic acid amin tai vi tri 29, tr acid amin
Asparagin thanh Serin,

Chi tiét vé su phan bd cac dot bién nucleotid va dot bién acid amin

dugc trinh bay ¢ bang 3.6.
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Bing 3.6: Phin bé dét bién nucleotide va acid amin thay thé trén gen E6, E7 ciia HPV16

Phan Phan nhom phu dwéitype N Bién d6i nucleotid va acid amin trén gen E6 Bién dbi nucleotid va acid
nhém (Sublineage) amin trén gen E7
dwoi type *Nucleotide Acid amin *Nucleotid  Acid amin
(Lineage)
111111122233233 5 6
34477887 791357 7 4
2 3568236735500 1 7
E350T Ref GCGGTATATGCCTA G A
1 - - - - -C- - - - - - G- l27L/L83V - -
E350G
Prototype (5) 3 T G L83V o
1 - - - - - - - - - - - - G- L83V c - D4H
E350T 1 - - - - - - - G- - - - N58S - -
9) 8 T T T - -
European 40 ----G6G- - - - - - - - - D25E - G N29S
Asiana 1 - - --G6G- G- - - - - - - D25EN2TR - G N29S
(44) 1 - - - - G- G- - A- - - - D25E/I27R/D64N - G N29S
Asian 1 - ---G- - - - - G- - - D25E/STIC - G N29S
- - -AG- - - - - - - - - D25K - G N29S
Asianb 35 - - =--A- - - - - - - - - D25 - -
(36) 1 - - - - A- - - G- - - - T D25E/N58K/E89D - -
Non Asian-American (5) 5 - - T- - - - - - - - TG - Ql4H/HT78Y/LB3V - -
European African2 (1) 1 TG6T- - - - - - - - T- - RI0L/Q14D/H78Y - G N29S

Ref: trinh tir gen E6, E7 tham khdo tdi tir Genbank, md s6 HQ644236 [120]
*Trinh tu nucleotide twong ung voi cac vi tri: 132, 143, 145, 176, 178, 182, 183, 276, 277, 293, 315,335, 350, 370
trén E6 va 571, 647 trén E7
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Nhdn xét:

Dot bién thay thé nucleotid xuét hién tai 14 vi tri khac nhau (dan dén
thay d6i 10 bo ba ma hoa acid amin) trén gen E6 va 2 vi tri nucleotid khac
nhau (din dén thay ddi 02 bo ba ma hoéa acid amin) trén gen E7 cia HPV16.
Tai gen E6, dot bién tai nucleotid vi tri 178, thay thé nucleotid T thanh
nucleotid G hodc A xuat hién véi ti 1 cao nhat 80% (80/100). Riéng dot bién
178T>G chiém 44% (44/100) va 178T>A chiém 36% (36/100). Nhu viy, bién
thé T178G cua sublineage Asian hay Asian a chiém 44%; bién thé T178A
sublineage Asian hay Asian b chiém 36%.

Tuy nhién, chi c6 1 truong hop, dot bién nucleotide dong thoi xuét hién
ca 2 vi tri 176 va 178, nuleotid G tai vi tri 176 bi thay thé bai A (176G>A)
d6ng thoi nucleotid T & vi tri 178 thay thé béi G (178T>G) nén acid amin
Aspartic bi dot bién thanh acid amin Lysin. Con lai 79 trudng hop thay thé
acid amin Aspartic bang Glutamic. Mot sd dot bién thay thé nucleotid lam
bién doi bd ba ma hoa acid amin khac xuat hién trén sublineage Asian a va
Asian b vai ti 1¢ thap. Vi nhu dot bién thay thé 183T>G lam bién d6i bo ba
mé& hoa acid amin Isoleucin thanh Arginin (I127R) - 2%; 277T>G (acid amin
Asparagin thay bang Lysin tai vi tri 58 - N58K) va 370A>T (acid amin
Glutamic thay bang Aspartic - E89D) - 1%:; 293G>A (acid amin Aspartic thay
bang Asparagin - D64N) - 1%; 315C>G (acid amin Serin thay bang Cystein -
S71C) - 1%.

Dot bién thay thé nucleotid T bang nucleotid G tai vi tri 350 (350T>G)
dan t6i acid amin Leucin & vi tri 83 bi thay thé bang acid amin Valine (L83V)
xudt hién véi ti 16 kha thap, chi 10% (10/100). Trong sé dot bién 350T>G,

mot ntra sé d6 thudc vé sublineage European prototype 1 hay E-350G, sb con
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lai thudc sublineage Asian-Americanl. Ciing trong s6 dot bién E-350G, duy
nhat 1 trudong hop co dot bién 182A> C (127L)

Duy nhét 1 truong hop c6 dong thoi 4 diém dot bién thay thé nucleotid:
132G>T, 143C>G, 145G>T, 335C>T dan toi dong thoi thay d6i b 3 ma hoa
cho acid amin Arginin thanh Isoleucin tai vi tri s6 10, glutamin thay thé bang
aspartic tai vi tri s6 14 va Histidin thay bang Tyrosin tai vi tri s 78 trén
protein E6. Cac diém dot bién nay thudc vé sublineage African 2.

Tai ving gen E7, chi c6 2 vi tri dot bién thay thé nucleotid tai vi tri
571 (1% - 1/100) va 647 (45% - 45/100) din t6i thay dbi bd ba ma héa cho
acid amin Aspartic thanh Histidin tai vi tri s6 4 va acid amin Asparagin
thanh Serin tai vi tri 29 trén protein E7.

C6 toi 8% (8/100) cac trudng hop khong cé dot bién thay thé nucleotid
tai vi tri 350 va 178 hodc 350 va 355. S trudng hop nay thudc vé sublineage
E-350T.

3.3. Lién quan giira genotype ciia HPV va loai té bao ung thw
3.3.1. Logi té bao tai mé ung thw

Két qua phén tich loai té bao ung thu tir 214 bénh nhan UTSDN cho
thay c6 02 loai: té bao ung thu gdm c6 ung thu té bao biéu mé va ung thu hic
t6. Ung thu té bao biéu mo gdm ung thu té bao vay, ung thu té bao tuyén va
mot sb loai ung thu té bao khac nhu: ung thu hdn hop tuyén vay, ung thu té
bao kinh, ung thu té bao than kinh ndi tiét, ung thu té bao day tai mé6 UTSDN.
Hinh anh dai dién cho ton thuong ung thu té bao vay, ung thu té bao tuyén,

ung thu té bao hic t6 va ung thu té bao day duoc hién thi ¢ hinh 3.16.
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Hinh 3.16: Mgt sé hinh thdi logi té bao ung thw dwoc nhuém HE va quan
sdt ¢ vt kinh 100
Trong C&c hinh tron mau & tiéu ban A): ung th té bao vay khéng simg héa:
hinh cdc té bao to nhé khéng déu sdp xép thanh tirng ddm, nhéan khéng déu
nhau; trong hinh tron mau xanh la hinh anh té bao nhdn qudi, trong hinh tron
mau do 1a hinh anh té bao nhan chia; B) hinh anh ung thw té bdo hdc t6: cac
té bao to nhé khéng déu, tdp trung thanh tiemg ddi, té bao chira day hdc t6
bao, xdm ldn mé dém;, C) ung thu té bao déy: cdc té bao biéu mé sdp xép
thanh tieng dam, dwoc bao boc boi nhirng té bao hinh tru, kiém tinh, nhan to
nho khéng déu xép song song véi nhau hinh gidu; D) ung thu té bdo tuyén:
cdc té bao biéu mé sdp xép hinh ong tuyén, to nhé khdc nhau, té bao hinh tru,

kiém tinh, nhan khong déu.
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Nhdn xét:

Céc té bao ung thu tap trung thanh timg dam, nhan ting bat mau, kich
thudc to nho khong déu. Cac té bao vay ung thu xép canh nhau véi kich thude
nhan da dang, bat mau khong déu. Té bao hic t6 ung thu xép thanh dai, xam
nhap mo dém, té bao chtra ddy héc td, khong quan sat rd nhan. Céc té bao day
ung thu ty tap timg dam nhu tiéu dao, quanh c6 cac hdc rong. Té bao tuyén
ung thu ndm quanh céac tuyén, chat nhan ting bit mau.

Trong s6 214 bénh nhan UTSDN, 99,5% (213/214) truong hop c6 ton
thuong t& bao hoc loai ung thu té bao biéu md, chi duy nhat 01 truong hop
ung thu té bao hic td, chiém 0,5%. Khi phan tich ti 1& xuat hién céc loai té bao
ung thu biéu mo tai md UTSDN, chung t6i nhan thiy ung thu t& bao vay chiém
ti 16 cao nhat - 79,8% (170/213), tiép theo 12 ung thu té bao tuyén chiém 12,7%
(27/213). Ngoai ra, cac té bao ung thu khac nhu té bao tuyén vay, t& bao kinh, té
bao than kinh ndi tiét, t& bao ddy cling xuat hién véi ti 16 thap (7,5%-16/213).
Chi tiét ti 1é timg loai ton thwong dugc hién thi ¢ hinh 3.17.

95.6%

78.8% 79.8%

50% 50%

13.7% 12.7%
7.5%

4.4% 7.5%
[ ] % ] 0% [ ]

UTCTC UTAH UTAD UTSDN

mUng thw té bao vay < Ung thw té bao tuyén 0O Ung thw té bao biéu mé khac

Hinh 3.17: Phdn bé tirng logi té bao ung thw tai mé UTSDN
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Nhdn xét

Tén thuong loai ung thu té bao vay thudng gip nhit & mé UTCTC va
UTAH (chiém 78,7% (148/188) va 95,6% (22/23)). Ung thu té bao tuyén it
gip hon & mé UTCTC, chiém 13,8% (26/188), khong xuat hién & mé UTAH
nhung c6 1 trong 2 bénh nhan mac UTAD c6 ung thu té bao tuyén. Cac loai
ung thu thé hdn hop tuyén vay, ung thu té bao kinh, ung thu té bao than kinh
noi tiét chi chiém 7,5% (14/188) cac trudng hop UTCT, loai hdn hop tuyén
vay chi xuat hién & 1 bénh nhan UTAD con lai, ung thu té bao day ciing chi
xuét hién 4,5% (1/23) bénh nhan ung thu té bao biéu mo am ho.
3.3.2. Lién quan giita genotype ciia HPV va logi té bao ung thw
3.3.2.1. Lién quan giita tinh trang nhiém HPV véi loai té bao ung thu

Pé x4c dinh su khac biét giita genotype HPV véi loai té bao ung thu,

trudc hét, ching toi xem xét lién quan giira tinh trang nhiém HPV véi loai té

bao ung thu.
Bing 3.7: Lién quan giia tinh trang nhiém HPV véi logi té bao ung thw
Nhiém HPV Ung thw té bao Ung thr té bao
biéu mod hiic to
HPV duong tinh n=172 172 0
% 100 0
HPV am tinh (n=42) 41 1
% 97,6 2,4
Tong sd n=214 213 1
Nhdn xét

Toan bd s6 bénh nhan nhiém HPV mic ung thu té bao biéu mod
(172/172). Bénh nhan mac ung thu té bao hic t6 khong nhiém HPV; 41/42 sb
bénh nhan khéng nhiém HPV cé ton thuwong loai ung thu té bao biéu mo.
Khong ghi nhan sy khac biét giira tinh trang nhiém HPV va loai té bao ung thu.

Chi tiét vé lién quan gitra nhiém HPV véi cac loai té bao ung thu biéu

mo duoc hién thi ¢ bang 3.8
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Bing 3.8: Lién quan giita tinh trang nhiém HPV vdi logi té bao ung thw

biéu mé
Nhiém HPV Ungthw  Ungthwté  Ung thu té bao p
té bao viy  bao tuyén biéu méd khac
HPV n=172 140 19 13
dwong tinh % 81,4 11 7,6
HPV amtinh  (n=41) 30 8 3 .34
% 73,2 19,5 7,3
Tong sd n=213 170 27 16

Nhdn xét

Trong nhém nhiém HPV c6 toi 81,4% (140/172) bénh nhan mac ung
thu té bao vay; 11% (19/172) mac ung thu té bao tuyén va 7,5 % (13/172)
mic ung thu t& bao biéu md khac. Khong ghi nhan sy khac biét gita tinh
trang nhiém HPV véi loai té bao ung thu tai t& bao ung thu biéu mé voi test
Pearson - Chi square (p = 0,34).
3.3.2.2 Lién quan giita genotype ciia HPV véi logi té bao ung thir

Nham x4c dinh sy phan b khac biét cuia HPV giira cac loai té bao ung
thu biéu mo, chung toi tién hanh phén tich lién quan giita genotype cia HPV

v6i loai té bao ung thu. Chi tiét & bang 3.9.
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Bing 3. 9: Lidn quan griia genonpe ciia HPV voy logi 1 bio ung thir bién mé

Ung thuwté Ungthuwté  Ung thu té bao

Nhiém HPV , )
bao vay bao tuyén bieu m6 khac

n=83 76 4 3
HPV16

% 91,6 4,8 3,6

n=31 23 5 3
HPV16.18

% 74,2 16,1 9,7

n=44 28 10 6 0,007
HPV18

% 63,6 22,7 13,7

n =14 13 0 1
Type khac

% 92,8 0 7.1
Tong n=172 140 19 13
Nhdn xét

HPV16, HPV18 va HPV16,18 phan b cao nhit & loai ung thu té bao
vay. Ti 1 nhiém HPV 16 & ung thu té bao vay cao hon ung thu té bao tuyén va
nhiém HPV18 ¢ ung thu té bao tuyén va ung thu té bao khac cao hon ung thu
té bao vay. Sy khac biét gitta phan b6 HPV16, HPV 18 va dong nhiém
HPV16, 18 véi loai té bao ung thu c6 ¥ nghia théng ké véi p=0,007 (<0,05).
3.3.2.2 Lién quan giita lineage ciia HPV16 véi logi té bao ung thu

Do HPV16 phan bd tai ung thu té bao vay chiém ti 1é cao nhat, do d6
chung toi tién hanh x4c dinh lién quan gitta phan nhém dudi nhém HPV16

v6i loai té bao ung thu. Chi tiét & bang 3.10.
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Bing 3.10: Lién quan giia lineage ciia HPV16 vdi logi té bao ung thuw

biéu mé
Lineage Ung thw té Ung thweté  Ung thw té
bao vay bao tuyén bao khac
n=94 86 5 3
European
% 91,5 53 3,2
n =6 6 0 0
Non- European
% 100 0 0
Tong n=100 92 5 3

Nhdn xét

Phan nhom dudi nhdm European phan bo ¢ tat ca cac loai té bao ung
thu biéu mo; dic biét European va Non - European chiém ti 1& cao nhit tai
ung thu té bao vay. Cé4c té bao ung thu khdng phai 1a ung thu té bao vay déu
khong nhiém HPV 16 Non - European. Khong ghi nhan su khéc biét giita phan
nhém dudi nhém cuia HPV16 véi loai té bao ung thu biéu mo

Nhu d3 mé ta & muc 3.2.4.3, lineage cua HPV16 co6 mot s6 sublineage
da xac dinh, do d6, chung toi tiép tuc tim sy lién quan giita sublineage cua

HPV16 véi loai té bao ung thu, chi tiét duoc mo ta tai bang 3.11
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Bing 3.11: Lién quan giita sublineage ciia HPV16 vdi logi té bao ung thu

biéu mo
Sublineage Ung thw té Ung thw té Ung thw té
bao vay bao tuyén bao khac
n=280 72 5 3
Asian
% 90,0 6,3 3,7
European n=14 14 0 0
prototype % 100 0 0
Asian n=>5 5 0 0
Americana % 100 0 0
_ n=1 1 0 0
African a
% 100 0 0
Tong sd n =100 92 5 3
Nhan xét:

Sublineage Asian xuat hién & tit ca cac dang loai té bao ung thu biéu
mo. Tét ca cac sublineage déu xuat hién & ung thu té bao vay. Tuy nhién, su
khac biét vé nhiém sublineage Asian & cac loai té bao ung thu biéu mé khéng

c6 ¥ nghia thong ké.



87

Chuong 4
BAN LUAN

4.1. Pic diém veé tudi ciia ddi twong nghién ciu

Tudi trung binh chung cta nhom ddi twong nghién ctru kha cao, hau hét
& d6 tudi da suy giam hoat dong tinh duc (52,7 + 12,5). Riéng nhém mic
UTCTC c6 d6 tudi trung binh (50,9 + 11,4) tré hon 2 nhém ung thu con lai.
Dic biét, ca 02 bénh nhan UTAD di ¢ d6 tudi man duc (> 50 tudi); hau hét
bénh nhan UTAH va da sé bénh nhan UTCTC ciing ¢ do tudi ndy. Két qua
Khi phan chia tudi ciia d6i twong nghién ctru thanh cac nhom cho thay ti 18
mac UTCTC ting dan theo lta tudi; tir 1,1% & nhoém <20 tudi; 2,1% - nhom
20-29 tudi; 14,9% - nhém 30-39 tudi; 21,8% - nhom 40-49 tudi va 60,1% -
nhom tir 50 tudi tré 1én. Khi tinh chung cho ca nhom ddi twong, hon 3/5 sd
ddi tuong nghién ciu & do tudi trén 50. Vay, su khac nhau vé phan bo d6 tudi
¢ tung loai ung thu cua nhom nghién ctru li€u co li€n quan téi tinh trang
nhiém HPV ciing nhu nguyén nhan gy ung thu & cic mo ?

Két qua vé do tudi trung binh mac UTSDN ciia nghién ctru ciing hoan
toan tuong dong véi két qua nghién ciru ciia cac tac gia khac trén thé gidi.
Theo Tornessello ML, tudi trung binh ctia nhimg bénh nhan mac UTCTC 1a
55,0 + 15,0 tudi, cao hon nhom bénh nhén c6 két qua mé bénh hoc cd tir cung
bat thuong nhu CIN [120]. Faezed K, trong nghién ctru ctia minh ciing chi ra
rang, nguy co mac UTCTC ting dan & nhitng phu nit trén 30 tudi va cao nhat
& nhom 55-65 tudi [121]. Tai Isael, tudi trung binh cia nhom bénh nhan mac
UTAH la 72,4 tudi va UTAD 1a 63 tudi; 72,9% bénh nhan UTAH va 36,8%
bénh nhan UTAPD trén 70 tudi [107]. Vi mot nude phat trién nhu Puc, do
tudi trung binh mac UTAH ciing kha tré so v&i cac nghién ciru trén 55 + 15,5
[108]. Bén canh d6, bénh nhan mac UTAH tai Thai Lan ciing & d6 tudi trung
binh 57,9 £ 13,2 [110].



88

Nhu vay, nhiing bénh nhan di mic UTCTC, UTAH hay UTAD, du &
Viét Nam hay cac nuéc khac, da s6 déu & d6 tudi man duc.

Té bao ché co 1ap trinh va su hinh thanh khdi u da Iy giai cho do tudi
trung binh kha cao & nhém dbi twong nghién ctru. Dudi tac dong cua cac yéu
t6 trong mdi truong nhu: tia tir ngoai, thude 14, hoa chat... va cac phan Gng
viém da hinh thanh cac gdc tu do. Cac gdc tu do giy dot bién trén chudi don
DNA[123]. Cac té bao ludn tu sira chita cac DNA khiém khuyét trude mdi lan
phan bao [124]. Protein p53 dugc mi hoa boéi gen TP53 vén duge biét dén
nhu mot tac nhan ap ché khdi u théng qua hoat dong duy tri tinh 6n dinh cua
bd gen. Sy dut gdy DNA va cac yéu td kich thich nhu stress oxy hoa, soc
tham thu, nhiém vi rdt kich thich hoat dong cua p53 [44]. Vai tro lam cham
lai chu trinh phan bao, cho phép cac DNA ton thuong duoc sira chira thudc vé
protein p53. p53 ciing dong thoi khai dong chét té bao co lap trinh néu DNA
bi ton thwong ning. Do do, bat hoat p53 dan tdi tich liy té bao chira gen dot
bién va 14 co sé hinh thanh khoi u [43].

Céc té bao can ca mot khoang thoi gian dai trai qua tic dong cua CAc
yéu to gay ton thuwong DNA. Chinh sy tich lity cac dot bién DNA qua mdi 1an
phan bao khong dugc sira chita dan téi biéu hién ung thu ciia hau hét bénh
nhan da & do tudi khé cao.

4.2. Phan bd genotype ciia HPV
4.2.1. Dj tinh sach DNA ciia HPV sau tich chiét

Theo hudng dan ciia nha san Xuét, Sigma Alderich, mdi mau mé bénh
pham tuoi véi khoi lugng khoang 2mg s& duoc cat nho bang dao phiu thuat
vO khuan. Enzym proteinase K véi vai trd thuy phan cac protein duogc bd sung
vao trong qua trinh tach DNA nham thily phan céc protein, giam thiéu t6i da
sy c6 mat cua protein trong dich sau tach chiét. DNA duoc tia boi alcol

ethanol va thu hdi tir dung dich bang cach ly tim véi toe d6 6,500xg, loai bo
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dich trong. DNA tinh sach dugc hoa tan tr¢ lai va kiém tra d6 tinh sach trén
may Spectophotometric.

DNA hép thu anh sang t6i da ¢ budc séng 260 nm va thap hon & budc
song 280 nm. Nguoc lai, protein hap thy anh sang tdi da & bude song 280 nm
va thap hon & budc song 260 nm. Chinh vi vy, ap dung cong thirc tinh do
tinh sach ciia DNA ctia Maniatis [125]:

(8260,;) X (%P) + €560,, X (Y0N)
e
(8230,{) X (%P) + €280 X (%N)

Cho théy, ti 1€ mat do quang trung binh cua DNA va protein trong
nghién ctru ¢ 2 budc song 260 va 280 nm la 1,81 + 0,06, dao dong tir 1,62 -
1,96. Két qua trén chi ra rang, protein trong mau bénh pham da dugc loai bo
va DNA du tinh sach va ndong d6 DNA trong dung dich du 16n dé str dung cho
cac bude ki thuat phan tich gen tiép theo .

4.2.2. Ti I¢ nhiém HPV

Cac nghién curu trude cho théy réng, gen muon L1 ctia HPV, mac du
voi kich thude 140 cdp base nito nhung da duoc s dung dé xac dinh nhidm
HPV [10],[96],[97]. Trong nghién ctru cta chung tdi, cip moi goc GP5*/6*
original dugc st dung dé khuéch dai gen L1 nham dat dugc s6 ban DNA du
nhiéu dé phat hi¢n nhiém HPV tai cdc mau bénh phém. V&1 nhiing mau bénh
pham am tinh, chung t6i tiép tuc str dung cdp moi boé sung MGP5*/6* dé phat
hién. Két qua chi ra rang 10/20 bénh phdm UTCTC am tinh voi cap moi gbe
GP5*/6* original di duoc phat hién boi cip mdi bo sung MGP5*/6*. Tir ndm
1995, de Roda Husman di thanh cong trong viéc st dung cip moi GP5*/6*
thay thé cho cap moi GP5/6 dé phat hién HPV. D6 nhay cta cip modi GP5*/6*
cao hon cap mdi (tr 39% da tang lén 43%), dac biét, nhitng loai HPV thuong
gip nhu HPV6, 11, 16, 18, 31, 33 am tinh véi cip moi gbc nhung van phat

hién duoc bang cip mdi bd sung [126]. Nam 2008, Yamada va cong su ciing
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d4 st dung cip moi bd sung MGP5*/MGP6* nham giam thiéu tinh trang bat
nham giita cip modi va DNA caa HPV [127]. Nhu vay, stt dung 02 cip mdi da
ting kha nang phat hién nhiém HPV tai mé UTCTC. Khi d6i chiéu véi két
qua genotype cta 10 mau bénh phdm duoc phat hién nhiém HPV bang cip
moi bd sung MGP5*/6*, nghién ctru chi ra rang 4/10 truong hop don nhiém
HPV18, 3/10 truong hop don nhiém HPV52; 01 trudng hop dong nhiém
HPV18,52; 01 trudng hop nhiém HPV16 va 01 truong hop nhiém HPV31.
Nhu vay, cip moi bo sung ting hiéu qua phat hién khong chi HPV18 ma con
ca HPV52, HPV16 va HPV31.

San phém DNA cua gen L1 sau khuéch dai tiép tuc dugc dién di trén
gel agarose 2%, nhuom bromide va chup lai béng tia UV. Nhitng doan bang
kich thudc 140 cip base nito du sic nét dé quan sat duoc bang mat thuong 13
bang chimg cho sy nhiém HPV tai mau bénh pham.

Két qua ctia nghién ctru d3 chi ra 80,4% cac mau bénh pham UTSDN
nhiém HPV, trong s6 d6, ti 1¢ nhiém HPV cao nhét tai moé UTCTC (89,4%),
thap nhat 1a UTAH (2,5%). Cho tdi thoi diém hién tai, cac nghién ciru vé
UTSDN trén thé giéi méi chi dimg lai & cac nghién ctru riéng biét UTCTC,
UTAH, UTAP ma it c6 nghién ctru tién hanh dong thoi trén ca 03 nhém ung
thu trén, do d6 chua c6 can ¢t dé so sanh véi ti 18 nhiém HPV trong nhom ddi
tugng cua nghién ctru. Chinh vi vy, nghién ctru tach riéng tung nhém ung
thu dé phan tich.

Xét nhom UTCTC, cac nghién ciru trude d6 trén thé gidi chi ra cac ti 18
nhiém HPV khéc nhau, nhung déu dao dong tir 80-98% [93],[99],[100],[101].
Ti 1¢ nhiém HPV tai mé6 UTCTC xam lan & Brazil 1a 98,8%; tai md sinh thiét
& Maroc - 91,5% [99],[100]. Tai Italy, ti 16 nhiém HPV xac dinh tir khéi nén
dudng nhu thap hon (81,8%) [126]. C6 18, nhitng dic diém vé dia 1y, van hoa,

mai truong, 16i séng dan tai ti 16 nhiém HPV tai mé UTCTC khéc nhau & cac
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ving. Hon nita, HPV khéng phai 1a tac nhan truc tiép gay ton thuong DNA
ma 13 cac yéu té moi truong nhu khéi thude 13, hoa chat...[123]. Vi 16i séng
khac nhau, cic tac nhan gay t6n thuong DNA khac nhau c6 1& da dan t6i ti 16
nhiém HPV khac nhau & cac ving dia 1y khac nhau.

Bang nghién ctu trén thuc nghiém, Wei di ching minh duoc ring,
khoi thude 14 1am ting kha ning sao chép cua gen ung thu E6 HPV trong cac
dong té bao nhiém HPV sinh thiét tir ton thuong CIN nudi ciy ting. Tang tan
suit dot bién DNA cua té bao c6 thé nhin HPV [71]. Nito oxyd (NO) sinh ra
tir cac phan tng viém lam thay d6i dang ké ti 16 UTCTC trén thuc nghiém
[74]. Nhiing phu nit c¢6 sit dung thudc tranh thai trén 10 nim c6 ti 16 mac
UTCTC cao hon gép 4,1 lan so v6i nhom khong sir dung thudc tranh thai
[73]. Nhitng tac nhan trén dot bién trén chudi DNA, cin téi su sira chita DNA
& cac pha G1/S [44],[128]. Dudi tac dung cua protein p53 va protein Rb,
DNA duogc sira chita trudc mdi 1an phan bao bang cac co ché khac nhau. Chi
khi protein p53 va Rb bi bat hoat hoic gidng hoa boi protein E6, E7 ciia HPV,
vai tr0 sira chita DNA té bao ctia chiing méi bi v6 hiéu hoa, dan t&i hinh thanh
khéi u [45].

Ngay tai Viét Nam, nghién ctru cia Nguyén Phi Hung va cong su tién
hanh xac dinh HPV tir khéi nén, str dung cip mdi dic hiéu cho gen E6 chi dé
khuéch dai gen so6m E6 cuaa HPV6, 11, 16, 18 thi ti 1€ nhiém HPV chi c¢é
84,4% [11]. Viéc chi sir dung cap mdi dic hiéu cho 4 loai HPV trén d3 bo qua
nhiéu loai HPV ¢6 thé c6 nhiém tai mau bénh phém, dan té6i ti 1é nhiém HPV
tai m6 UTCTC khong xéac thuc. Uu thé vuot trdi ctia nghién ctu 13 st dung
mAau bénh pham tuoi (sinh thiét), cip mdi co6 d6 nhay, do chinh xac & thoi
diém hién tai, do do ti 1&é nhiém HPV cua nghién ctru phan anh chinh xac ti 1¢

nhiém HPV va phan bd céac loai HPV tai m6 UTCTC cua phu nir Viét Nam.
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Véi nhéom UTAH, ti 1¢ nhiém HPV ciia nghién ctru rat khac biét so véi
cac nghién ctru trén thé gidi. Xac dinh HPV trén mau bénh pham mdé UTAH
sinh thiét tuoi, 2 nghién ctru tai chau Au nhu, Sieger E. da chi ra rﬁng ti 1€
nhiém HPV & phu nit UTAH tai Israel 60%, Hample va cong su ciing cho
thay ti 1&6 d6 & Puc 1a 60,4% (29/48) [107],[108]. Tuy nhién, khi xac dinh tur
khdi dac nén, van de Nieuwenhof dua ra ti 18 nhiém HPV tai moé UTAH tai
Ha Lan chi 1a 34,6% [109]. Nhung tai Thai Lan, Siriaunkgul va cong su da
khuéch dai gen L1 bang k¥ thuat PCR 16ng v6i 2 cdp moi: cip moi MY dé
khuéch dai doan gen 450 cip base ni to va cip mdi GP5*/GP6* dé khuéch dai
doan gen L1 kich thudc 140 cdp base ni to, chi ra ré“mg ti 16 nhiém HPV tai
nhitng mau bénh pham ung thu biéu mé am ho tach tir khdi nén 1én t6i 61,7%
(29/47) [110]. Trong khi d6, két qua ctia nghién ctru chi 1a con sb rat khiém
tén: 12,5% (3/24) mau UTAH sinh thiét twoi nhiém HPV. Khéng chi yéu t6
dia 1y, van hoa, 16i sbng ma c& mau, loai bénh pham va ca k¥ thuét phan tir sir
dung trong nghién ctru da tao nén sy khac biét ro rét trong cac nghién ctru. Co
18, v6i phy nir Viét Nam, HPV khong phai 13 yéu t6 chinh can thiép vao qua
trinh hinh thanh UTAH.

Ciing nhu két qua ctia cac nghién ctru trén thé gidi, so véi UTCTC,
nghién ctru ciing chi ra rang ti 1 nhiém HPV tai mé UTAH thap hon rat nhiéu
s0 véi UTCTC. C6 1& do ciu tao mo hoc ctia 4m ho vira 14 16p biéu mo vay
strng hoa khac vai ¢6 tir cung, toan bd niém mac duge bao phi bdi biéu mo
vay khong stng héa dan téi mic do ton thwong khac nhau, dan téi su
nhiém HPV khac nhau. Hon nita, co thé cac ton thuong am ho & vi tri dé
duoc phat hién bdi ca bénh nhan va bac si hon ton thuong co tur cung nén
duoc phat hién va diéu tri sém, dan t6i ca sd luong bénh nhan 1an ti 18

nhiém HPV giam rd rét.
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Zannoni va cong su da phat hién 2 receptor cta ostrogen: ERo mat
hoan toan, ERP giam va protein E-cadherin ciing giam ¢ nhirng bénh nhéan
UTAH am tinh véi HPV [129]. Hormon estrogen duoc tiép nhan bdi thy thé
trén mang nhan té bao. Estrogen tac dong dén biéu hién gen p53 bang viéc
gin vao diém dau sao mi cua p53. Hon nita, nhom tudi ciia phu nir mic
UTAH cao nhét trong s6 UTSD. Luong ostrogen giam lam giam qué trinh
tong hop p53, giam sira chita DNA t6n thuong. Cung vé6i thu thé ostrogen
khién protein tién ung thu E-cadherin giam, giam lién két giita cac té bao
[130]. Phai ching, hormon ostrogen 13 yéu t6 chu yéu tac dong dén UTAH
cht khong phai 1a HPV?

Néu nhu ti 18 thé mac UTCTC trong cong dong 1a 13/100000 phy nit
trén 15 tudi, thi ti 16 UTAD thdp hon rat nhiéu lan, chi tir 0.1-0.2/100000
[131]. Chinh vi vay, sudt 4 ndm thu thap s6 liéu, chiing toi chi tiép can duoc 2
phu nit mic UTAD. Du chi ¢6 01 trong s6 02 mau bénh phim di xac dinh
duoc HPV nhung ti 1& nhiém HPV & md UTAD ciing tuong duong soO véi
nghién ctru cua Larsson tai Thuy Dién - 53,6%, (37/59) nhung thap hon so
v6i nghién ctru cta Siegler tai Israel - 66,7% (4/6) [107],[111]. Néu nhu yéu
td nguy co hang dau caa UTCTC 1a HPV thi voi UTAD, c6 18 HPV ciing
khong phai 1a ngoai 1¢. Theo Castle, tai Costa Rica, ti 1 nhiém HPV tai ca
bénh phém am dao va co tir cung bénh khbng c6 su khac biét véi p =0,3
[132]. Nhung rd rang, qua cic nghién ctu di liét ké ¢ trén vé UTCTC va
UTAD thi ti 1 nhiém HPV & mé UTCTC cao hon nhiéu so véi UTAD.

Pé khang dinh UTSDN khong chi do bdi nhiém HPV ma con do céc
yéu td khac, dic biét 1a hormon sinh duc nit, chung t61 da phan chia tudi cla
d6i tuong nghién ctru thanh cac nhom tudi sinh hoc: <20, 20-30, 30-40, 40-50
va tir 50 tudi tré 1én nhung khong thiy co sy khac biét vé tr 16 nhiém HPV &

cac nhém tudi. Khi phan chia do tudi ctia nhom d6i tuong theo do tudi sinh
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san: <30 tudi, 30-50 va tir 50 tudi trd 1én, nghién ctru da chi ra nhom UTSDN
& d6 tu6i man dyc > 50 nhiém HPV it hon cac nhom tudi con lai ¢6 y nghia
théng ké voi p<0,001; mic du nhu da dé cap o trén, ti 18 UTSDN & d6 tudi >
50 cao nhit. C6 1& nhiém HPV dai ding tir tudi tré cing voi su suy giam
hormon sinh duyc nit va céc tac dong cua yéu té moi trudng khién cho ung thu
phat trién & do tudi > 50. Sy khong twong dong vé ti 1é nhiém HPV tai mo
UTCTC, UTAD va UTAH c6 18 bét nguén tir su khéc biét vé cau tao mo hoc,
tinh chit ton thuong.

4.2.3. Phéin bé genotype ciia HPV

K¥ thuat lai thaim diém nguoc trén mang (reverse dot blot hybridization
- RDBH) str dung chudi DNA don (DNA probe) ciia mdi HPV-16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 6, 11, 42, 43, 44, CP8304 (81) gan san
trén ting 0 riéng biét cia mang lai. DNA dich dugc biotin héa bang cach
khuéch dai véi cac acid nucleic c¢6 gan biotin. Sy bat cip dic hiéu gitra soi
don DNA dich va DNA probe tao chudi kép DNA cb dinh trén mang. Chudi
kép DNA chaa biotin s& lién két dic hiéu v6i hdn hop streptavidin -
alkalinphosphat trong dung dich enzym, cé tac dung thay phan géc phosphat
ra khoi phire nitro blue tetrazolium, bromo-chloro-indolyl phosphat dan t&i sy
hinh thanh phtrc mau tim. Phirc mau tim xuat hién & mau nhiém loai HPV
tuong ung duong tinh. Céc lién két giita cac thanh phan phan tng c6 do dic
hi¢u cao. Hon nira, trén mang lai cling c6 ching ngi HPV duong tinh va
chting chi co biotin nham loai trir nhitng truong hop HPV 4m tinh gia.

Uu thé vuot troi ciia k§ thuat RDBH so véi ki thuat giai trinh tw DNA
truc tiép (DNA direct sequencing) chinh Ia phat hién nhiém nhiéu loai HPV
trong mdi 1an thuc hién k¥ thuat. Hon nira, do nhay, dg chinh xac cua ky thuat
RDBH ciing cao hon k§ thuat giai trinh tu DNA truc tiép khi tién hanh trén
tryc khuan lao va tuong duong nhau khi xac dinh loai HPV [133],[134]. Nhu

vay, lya chon k¥ thuat RDBH 1a hoan toan du do tin cay cho nghién ctu.
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Tat ca cac mau nhiém HPV trong nghién ctru déu thuéc nhém HPV
nguy co cao du don nhiém hay dong nhiém nhiéu loai va tinh trang don
nhiém HPV chiém da sd, toi 73,4 %. Két qua nay cling twong tu nhu nghién
ctru cta Tonesello M.L [101]. Nhung nguoc lai, dong nhiém HPV lai phd
bién ¢ gai mai dam - 61,2% [10]. V¢i dic trung cua HPV nhém nguy co cao,
sau s& bo lai vo protein, chi soi DNA dugc khi xdm nhap, bién nap vao nhiém
sac thé cua té bao chi tao thé nhan va ciing dugc nhan 1én cung véi nhiém sac
thé trong mdi chu ky té bao [32]. Cac gen som E biéu hién protein tac dong
1én té bao chu. Vi s6 lugng khoang 50 ban sao trong 1 té bao, protein E1 ¢
vai tro nhu enzym thao xoan DNA helicase, protein E2 tuwong tac véi E1 cung
gan vao vi tri sao chép ori tao phtic hop E1-E2-ori, lién két chit ché voi DNA
té bao chu [30],[34]. Protein E4 ting cuong sing hoa té bao [37]. Protein E5
hoat hoa thy thé yéu t6 ting truong biéu mé va ting diéu hoa yéu t phat trién
mach mau, e ché con duong chét té bao [37],[38]. Nhu vay, protein E5 ¢
vai trd rat 1on trong viéc thuc dy su phat trién té bao. Protein E6 ting giang
hoa protein p53, ngan chan su tu stra chita DNA, duy tri su bién nap 6n dinh
ciia HPV trén DNA cua té bao chii [46]. Protein E7 gan véi protein ap ché
khéi u pRb, @c ché chu trinh chét cua té bao [53]. Cac protein cia HPV ac
tinh ¢6 chirc nang duy tri bd gen HPV trong té bao chii va duy tri toc do phan
bao khong kiém soat dan tGi su hinh thanh khoi u. Véi sy hién hitu cta cac
protein cua HPV, khi cac DNA té bao chu bi ton thuong do cac tac nhan vat
Iy hay hoa hoc s& duogc tich liiy va nhan 1én lién tuc qua cac 1an phan bao la
cdi ngudn cho cac khoi u &c tinh ra doi. Cac hat vi rit hoan chinh duogc giai
phong cung véi su bong ra cac té bao chét khi cac té bao nhidm vi rit phan
chia tién toi bé mat 16p biéu mo bat dau chu ky 1ay nhiém mai [20]. Sau khi
xam nhap vao té bao chu, hau hét cac HPV loai nguy co thap s& bi loai bo boi
hé thong mién dich. Nhiing vi tri acid amin trén E6 bi nhan dién bai hé thong
mién dich nhu: 3, 11, 14, 25, 27, 55, 58, 60, 78, 83 va trén E7 nhu 22- 26
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[135]. C6 1& @6t thay thé cac acid amin twong (mg véi cac vi tri trén khién hé
théng mién dich cua co thé chu khong nhan dién dugc. D6 cling 1a 1y do khién
HPV loai nguy co cao ton tai va giy cac bénh 1y u trén co thé chu.

Xét phan bd genotype ciia HPV tai mé UTSDN, chlng tdi chia lam 2
nhom, don nhiém va dé)ng nhiém HPV. O nhém don nhiém, nhiém HPV16
cao nhat, chiém téi 57,5% (73/127); tiép dén 1a HPV18, 33,1% (42/127);
dung thir 3 1a HPV52 chiém ti 18 thip - 2,3% (3/127). HPV nguy co cao khac
nhu HPV31, HPV33, HPV45, HPV/58, HPV/59 chi chiém ti 1¢ rat thap 0,8% -
1,6%. Trong nhom doéng nhiém, dong nhiém HPV16,18 phd bién nhat, t&i
68,8% (31/45); tiép theo lan luot 13 HPV16 va loai khac 22,2% (10/45),
nhiém HPV 18 va loai khac 4,4% (2/45). Trong nhém dong nhiém nay, nhiém
HPV52 hoac cung vé1 HPV16 hoac voi HPV1S. Tinh cho cd 2 nhom don
nhiém va déng nhiém, ti 16 nhiém HPV16, HPV18, HPVS52, déng nhiém
HPV16,18 lan luot 1a 47,6% (80/168), 26,2% (44/168), 4,8% (8/168) va
17,9% (30/168) & mo UTCTC va 48,3% (83/172), 25,6% (44/172), 46,5%
(8/172) va 17,4% (30/172) & mé UTSDN. Khi tinh theo s6 chung (chung),
nhiém HPV16 van 14 cao nhat - 43,5%, tiép dén HPV18 - 23%, HPV16,18 -
16,2% va thir 4 1a HPV52 - 4,2%. Két qua nay ciling khong c6 su khac biét khi
tach riéng tirng nhom ung thu nhu UTCTC. Nhom UTAH, UTAD ciing cho
thay nhiém HPV 16 1a pho bién nhat.

Su phan b genotype cua HPV tai mé UTSDN trong nghién ciru nay so
v6i cac nghién ciru khac trén thé gidi, tuy ti 16 nhidm c6 khac nhau nhung ti 16
nhiém HPV16 chiém da sd van la dic trung cho tat ca cac nghién ctru. Tir
Brazil, ti 1& nhiém HPV16 la 77,6%; Maroc - 87,3% cho téi toi Italy — 68,6%;
Nhat Ban 40,5%; Thai Lan 35,8%; nhiém HPV18 dung thtr 2 tai mé6 UTCTC
[99],[100],[101],[102],[103]. Tuy sé luwong bénh nhan UTAD, UTAH c6 it
hon rat nhiéu so véi UTCTC nhung HPV16 van la phd bién nhét [107],
[108],[109], [110].
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So voéi tinh trang nhiém HPV tai gai mai dam Viét Nam, Philippin,
Nhat Ban..., nhiém HPV52 chiém ti 1& cao nhit, tiép dén HPV16, thi tai
nghién ctru ndy ciing nhu cac nghién ctru khéc trén thé gidi vé UTSDN, ti 1&
nhiém HPV16 va 18 lai ph6 bién hon HPV52 [10],[96],[97]. Nhu vay, co su
khac biét vé tinh trang nhiém HPV ¢ cac d6i tuong nghién ctru khac nhau hay
no6i cach khac, do ac tinh khac nhau gitra HPV16, 18 va HPV52 gay nén céc
tinh trang bénh 1y khac nhau. Cé 18, HPV52 khong 4c tinh bang HPV16 va
HPV18, di dugc loai bé trong qua trinh nhiém boi hé théng mién dich ctia co
thé chu. HPV16, 18 vGi do 4ac tinh cao dic trung cho UTSDN, HPVS52 dac
trung cho kha ning 1ay nhiém nhung nguy co ung thu hoa thap hon rat nhiéu
so voi HPV16, 18.

Nhu vdy, vic xin st dung phong nhiém HPV dang sir dung tai Viét
Nam, duoc thiét ké trén trinh tu gen L1 cua HPV, nham tao hé théng mién
dich loai bo capsid HPV bam vao té bao chu van du stc thuyét phuc. Tuy
nhién, bo sung cac loai khac nhu HPV 31, 33, 45, 52, 58, 59 la can thiét.

Do 4c tinh ciia cac loai HPV nguy co cao con duge thé hién qua phan
b cua genotype theo nhom tudi. Ching t6i khdng xac dinh duoc HPV don 16
tai nhom bénh nhan mac UTSDN duéi 30 tudi nhung d3 xac dinh duoc ca 2
loai HPV16 va HPV18 ddng nhiém tai mé UTCTC ciia 100% bénh nhan dudi
20 tudi. Nhiém HPV16 tang dan tir d6 tudi 30, dat t6i da & d6 tudi tién man
kinh 40-50 va giam dan & d6 tudi trén 50; tuy nhién, phan b6 HPV16 & nhom
trén 50 tudi dudng nhu cao hon ¢ nhom dudi 40 tudi. Ti 16 nhiém HPV18
cling xuat hién & nhém trong do tudi sinh dé va giam dan sau 40 tudi. Biéu do
3.3 d4 thé hién sy ac tinh khi dong nhiém HPV 16, 18 & tudi tré 13 rat cao voi
nguy co ung thu 100% va su ton tai dai ding cta HPV16, HPV18. Theo
Plummer, HPV di ty loai bé khoi md cb tir cung & 43% phu nit sau 6 thang

nhiém HPV, khong dé lai ton thuong giai phau bénh, va sau 18 thang, ti 18 tur
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loai bd HPV 1én t6i 65%. Tuy nhién, HPV16, 18, 31, 33 van ton tai dai dang
nhit va chi c6 19% trudng hop HPV16 ty loai bo sau 18 thang nhidm & bénh
nhan c6 bat thuong mo bénh hoc o tir cung [64]. Phai méat 10 nam, sy tich
lily cac dot bién nhiém sic thé qua cac lan phan bao ma 17,2% s phu nit
nhiém HPV16; 13,6% nhiém HPV18S; 3,0% déng nhiém HPV16 hoic HPV18
c6 két qua mo bénh hoc binh thudng phat trién thanh CIN3 va ung thu [66].

Qua ton thuong trén bé mit 16p té bao biéu md, HPV s& xam nhap vao
16p mang day cua té bao chu, st dung vét chat di truyén trong té bao chu,
nhan 1én véi sd lugng ban sao ma rat thap. Bang cach nay, HPV di khong bi
hé thong mién dich cha phat hién. Cac protein mudn chi duoc biéu hién khi té
bao mang Vi rdt phan chia dén 16p té bao stmg, noi cac té bao tham quyén
mién dich nhu té bao dendritic va té bao Langerhans kho c6 thé kiém soat. Do
d6, khong co su ly giai té bao, khong c6 hién tugng té bao chét va ciing khong
c6 biéu hién viém [136].

Nhu vay, trai qua cd mot thoi gian dai nhan lén trong té bao chu,
nhiing HPV nguy co cao khong bi loai bd, s€ tac dong 1€n qua trinh phan
bao dan dén hinh thanh bénh 1y ac tinh. Chinh vi vay, & do tudi hoat dong
tinh duc, nguy co nhiém HPV rat cao. Sy tich lily cac ton thuong dén khi
biéu hién bénh hau hét & do tudi man duc. Cau hoi dat ra véi nghién ciru,
béng cach nao, HPV16 c¢6 thé thoat khi hé théng mién dich cua té bao chu.
Liéu phan nhém dudi nhom ciia HPV16 c6 khac biét gi so vdi cac nghién
ctru trén thé gidi?

4.2.4. Sublineage HPV16

Tt 114 mau bénh phdm nhiém HPV16, ching t6i da tién hanh giai
trinh tu toan bd gen E6 kich thudc 549 bp va gen E7 khich thude 415 bp cta
HPV16 qua cac budc: khuéch dai gen E6, E7; dién di xac dinh san phém sau

khuéch dai va giai trinh tu tryuc tiép. Cap mdi va thé tich cac phan Ung
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khuéch dai gen E6, E7 ciia HPV16 da dugc Ishizaki cung cong sy tién hanh
thanh cong va dugc st dung trong nghién clru cua chung t61 [98].

Céc hinh anh dién di cia toan bd 114 miu bénh pham da khuéch dai
dugc thé hién qua cac bang dién di sic nét, rd rang véi kich thudc twong ddng
vé6i kich thudc du doan ban dau. Tuy nhién, khi tién hanh giai trinh tu, chi c¢6
100 mau bénh phdm UTCTC cho trinh tu nucleotid day du va rd rang. Con lai
14 mAu bénh pham, chung t6i khong tién hanh pha lodng giai trinh ty 14n 2 vi
vé6i s6 lugng 100 trinh ty di du tin cay dé phan tich sb liéu.

Pé thuan loi cho viée phat hién dot bién trén gen E6, E7 cua HPV16,
ching t61 st dung doan gen E6, E7 cua HPVI16 sublineage European
prototype tir nghién ctru di duoc cong bd trén GenBank dé so sanh [120].
Nham phat hién phan nhém dudi nhém HPV16, ching toi 4p dung tiéu chi
chan doan ctia Huertas-Salgado [19]. Hau hét HPV16 trong nghién ctru (94%
- 94/100) thuoc nhém European, phan 16n s6 d6 (85% - 80/94) thudc
sublineage Asian va hon nira s sublineage Asian (55% - 44/80) 1a loai As (a),
s6 con lai 1a As (b). Sublineage European prototype chiém s6 lugng it hon
nhiéu, 14,9% (14/94) véi 2 loai dot bién G350 (35,7% - 5/14) va T350 (64,3%
- 9/14). Nhém Non European véi ti 1& thap-6%, trong d6 chu yéu la
sublineage Asian Amirican a (83,3% - 5/6) va chi c¢6 1 truong hop mang
sublineage Afican a. Nhu vay, néu tinh cho toan bd truong hop nhiém
HPV16, sublineage Asian 1a pho bién nhat, (80% - 80/100) véi 2 loai Asian
a (44% - 44/100) va Asian b (36% - 36/100); tiép theo 1a sublineage
European prototype (14%) cho 2 loai T350 (9%) va G350 (5%); sublineage
Asian-American a (5%) va African a (1%).

Néu sublineage European prototype 13 phan nhom dudi type phd bién
nhat tai mé6 UTCTC & Maroc (58,3%), Italy (69%) va mién Bac Trung Qudc
(67,3%) thi sublineage Asian lai pho bién véi Thai Lan (58,7%) va mién Nam
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Trung Qubc (65,5%) [100],[101],[104],[137],[138]. Vi viy, gop phan véi
nghién ctu cua 2 nudc ban Chau A, nghién ctru cta chung t6i ciing chi ra
rang sublineage Asian la phan nhom phd bién nhat cia HPV16 tai Viét Nam
noi riéng va Chéau A néi chung.

Khi xét cu thé cac vi tri dot bién sai nghia trén ca 2 gen E6 va E7,
chung t6i thiy rang, trong 16 vi tri acid nucleotid bi bién d6i, d6t bién chu dao
trén gen E6 cua nghién clru xay tai vi tri nucleotid T178 tuong trng véi bo 3
ma hoa acid amin s6 25 aspartic (D25), chiém 80%, tiép theo dén dot bién tai
nucleotid 350 twong g véi acid amin leucin s6 83 (L83V) chiém (10,1%).
Dot bién D25E, L83V lién quan voi viéc nhiém HPV16 dai dang c6 y nghia
théng ké [139]. Acid amin aspartic tai vi tri 25, motif trén gen E6, ¢ ai luc
v6i HLA - A2 [140]. Do véy, dot bién tai vi tri nay din t6i giam kha ning
nhan dién cta hé théng mién dich, HPV 16 ton tai dai dang trong co thé chu.

Béng thuc nghiém, Zehbe va cong su da ching minh L83V, R10G lam
tang stng hoa 10p té bao day [141]. DU khéng c6 E7, chi riéng dot bién L53V
cling du bién d6i té bao simg thanh bat tir [142].

Tan suét cac dot bién E6 trén HPV16 cd su khac nhau 1% dot bién tai
acid amin s6 10 - R10L; 6% dot bién tai acid amin s6 14 (Q14H va Q14D),
80% dot bién tai acid amin s6 25 (D25E); 3% tai acid amin s6 27 (I27R va
127L); 2% tai acid amin s6 58 (N58S va N58K); 1% D64N; 1% S71C; 6% -
H78Y; 5% L83V; 1% E89D da mo ta trén gen E6 va 1% dot bién D4H, 46%
dot bién N29S trén gen E7 tao ra 12 dot bién acid amin. Cac dot bién tai vi tri
acid amin s6 10, 14, 27, 58, 78, 83 don 1¢ hay phdi hop déu co tac dung tc
ché hoat dong sao chép cua p53, ting gan két voi E6BP c6 ¥ nghia. Riéng dot
bién L83V tac dong 1én ca qué trinh giang hoa p53, tc ché sao chép p53,
giang hoa yéu t6 Bax va gan véi R6BP [143]. Két qua cta nhimng dot bién déu
trc ché qua trinh tu stra chita DNA mdi 1an phan bao va tc ché té bao chét co

1ap trinh.
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Hai motif cta E6 thudc vé doan xodn peptid tir acid amin 30-33 dén
63-68 va 106-108 dén 130-142 tao cac “zinc fingers” [45]. Cac motif, dic biét
acid amin 128 trén E6 ctia HPV16 c6 vai trd trong yéu trong co ché gy bénh
cia HPV16 thong qua viéc lién két v6i E6-AP qua chudi peptid gom 18 acid
amin tir acid amin 391 dén 408 trén E6-AP, tao phirc hop E6, E6-AP bén viing
va tiép tuc lién két véi yéu t6 ap ché khdi u p53 [45]. Hon nita, chinh acid amin
128 trén E6 ciia HPV16 con gin véi cac protein khac nhu Paxillin, IRF. E6
HPV16 con tac dong 1én sy phan bao va sira chita phan bao qua hoat dong gin
v6i PDZ tai doan peptid tir vi tri acid amin 148-151 trén E6 [145]. Nhung thi vi
thay, cac vi tri nay hau nhu khong hé bi dot bién dé bao toan hoat dong ciia E6
HPV16. Cac dot bién D64N, S71C va E89D xay ra véi ti 16 rat thap 1%, duy chi
c6 dot bién D64N thudc vé ving “zinc finger” nhung chua co nghién ciru nao
cong bd vé tac dong cua cac dot bién nay téi vai tro cta protein E6.

So véi gen E6, gen E7 dudng nhu bén vimg hon. V&i 2 vi tri dot bién
sai nghia tai acid nucleic s6 571 va 647 dan dén bién ddi 2 acid amin tai vi tri
s6 4 (D4H) va vi tri 29 (N29S). Bot bién N29S xay ra phd bién hon, chiém
97,8% (45/46) cac dot bién trén gen E7. Két qua cta nghién ctru ciing tuong
dong voi nghién ciru tai Thai Lan va Trung Quéc [102],[139]. Tuy nhién, ca 2
dot bién nay déu xay ra & ngoai ving bao ton ciia HPV, khong anh hudng dén
d6 bén vimng, hoat dong cua protein E7 trén HPV16 [145]. Acid amin
asparagin & vi tri 29 nam & ving ddu amin tan cta chudi peptid E7, thudc
vung nhan dién cia lympho T ddc [146]. Zhang va cong su da chung minh
rang su nhiém dai dang HPV16 va dot bién N29S khéng c6 y nghia thong ké
[139]. Hon nira, ti 1¢ xuat hién dot bién N29S cao hon D25E ¢ nhiing gai mai
dam c6 moé bénh hoc binh thudng trai nguoc véi két qua ctia nghién ciru [98].
Do vay, c6 1& dot bién N29S trén protein E7 giup cho HPV16 thoat khoi sy
kiém soat cuia té bao T doc khién cho HPV16 c6 thé trén thoat khoi hé thong
mién dich, nhung mot minh dot bién N29S chua di manh dé thuyét phuc su
ton tai dai dang cia HPV 16.
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Trén thuc nghiém, cac dot bién D25E, L83V va N29S déu co kha nang
tao ving quyét dinh khang nguyén méi trén té bao lympho T va B. [147]. Nhu
vdy, cin clr vao cac dot bién trén gen E6, E7 ctia HPV16 ciing nhu phan b
genotype ctiia HPV, c6 thé thiét ké khang thé khang E6, E7.

Véi nhitng két qua kha quan vé viéc st dung vaccin EGE7THPV ¢ trong
thuc nghiém va trén nhitng bénh nhan mac CIN3, VIN nhu di trinh bay ¢
muc 1.2.1.4, 1.2.2.4 cing voi két qua vé phan bd genotype, phan nhom dudi
nhoém caa HPV16 va cac dot bién trén E6, E7 nghién ctru dong goép dang ké
vao chién luoc vac-xin phong nhiém HPV va liéu phap vac-xin diéu tri tién
ung thu & nhitng bénh nhan nhiém HPV sinh duc c6 loan san té bao biéu mo.
4.3. Lién quan giira genotype va loai té bao ung thw
4.3.1. Logi té bao ung thw

Can cr vao phan loai loai té bao ung thu ciia to chirc Y té thé gidi va
két qua ctia nghién ctiru, UTSDN duoc chia 1am 02 nhém chinh: ung thu biéu
mo va ung thu té bao hic td. Ung thu biéu mo duoc chia 1am 3 loai: ung thu
té bao vay, ung thu té bao tuyén va ung thu té bao biéu mé khac nhu: ung thu
thé hon hop tuyén vay, ung thu té bao kinh, ung thu than kinh ndi tiét
[69],[85],[88]. Khi xét chung cho ca 3 loai ung thu hay xét riéng UTCTC va
UTAH, ching t6i thay rang, ti 18 bénh nhan mac ung thu té bao vay chiém ti
1&é cao nhét, t6i gan 4/5 s6 bénh nhan ung thu; tiép theo 13 ung thu té bao
tuyén. Riéng UTAD chi c6 ung thu té bao tuyén va ung thu thé bao khac.

So sanh voi két qua cua cac nghién ciu trude, ching toi thiy co su
tuong dong nhét dinh gitta cac nghién ctru. Vi UTCTC, ti 1&é méc ung thu té
bao vay ludn chiém wu thé. Cu thé nhu ¢ Italy, c6 toi 77,2% bénh nhéan
UTCTC loai ung thu té bao vay; 22,8% la ung thu té bao tuyén; nhung & Thai
Lan, do nghién ctr tir cac té bao bong ma toan bd té bao UTCTC 1a loai ung
thu té bao vay [101],[104]. Tuong tu nhu vdy, cic nghién ciru vé UTAH ciing

cho thiy loai ung thu té bao vay 1a pho bién, chiém t6i 88,2%, s6 con lai 1a
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ung thu té bao ddy — 3% va bénh Paget 8,8% [148]. Néu nhu theo nghién ctru
trén thé gidi, ung thu té bao vay chiém téi 90% UTAD thi chi con 2 - 4%
UTAD 6 phu nit tré do nhiém diethylstillbestrtol [149]. Thuc té, trong nghién
ctru ctia chiing toi, ca 2 trudng hop UTAD déu ¢ do tudi cao (58 va 68 tudi)
nhung chi mic ung thu té bao tuyén va ung thu té bao kinh. Sy khac biét nay
¢6 18 do ¢& mau UTAD cuia chung toi qua it khong c6 ¥ nghia thong ké.

Sy khac nhau vé ti 1& ung thu té bao vay va ung thu té bao tuyén co 18
do bai ciu tao mo bénh hoc cua co tir cung, am ho va am dao. Xét vé mait cAu
tao md hoc, Am ho duge cu tao tir cac té bao biéu mod vay tﬁng sung hoa day
mong khac nhau. Cac tuyén cua am ho cling cAu tao tr cac té bao biéu mo tru
tiét nhay & ving nang 6ng, biéu md trong ving ong va biéu mo vay & ving
mo cua 6ng tuyén [150]. Bao phil niém mac am dao 1a 16p biéu mo vay tang
glycogen hoa ma khong sing hoa véi cac thy thé steroid trong nhan. Lop day
dugc ciu tao tir cac té bao tru don nam trén mang day. Lp biéu mé ting
khong stmg hoa trén bé mit cua am dao dugc glycogen hoa dudi tac dung cia
hormon sinh duc nir estrogen kéo dai téi tan co tir cung. Ban than céc té bao
biéu moé am dao khong tiét nhay ma chat nhay am dao dugc tiét ra tir tuyén
Bartholin va Skene hodc tir ¢6 trong cd tir cung. Lp té bao biéu mo vay
khong simg hoa ciia ¢ ngoai tir cung giébng nhu am dao, dugc chia thanh 3
16p: 19p té bao day c6 nhiém vu tai tao cac té bao méi, 16p giita — ddm nhiém
ti 16 phu hop gitra cac té bao biéu mé, 16p trén cung 1a cac té bao trudng thanh
[151]. C6 trong cua cd tir cung dugc ciu tao tir bidu mo try tiét nhay voi cac
tuyén nam xen k& mo ra bé mit co trong co tir cung [150]. C6 18 chinh sy tiét
nhay cac té bao biéu mé tiét nhay, 10p glycogen trong ndi bao da gitp loai trir
cac tac nhan xam nhap vao té bao, do do, ti 1é ung thu té bao tuyén thép hon

ung thu té bao vay.
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4.3.2. Lién quan giita genotype ciia HPV vdi logi té bao ung thuw
4.3.2.1. Lién quan giira ti 1 nhiém HPV véi logi té bao ung thu

Ti 1& nhiém HPV tai céc loai té bao ung thu c6 khac nhau rd rét. Toan
bd cac té bao nhiém HPV déu 1a té bao ung thu biéu md. Hay noi cach khac,
80,8% (172/213) té bao ung thu biéu m6 nhiém HPV. Ung thu loai t& bao hac
t6 khong nhiém HPV. Néu xét trong nhém nhiém HPV & té bao ung thu biéu
mo thi ung thu té bao vay chiém ti 1¢ cao nhat (81,4%), tiép dén ung thu té
bao tuyén (11%) rdi ung thu té bao biéu mo khac (7,6%). Tuy nhién, khi xét &
ting loai té bao ung thu biéu md, HPV van duong tinh cao nhét tai ung thu té
bao vay (82,3%-140/170), tiép dén ung thu té bao tuyén (70,4%-19/27), va
mot sb ung thu té bao khac, trong do c6 ung thu té bao kinh. Tuy nhién, su
khac nhau vé tinh trang nhiém HPV tai cac loai loai té bao ung thu khéng c6
y nghia thong ké (p>0,05).

Két qua vé tinh trang nhiém HPV tai tung loai loai té bao ung thu cua
nghién cru hoan toan tuwong tu voi két qua cua Tornesseno, HPV dwong tinh
tGi 84,9% & ung thu té bao vay va 71,8% tai ung thu té bao tuyén [101].
Nhung tai Trung Qudc, ¢o t6i 97,6% ung thu té bao vay va 74,5 % ung thu té
bao tuyén duong tinh véi HPV [147]. Tham chi, tai Thai Lan, 100% truong
hop nhiém HPV 14 ung thu té bao vay [104]. Khong nhitng k§ thuat phan tich
st dung khac nhau, bénh phém khac nhau dan dén ti 1¢ nhidém HPV khac nhau
& cac loai té bao ung thu ma co 18 dic diém vé 16i song, dia 1y ciing dong gop
vao su khac biét do.

Theo Gonzalez, s6 ban tinh, tudi bat dau quan h¢ tinh duc, thoi gian st
dung thudc tranh thai déu c6 nguy co giy ung thu té bao vay va ung thu té
bao tuyén. Tuy nhién, tudi quan hé tinh dyc sém va tinh trang hat thudc hién
tai co nguy co ung thu té bao vay cao hon ung thu té bao tuyén & UTCTC
[152]. Béo phi lién quan t&i ung thu té bao tuyén cao hon ung thu té bao vay
[153]. Vay, nguyén nhan nao dan téi ti 16 nhiém HPV tai ung thu té bao vay
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cao hon ung thu té bao tuyén? Nhu d3 ban luan ¢ muc 4.2.2 vé ti 18 nhiém
HPV tai cac mdé UTSDN va co ché gay bénh ciia HPV, qua tén thuong trén bé
mit 16p biéu md, HPV xam nhap vao 10p té bao sat mang day, bién nap vao
DNA ciia té bao chii nhan 1én véi s6 lugng thap. Khi cac té bao biéu mo mang
theo cac HPV phan bao va trudéng thanh cho to1 khi téi 16p trén cung s€ bong
ra. Cac HPV nguy co thap bi loai bé ddn qua mot vai 1an phan bao. Cac HPV
nguy co cao bién nap vao DNA té bao chi, tac dong 1én qua trinh stra chira
DNA cua té bao chu va dong thoi tao cac hat vi rit hoan chinh [31]. M6t sb
thu thé té bao, trong d6 c6 heparan sulfate proteoglycan (HSPG) dong vai trd
quan trong trong viéc tiép nhan L1 HPV va cho phép HPV x4m nhap vao té
bao biéu mo [154],[155],[156],[157]. IgA duoc tiét boi cac twong bao, chiu
tac dong cua té bao tuyén trong cb tir cung, dong vai trd mién dich tai chd, c6
tac dung loai bo HPV [158],[159]. Chat nhay do té bao tuyén sinh duc tiét ra
c6 tac dung ting hiéu qua cta dap ung mién dich cua cac IgA [160]. Hon nita,
ung thu té bao tuyén hinh thanh tir nhitng ving mé ¢ sau hon ung thu té bao
vay nén kha nang bi ton thuong kho hon ung thu té bao vay [161]. C6 1& day
chinh 1a 1y do dan téi su khac biét rd rét trong van dé nhiém HPV tai té bao
biéu mo vay va biéu mé tuyén.

Nguoi ta chua tim thiy yéu té cu thé ndo lién quan ung thu té bao day
am ho. Mic du ung thu té bao day ving da dau mat c6 lién quan dén nhiém
tia tr ngoai, nhung khé co thé dua ra dugc bang ching nhiém tia tir ngoai lién
quan dén ung thu té bao day am ho [162]. Tuy nhién, HPV ciing khong phai
1a yéu t6 lién quan dén ung thu té bao day 4m ho [163].

Ung thu t& bao hic t6 lién quan t6i dong nhiém HPV16. C6 thé HPV tac
dong tryuc tiép 1én té bao hic t6 melanin hodc gian tiép nhu yéu t6 hd tro cling véi

cac goe tu do 6 ngudn gdc tir lichen xo hda hay bach bién am ho [164].



106

Nhu vay, chinh vi tri phan bd, dic diém cau tao va chirc nang cua cac
té bao dan toi dic diém bénh 1y ciing khac nhau va tinh trang nhiém HPV
khac nhau.
4.3.2.2. Lién quan giita genotype ciia HPV véi loai té bao ung thuw

C4c loai HPV duoc xac dinh tir cac mau bénh phém nhu: HPV 11,16,
18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58, 59, 66, 71, 81 don nhiém hay dong nhiém déu
phan b tai ung thu té bao vay. Ung thu té bao tuyén chi don nhiém HPV 16,
HPV 18, dong nhiém HPV16, 18; HPV 18, 52 va HPV11, 16, 18. Cac UTBM
khac ciing chi don nhiém HPV16, 18 hodc dong nhiém HPV16, 18; chi duy
nhat 1 truong hop dong nhiém HPV33, 58, 59. Cac két qua vé phan b
genotype ctia HPV theo mé bénh hoc di chi ra rang: duong nhu cac HPV
nguy co cao déu co lién quan toi ung thu té bao vay, chi c6 HPV16 hodc/va
18 mdi lién quan t&i ung thu té bao tuyén. HPV16 phan b tai tat ca cac dang
ton thuong té bao. Khi chi xét lién quan gitta HPV16, HPV18, HPV16,18
v6i ung thu té bao vay, ung thu té bao tuyén, két qua ciing cho thdy nhiém
HPV 16 tai ung thu té bao vay cao hon ung thu té bao tuyén va nguogc lai,
nhiém HPV18 tai ung thu té bao tuyén cao hon ung thu té bao vay co ¥ nghia
théng ké v6i p=0.007. Nhu vay, mic du cac loai HPV nguy co cao déu c6
lién quan t&i ung thu té bao vay nhung HPV16 c6 lién quan cao hon ca va
HPV18 lién quan t&i ung thu té bao tuyén.

Mic du xac dinh HPV tir mau duc va mau bénh pham tir chau luc khac
biét, tuy khong chi ra su khac biét c6 y nghia thong ké hay khong, nhung
Tornessello ciing dua ra nhiing két qua twong doéng véi nghién ctru nhu: ti 18
nhiém HPV16 & ung thu té bao vay cao hon ung thu té bao tuyén, nguoc lai,
ti 16 nhiém HPV 18 & ung thu té bao tuyén cao hon ung thu té bao vay [101].
C6 mot sy khac biét trong nghién citru ctia Tornessello vé phan bd genotype

cia HPV. Ngoai HPV 16, HPV 18 xé4c dinh tir ung thu té bao tuyén, tic gia con
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xac dinh duoc 3 HPV loai khac nhu: HPV 31, 33, 45 mac du Tornessello da
dung k¥ thuat PCR 1ong v&i 2 cip mdéi MY09/MY11 va GP5*/GP6* c¢6 do
nhay thip hon cip mdi GP5*/GP6* va cip mdi bd sung MGP5*/MGP6* ma
nghién ctru sur dung [127]. Cling tuwong tu nhu Tornessello, Chen cling chi ra
rang du HPV16 va HPV18 déu phan b ca ¢ ung thu té bao vay va ung thu té
bao tuyén nhung HPV 18 phan b nhiéu hon & ung thu té bao tuyén [147].

Khéng chi nghién ctu tir Italy, Trung Qudc chi ra sy twong dong ma
ngay nghién ctru tir hon 10 nghin mau bénh pham tir cac té bao bong, tir sinh
thiét UTCTC trén cac chau luc déu cho thdy HPV16 xac dinh tir ung thu té
bao vay cao hon ung thu té bao tuyén c6 y nghia thong ké voi p<0.001 va
nguoc lai véi HPV18 [161].

Nhu vay, két qua vé su lién quan vé phan bd genotype cua HPV véi
loai t& bao ung thu cta nghién ctru hoan toan gidng nhu két qua cia cac
nghién ctru trude. Sy khac nhau vé ki thuat, vé loai bénh pham ciing khong
anh huong dén két qua nghién ctru. Nhung sy khac nhau vé phan bd HPV 16,
HPV18 tai ung thu té bao vay va ung thu té bao tuyén c6 nguyén nhan tir dic
diém cau tao cia HPV16 va HPV18 hay su khac biét vé cau tao giita té bao
biéu mo vay va té bao biéu mé tuyén van con chua co can ctr phu hop. Mic
du da phan tich dén mac do sublineage cia HPV18 nhung Chen va cong su
cling nhu cac nghién ctru trude do cling khong dua ra dugc bang chimg vé su
lién quan ctia HPV18 voi ung thu té bao tuyén [161],[165]. HPV16 vuot qua
cac matrix ngoai bao bao quanh 16p té bao day sing hoa bang viéc str dung
cac receptor ngoai bao heparan sulfat va receptor khong heparan sulfat trong
khi HPV18 chi c¢6 kha nang xam nhap qua cac receptor heparan sulfat [157].
Diéu d6 chi cho théy su ac tinh vuot trdi cia HPV16 véi cac HPV khac.
4.3.2.3. Lién quan giita lineage ciia HPV16 véi logi té bao ung thu

Vaoi 4 sublineage cia HPV16 ma ching tdi phan tich duoc,

sublineage Asian xuat hién & tat ca cac dang loai té bao ung thu nhu ung
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thu té bao vay, ung thu té bao tuyén va ung thu té bao biéu mé khac, trong d6
ti 16 xuat hién & ung thu té bao vay 1a cao nhét, téi 90%, 4 sublineage bao
gém European prototype; Asian-American a, African 2 con lai chi xuat
hién & ung thu té bao vay.

Két qua cua nghién ctru ciing twong ty nhu cia Chopjitt, sublineage
Asian chiém 73,9% ung thu té bao vay [104]. Nhung theo nghién ctru cia
Tornesellor, ti 1& sublineage European tai ung thu té bao vay va ung thu té bao
tuyén duong nhu khong ¢ su chénh léch déng ké (69 va 67%), két qua nay
rat khac biét so v&i nghién ciru, European chi xuat hién ¢ ung thu té bao vay
ma khdng ¢ & ung thu té bao tuyén [101].

Tai Mexico, mic du sublineage European xuat hién téi 64,5% tai ung
thu té bao vay nhung chi 53,8% tai ung thu té bao tuyén nhung nguogc lai,
sublineage Asian American xuat hién tai ung thu té bao tuyén nhiéu hon tai
ung thu té bao vay (30,2% va 46,2%). Khong nhiing vay, nghién ctru con chi
ra nguy co ung thu cia cac sublineage; vdi Asian American-a la 69,0;
European la 13.25 [166]. Mot diéu 1d rang dé nhan thay 1a sy phan bd cac
sublineage tai UTSDN va lién quan cua cac sublineage véi cac loai loai té
bao ung thu rat khac nhau gitra cac chau lyc. Su khac biét vé yéu td dia 1y,
nhin ching hoc dan dén sy khac nhau vé cac loai sublineage HPV16 x&c
dinh tai noi ton thuong, su phan bd khac nhau & cac té bao ton thuong.
Khéng nhimg vay, can c6 cac nghién ciru nhiéu hon vé vai trd ctia ting vi tri
d6t bién dbi v6i hé thong mién dich va thu thé tiép nhan & timg loai té bao.

Nhu da ban luan & muc 4.2.4, cac sublineage HPV16 duoc xac dinh can
ctr vao vi tri acid nucleic bi dot bién trén E6. Sublineage Asian c6 dot bién tai
nucleotid 178, 1 trong 3 acid nucleic thuéc bd 3 ma héa cho acid amin
aspartic, thudc ving nhan dién mién dich cta céc té bao thim quyén mién
dich [140]. Nhu vay, vai tro cua sublineage Asian T178 d6i voi HPV16

dang bién nap trong DNA cua té bao bi€éu mo vay, bi€u mo tuyén va cac té
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bao biéu md khéac trdn thoat khoi sy nhan dién cua cic té bao c6 tham
quyén mién dich.

Cac sublineage European proto-type, Asian Amerian a déu mang dot
bién T350 hodc G350 thudc vung ma hoda cho acid amin leucin tai vi tri 83.
Dot bién G350 dan toi thay doi acid amin leucin thanh valin, 1am ting kha
nang simg hoa tai t& bao biéu mé sing. C6 1& vi vy ma trong nghién ciru,
sublineage European prototype va Asian American a khong xuét hién ¢ ung
thu té bao tuyén.
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KET LUAN

Qua nghién ctru genotype cia Human Papillomavirus trén 214 bénh
nhan ung thu sinh duc nit tai Bénh vién K Trung wong, Bénh vién Phu San
Trung wong, Bénh vién Ung buéu Thanh phd H6 Chi Minh, dé tai da dua ra
maot s6 két lun sau:

1. Genotype ciia HPV tgi cdc mé ung thw cé tiv cung, am hé, am dao

- 80,4% (172/214) bénh nhan ung thu sinh duc, 89,4% (168/188) bénh
nhan ung thu ¢d to cung, 50% (1/2) bénh nhan ung thu 4m dao va 12,5%
(3/24) ung thu 4m ho nhiém HPV.

- 73,4% (127/172) céc truong hop ung thu sinh duc don nhiém HPV; 10
loai HPV nguy co cao duoc xac dinh tir cic md ung thu sinh duc gdm
HPV16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 58, 59.

- Nhiém HPV16 chiém ti 1¢ cao nhit - 43,5%; tiép theo 1a HPV1S -
23%, dong nhiém HPV 16, 18 chiém 16,2%. Nhiém HPV52 chi chiém 4,2%.

- 94% (94/100) cac trudng hop nhiém HPV16 thudc lineage European;
sublineage Asian chiém ti 1 cao nhét, 80% (80/100); European prototype -
14%, Asian-American a - 5% va African 2-1%.

2. Méi lién quan giira genotype ciia HPV véi logi té bao tai mé ung thw

- Ung thu biéu mé chiém 99,5% (213/214), trong d6, ung thu biéu mo
vay chiém ti 1& cao nhit (79,8% - 170/213).

- 100% trudng hop nhiém HPV thudc loai ung thu biéu mo. Bénh nhan
c6 ung thu té bao vay lién quan t6i nhiém HPV16, ung thu t& bao tuyén lién
quan t6i HPV18 c6 ¥ nghia thdng ké vai p=0,007.

- Sublineage Asian xuét hién & tit ca cac loai t& bao ung thu, 90% & ung
thu té bao vay. Ung thu té bao vay nhiém tat ca cac sublineage ctia HPV16,

riéng sublineage Asian chiém 78,3%.
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KHUYEN NGHI

- Viac-xin L1 phong nhiém HPV cin duoc bo sung cac loai HPV31, 33,
35, 45, 51, 52, 58, 59.
- Vic-xin sublineage Asian ctia EGE7 HPV16 diéu tri cho loan san ung

thu sinh duc nit cho can dugc nghién ctru va ap dung.
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PHU LUC SO 1

QUI TRINH TACH CHIET DNA TU MO TUOI THEO KIT CUA

SIGMA ALDERICH

1. Giai phong DNA tir mo

Nghién/cat nho 25 mg md trén da, cho vao type li tam
1,5-2 ml

B6 sung 180 pL dung dich lysis va 20 pL proteinase K.
U & 55°C tir 2-4h cho t&i khi mé bi tiéu hod hoan toan.
B6 sung 200 ul dung dich lysis. Vortex 15 gidy.

U tiép 70°C trong 10 pht

2. Gian DNA Ién cot

Chudn bi cOt: rira cot béng 500 puL Column

dung dich DNA, vortex 5-10 gidy. Chuyén dung
dich sang cdt. Ly tam 6,500xg trong 1 phut

3. Rira DNA

Chuyén cot sang dng nghiém méi. B6 sung 500 pL
Wash Solution, ly tdm 6,500xg trong 1 phdt.

Chuyén cot sang ong nghiém moi. Thém 500 pL
Wash Solution, ly tdm 12,000xg trong 3 phdt.

Preparation Solution, ly tdm 12,000xg trong 1
phut, loai bé dich.
Gin DNA 1én cot: bo sung 200 pL ethanol vao



4. Hoa tan DNA tinh sach
- Chuyén cot sang dng nghiém méi (c6 nap). B6 sung 200
ML Elution Solution, u ¢ nhi¢t d§ phong trong 5 phut, ly
tdm 6,500xg trong 1 phat. Thu hdi dich sau li tim.
- Dung dich DNA tinh sach dugc bdo quan & nhiét do -
20°C



PHU LUC SO 2
QUI TRINH PIEN DI SAN PHAM PCR

. Cach lam gel agarose 2,0%

Can 2g bot agarose

B6 sung 10ml boric acid EDTA (TBE)

Hoa tan bot agarose bang 10 vi séng.

Doi agarose tan hét, dé ngudi 55- 60°C

Chuan bi khuén, tiy thudc vao sd luong giéng can cho dién di ma cai
lugc 1am giéng tir 6 — 8 - 12 ring

Do vao khuon gel.

Doi gel kho, bdo quan gel trong tui nilon kin ¢ nhi¢t o phong

. Cach pha dung dich TBE 10X (Tris; acid boric; EDTA):

Tris 0,89M; acid boric 0,89M; EDTA 0,02M

3. Tién hanh k§y thuat dién di
- Chuan bi dung dich mau va dung dich can dién di theo thé tich sau:
Thanh phan Ong mau (pl) | Ong bénh nhén (pl)
Gene ladder 100 5 -
Dye - 2
San pham PCR - 5
Nudc cat 7 5
Tong so 12 12

Pua gel agarose vao may dién di, cho TBE dén ngap gel

Dung pipet va dau con nho hat 1an lugt dung dich & mdi éng dua vao
giéng

May dién di 80-100V (Mupid, Nhat Ban), dién di trong khoang 30 phut
cho t6i khi vach thudc nhuém cach mép trén cua gel 2m thi tit may.
Lay gel ra khoi bé dién di, ngdm trong dung dich Ethidium bromide 20
phut.

Rira gel qua bé nudc cat.

Pua gel vao soi dudi dén UV, chup anh.



PHU LUC SO 3

KET QUA PQ TINH SACH DNA CUA HPV SAU TACH CHIET

Ma Ma Ma
STT bénh OD | STT bénh OD | STT bénh oD
nhéan nhan nhéan

1 GC13-01 1.66 38 GC13-44 1.8 75 GC13-89 1.87
2 GC13-02 1.94 39 GC13-45 1.76 | 76 GC13-90 1.88
3 GC13-03 1.8 40 GC13-46 1.79 |77 GC13-91 1.83
4 GC13-04 1.84 41 GC13-47 1.77 | 78 GC13-92 1.88
5 GC13-05 1.79 42 GC13-48 1.82 |79 GC13-93 1.88
6 GC13-06 1.86 43 GC13-49 1.79 | 80 GC13-94 1.88
7 GC13-07 1.84 44 GC13-50 1.73 | 81 GC13-95 1.86
8 GC13-08 1.8 45 GC13-51 1.79 | 82 GC13-96 1.62
9 GC13-09 1.8 46 GC13-52 1.88 | 83 GC13-97 1.71
10 GC13-10 1.82 47 GC13-54 1.81 |84 GC13-98 1.85
11 GC13-11 1.88 48 GC13-55 191 | 85 GC13-99 1.88
12 GC13-12 1.76 49 GC13-56 1.69 | 86 GC13-100 1.75
13 GC13-14 1.84 50 GC13-57 1.82 | 87 GC13-101 1.91
14 GC13-15 1.92 51 GC13-58 1.85 | 88 GC13-102 1.76
15 GC13-17 1.86 52 GC13-59 1.78 | 89 GC13-103 1.84
16 GC13-19 1.95 53 GC13-60 1.82 | 90 GC13-104 1.81
17 GC13-21 1.94 54 GC13-61 1.83 |91 GC13-105 1.73
18 GC13-22 1.9 55 GC13-62 1.84 | 92 GC13-107 1.8
19 GC13-23 1.9 56 GC13-66 1.84 | 93 GC13-109 1.8
20 GC13-24 1.89 57 GC13-69 181 |94 GC13-110 1.83
21 GC13-25 1.89 58 GC13-70 1.81 | 95 GC13-111 1.87
22 GC13-26 1.87 59 GC13-72 1.81 | 96 GC13-112 1.7
23 GC13-27 1.87 60 GC13-73 1.83 | 97 GC13-113 1.79
24 GC13-29 1.87 61 GC13-74 1.82 | 98 GC13-114 1.79
25 GC13-30 1.89 62 GC13-76 1.89 | 99 GC13-116 1.79
26 GC13-31 1.82 63 GC13-77 1.83 | 100 GC13-117 1.81
27 GC13-33 1.84 64 GC13-78 1.63 | 101 GC13-119 1.81
28 GC13-34 1.88 65 GC13-79 1.84 | 102 | GC13-120 1.83
29 GC13-35 1.84 66 GC13-80 1.85 | 103 GC13-121 1.86
30 GC13-36 1.84 67 GC13-81 1.89 | 104 GC13-122 1.81
31 GC13-37 1.81 68 GC13-82 1.85 | 105 | GC13-123 1.75
32 GC13-38 1.7 69 GC13-83 1.76 | 106 GC13-124 1.77
33 GC13-39 1.85 70 GC13-84 1.88 | 107 | GC13-125 1.8
34 GC13-40 1.85 71 GC13-85 1.82 | 108 GC13-126 1.76
35 GC13-41 1.83 72 GC13-86 1.86 | 109 | GC13-127 1.86
36 GC13-42 1.83 73 GC13-87 1.88 | 110 | GC13-128 1.79
37 GC13-43 1.81 74 GC13-88 1.86 | 111 GC13-129 1.62




Ma Ma Ma
STT bénh OD |STT | bénh OD |STT| bénh | OD
nhan nhan nhan

112 GC13-130 1.82 | 146 GC13-169 |1.77 | 181 GC13-209 | 1.8

113 GC13-131 1.8 147 GC13-171 | 1.73 | 182 GC13-210 | 1.73
114 | GC13-132 |1.71 | 148 |GC13-172 |1.78 | 183 | GC13-211|1.84
115 GC13-133 1.96 | 149 GC13-173 |1.75 | 184 GC13-212 | 1.9

116 GC13-134 1.82 | 150 GC13-174 | 1.74 | 185 GC13-213 | 1.86
117 | GC13-136 |1.79 |151 | GC13-175 |1.74 | 186 |GC13-214|1.82
118 GC13-137 1.77 | 152 GC13-176 | 1.76 | 187 GC13-215 | 1.83
119 GC13-139 1.83 | 153 GC13-177 |1.72 | 188 GC13-216 | 1.8

120 GC13-140 1.76 | 154 GC13-178 | 1.74 | 189 GC13-217 | 1.8

121 GC13-141 1.73 | 155 GC13-179 | 1.77 | 190 GC13-218 | 1.79
122 GC13-142 1.81 | 156 GC13-180 |1.7 191 GC13-219 | 1.65
123 GC13-143 1.66 | 157 GC13-181 | 1.71 | 192 GC13-220 | 1.85
124 GC13-144 1.85 | 158 GC13-182 |1.73 | 193 GC13-221 | 1.83
125 GC13-145 1.79 | 159 GC13-183 [ 1.76 | 194 GC13-223 | 1.83
126 GC13-146 1.66 | 160 GC13-184 |1.75 | 195 GC13-224 | 1.83
127 GC13-147 1.85 | 161 GC13-185 | 1.74 | 196 GC13-225 | 1.84
128 GC13-148 1.8 162 GC13-186 | 1.74 | 197 GC13-226 | 1.81
129 GC13-150 1.82 | 163 GC13-187 |1.78 | 198 TTG-1 1.79
130 GC13-151 1.77 | 164 GC13-189 | 1.72 | 199 TTG -2 1.86
131 GC13-152 1.78 | 165 GC13-190 |1.75 | 200 TTG -3 1.84
132 GC13-153 1.74 | 166 GC13-191 | 1.74 | 201 TTG -51 1.8

133 GC13-154 1.8 167 GC13-192 |1.72 | 202 TTG -52 1.8

134 GC13-155 1.84 | 168 GC13-194 |1.68 | 203 TTG -53 1.82
135 GC13-156 1.78 | 169 GC13-195 | 1.8 204 TTG -54 1.75
136 | GC13-157 |1.72 |170 | GC13-197 |1.74 |205 |TTG-55 |1.91
137 GC13-159 1.84 |171 GC13-198 | 1.78 | 206 TTG -56 1.76
138 GC13-160 1.8 172 GC13-199 |1.8 207 TTG -57 1.84
139 GC13-161 1.82 | 173 GC13-201 | 1.82 | 208 TTG -58 1.81
140 GC13-163 1.76 | 174 GC13-202 |1.8 209 TTG -59 1.73
141 | GC13-164 |1.78 | 175 |GC13-203 |1.76 |210 |TTG-60 |1.8

142 GC13-165 1.82 | 176 GC13-204 | 1.8 211 TTG -62 1.8

143 GC13-166 1.64 | 177 GC13-205 |1.78 | 212 TTG -63 1.88
144 GC13-167 1.84 | 178 GC13-206 | 1.88 | 213 TTG -64 1.83
145 GC13-168 1.73 | 179 GC13-207 |1.8 214 TTG -65 1.87

180 GC13-208 |1.84




PHU LUC SO 4
DANH SACH BENH NHAN UNG THU CO TU CUNG, AM HQ, AM PAO
TAI PHONG KHAM SO 5 KHOA KHAM BENH
BENH VIEN K TRUNG UONG (5/7-5/12/2013)
Phuc vu dé tai: Nghién citu genotype ciia Human Papillomavirus trén

mot s6 ung thu sinh duc nir

STT HOQ VA TEN NAM SINH | NGAY LAY | CHAN POAN
BENH NHAN BENH MO BENH HOC
PHAM
1 | Tran Thi H. 1983 5/7/2013 | K té bao than kinh
ndi tiét

2 | Hoang Thi B. 1955 8/7/2013 K té bao vay
3 | Bui Hai A. 1977 8/7/2013 K té bao vay
4 | Nguyén Thi b. 1952 8/7/2013 K té bao vay
5 | LéThiH. 1960 9/7/2013 K té bao vay
6 | HO Thi H. 1974 9/7/2013 K té bao vay
7 | Pham Thj L. 1969 9/7/2013 K té bao vay
8 | Nguyén Thi M. 1958 9/7/2013 K té bao vay
9 | Nguyén Thi L. 1954 10/7/2013 K té bao vay
10 | Vii Thi Th. 1957 10/7/2013 K té bao vay
11 | Triéu Thi b. 1968 10/7/2013 K té bao vay
12 | Ho Thi B. 1965 11/7/2013 K té bao vay
13 | Ta Thi D. 1960 12/7/2013 K té bao vay
14 | Nguyén Thi B. 1944 12/7/2013 K té bao vay
15 | Nguyén Kim T. 1953 15/7/2013 K té bao vay
16 | Lé Thij Th. 1952 15/7/2013 K té bao vay
17 | Luong Thi Th. 1965 15/7/2013 K té bao vay
18 | Bui Thi X. 1945 15/7/2013 K té bao vay
19 | Bui Thi D. 1965 15/7/2013 K té bao vay
20 | Mai Thi Ch. 1942 16/7/2013 K té bao tuyén
21 | Nguyén Thj Th. 1960 17/7/2013 K té bao tuyén
22 | Nguyén Thi G. 1960 17/7/2013 K té bao vay




23 | Hoang Thi D. 1961 17/7/2013 K té bao vay
24 | Vuong Thi T. 1958 17/7/2013 K té bao vay
25 | Vi ThiL. 1938 17/7/2013 K té bao tuyén
26 | Tran Thi L. 1945 18/7/2013 K té bao vay
27 | Chu Thi Th. 1976 18/7/2013 K té bao vay
28 | Ha Thi Th. 1959 18/7/2013 K té bao tuyén
29 | Pang Thuy H. 1976 19/7/2013 K té bao vay
30 | Nguyén Thi Q. 1955 22/7/2013 K té bao vay
31 | B4 Thi Th. 1969 22/7/2013 K té bao vay
32 | Nguyén Thu H. 1981 22/7/2013 K té bao tuyén
33 | Pao Thi Hai Y. 1975 22/7/2013 K té bao tuyén
34 | BUi Thanh Th, 1973 23/7/2013 K té bao vay
35 | Vii Thi Th. 1940 25/7/2013 K té bao vay
36 | Nguyén Thi M. 1955 25/7/2013 K té bao vay
37 | Nguyén Thi D. 1931 25/7/2013 K té bao vay
38 | Nguyén Thj H. 1963 26/7/2013 K té bao vay
39 | Nguyén Thi M. 1958 29/7/2013 K té bao vay
40 | Nguyén Thi H. 1951 29/7/2013 K té bao vay
41 | Chu Thi H. 1963 29/7/2013 K té bao vay
42 | Lé Thi Ng. 1956 30/7/2013 K té bao vay
43 | Nguyén Thi Ng. 1958 30/7/2013 K té bao vay
44 | Vi Thi H. 1960 31/7/2013 K té bao vay
45 | Pham Thi T. 1930 31/7/2013 K té bao vay
46 | HO ThiL. 1936 1/8/2013 K té bao vay
47 | Lé Thi Ng. 1948 1/8/2013 | K té bao tuyén vay
48 |LéT LanH. 1969 2/8/2013 K té bao vay
49 | Nham Thi Th. 1980 5/8/2013 K té bao vay
50 | Nguyén Thj L. 1976 5/8/2013 K té bao than kinh
ndi tiét

51 | Tran T Thanh Th. 1981 5/8/2013 K té bao tuyén
52 | Nguyén Thi Th. 1960 5/8/2013 K té bao vay
53 | Nguyén Thj T. 1964 5/8/2013 K té bao vay




54 | Tran Thi D. 1954 7/8/2013 K té bao vay
55 | Pham Thi H. 1959 8/8/2013 K té bao vay
56 | Nguyén Thi D. 1954 9/8/2013 K té bao tuyén
57 | Nguyén Thij Ph. 1955 12/8/2013 K té bao vay
58 | Tran Thi M. 1962 12/8/2013 K té bao vay
59 | Nguyén Thi M. 1953 13/8/2013 K té bao vay
60 | Lé ThiH. 1975 13/8/2013 K té bao tuyén
61 | Nguyén Thi Ng. 1973 13/8/2013 K té bao tuyén
62 | HO Thi L. 1951 13/8/2013 K té bao vay
63 | Nguyén Hong Ch. 1964 14/8/2013 K té bao vay
64 | Vii Thi H. 1969 14/8/2013 K té bao vay
65 | Nguyén Thi Hong V. 1959 14/8/2013 K té bao vay
66 | Pham Thanh Th. 1990 14/8/2013 K té bao vay
67 | Nguyén Thi Cam H. 1974 15/8/2013 K té bao vay
68 | Luong Thi N. 1955 15/8/2013 K té bao vay
69 | Tran Thi Ph. 1957 16/8/2013 K té bao vay
70 | D4 Thi Thai H. 1972 19/8/2013 K té bao vay
71 | Vii Thi Th. 1950 19/8/2013 K té bao vay
72 | Pinh Thi H. 1952 19/8/2013 K té bao vay
73 | Nguyén Thi H. 1942 19/8/2013 K té bao vay
74 | Pham Thi B. 1955 20/8/2013 K té bao vay
75 | Tran Thi V. 1955 20/8/2013 K té bao kinh
76 | Nguyén Thi T. 1959 21/8/2013 K té bao vay
77 | Phan Thi S. 1962 22/8/2013 K té bao tuyén
78 | Bui Thi Th. 1976 22/8/2013 K té bao vay
79 | Hoang Thi H. 1977 23/8/2013 | K té bao than kinh
ndi tiét
80 | L& ThiO. 1960 23/8/2013 K té bao vay
81 | Ngo Thib. 1996 27/8/2013 K té bao vay
82 | Pang Thi Thanh Y. 1973 27/8/2013 K té bao vay
83 | Nguyén Thi L. 1951 27/8/2013 | K té bao than kinh
ndi tiét
84 | Nguyén Thi Thu Tr. 1989 29/8/2013 K té bao vay




85 | Nguyén Thi S. 1950 29/8/2013 K té bao vay
86 | Hoang Thi V. 1953 4/9/2013 K té bao tuyén
87 | Pham Thi D. 1950 4/9/2013 K té bao vay
88 | Nguyén Thi N. 1952 4/9/2013 K té bao vay
89 | Nguyén Thj L. 1950 4/9/2013 K té bao vay
90 | Nguyén Thi S. 1970 5/9/2013 | K té bao tuyén vay
91 | Nguyén Thi N. 1953 5/9/2013 K té bao vay
92 | Lé Thi Ch. 1956 10/9/2013 K té bao vay
93 | Tran Thi H. 1962 11/9/2013 K té bao vay
94 | Bui Thi Th. 1960 11/9/2013 K té bao vay
95 | Nguyén Thj Ch. 1955 11/9/2013 K té bao vay
96 | Tran Thi L. 1963 11/9/2013 K té bao vay
97 | Nguyén Thi D. 1955 13/9/2013 K té bao vay
98 | Vii Thi Ngh. 1960 16/9/2013 K té bao vay
99 | Pham Thi T. 1965 17/9/2013 K té bao vay
100 | Nguyén Thi Q. 1958 17/9/2013 K té bao tuyén
101 | Db Thi V. 1973 18/9/2013 K té bao vay
102 | To ThiL. 1957 18/9/2013 K té bao tuyén
103 | L& ThjC. 1944 18/9/2013 K té bao vay
104 | Tran Thi H. 1954 18/9/2013 K té bao tuyén
105 | Cao Thi T. 1948 19/9/2013 K té bao vay
106 | Nguyén Thi K. 1955 19/9/2013 K té bao vay
107 | Bui Thi M. 1950 19/9/2013 K té bao vay
108 | Vii Thi T. 1957 19/9/2013 K té bao vay
109 | Duong Thi Th. 1931 20/9/2013 K té bao vay
110 | Tran Thi Kim Th. 1974 20/9/2013 K té bao vay
111 | Nguyén Thi Q. 1943 23/9/2013 K té bao vay
112 | Nguyén Thi Th. 1955 23/9/2013 K té bao vay
113 | Nguyén Thi Th. 1980 24/9/2013 K té bao vay
114 | D6 Thi T. 1955 24/9/2013 K té bao vay
115 | Ho Thi Hoai H. 1971 24/9/2013 K té bao tuyén
116 | Nguyén Thi Mai S. 1952 24/9/2013 K té bao vay




117 | Bui Thi Ph. 1954 26/9/2013 K té bao vay
118 | Pham Thi S. 1950 26/9/2013 K té bao vay
119 | Nguyén Thi Ch. 1964 30/9/2013 K té bao vay
120 | Bui Thi T. 1962 1/10/2013 K té bao vay
121 | Nguyén Thj Thuy L. 1994 1/10/2013 K té bao tuyén
122 | Nguyén Thi H. 1953 1/10/2013 K té bao vay
123 | Lé Thi Th. 1964 1/10/2013 K té bao vay
124 | Bui Thi T. 1972 1/10/2013 K té bao vay
125 | Nguyén Thi M. 1954 3/10/2013 K té bao vay
126 | Hoang Thi T. 1951 3/10/2013 K té bao vay
127 | Tran Thi H. 1942 4/10/2013 K té bao vay
128 | Giao Thi H. 1962 4/10/2013 K té bao vay
129 |Lé Thi V. 1941 7/10/2013 K té bao tuyén
130 | Vi Thi T. 1962 7/10/2013 K té bao vay
131 | Nguyén Thi Anh V. 1980 8/10/2013 K té bao vay
132 | Bui Thi S. 1959 8/10/2013 K té bao vay
133 | Luu Thi L. 1953 9/10/2013 K té bao vay
134 | Cao Thi L. 1968 10/10/2013 | K té bao tyén vay
135 | Nguyén Thi D. 1968 14/10/2013 K té bao vay
136 | Quang Thi H. 1960 15/10/2013 K té bao vay
137 | Bui Thi N. 1961 16/10/2013 K té bao vay
138 | Tran Thi S. 1948 17/10/2013 K té bao vay
139 | Tran Thi Nh. 1948 17/10/2013 K té bao vay
140 | Pinh Thi Minh Th. 1964 21/10/2013 K té bao vay
141 | Pham Thj Th. 1952 21/10/2013 K té bao tuyén
142 | Vi ThiL. 1975 22/10/2013 K té bao vay
143 | Duong Tiéu C. 1977 24/10/2013 K té bao vay
144 | Bui Thi H. 1959 24/10/2013 K té bao vay
145 | L& Thi Phong L. 1974 25/10/2013 K té bao vay
146 | Nguyén Thi X. 1965 28/10/2013 K té bao vay
147 | Lé Thi Minh Ng. 1977 28/10/2013 K té bao tuyén
148 | Luu Thi Cam H. 1973 28/10/2013 K té bao vay
149 | Vii Thi M. 1960 29/10/2013 K té bao vay




150 | Ngo Thi L. 1959 29/10/2013 K té bao vay
151 | Nong Thi D. 1965 29/10/2013 K té bao vay
152 | Nguyén Thj H. 1986 29/10/2013 K té bao tuyén
153 | Vii Thi Nh. 1960 30/10/2013 K té bao vay
154 | Nguyén Thi Ch. 1955 30/10/2013 K té bao vay
155 | Truong Diép H. 1971 1/11/2013 K té bao vay
156 | Nguyén Thi Ng. 1966 1/11/2013 K té bao vay
157 | Tong Thi H. 1971 4/11/2013 K té bao tuyén
158 | Nguyén Thi M. 1964 4/11/2013 K té bao vay
159 | Vii Thi D. 1970 4/11/2013 K té bao vay
160 |LéHaiY. 1978 4/11/2013 K té bao vay
161 | Nguyén Thi Kh. 1962 4/11/2013 K té bao vay
162 | Nguyén Thi C. 1947 5/11/2013 K té bao vay
163 | Nguyén Thj Y. 1980 5/11/2013 | K té bao than kinh
ndi tiét

164 | Nguyén Thi Nh. 1941 5/11/2013 K té bao vay
165 | Tran Thi L. 1961 6/11/2013 K té bao vay
166 | Hoang Thi Nh. 1952 7/11/2013 K té bao vay
167 | Vii Thi Th. 1969 12/11/2013 K té bao vay
168 | Nguyén Thi H. 1975 12/11/2013 K té bao vay
169 | Pao Thi Ng. 1963 13/11/2013 K té bao tuyén
170 | Duy Thi Nh. 1963 14/11/2013 K té bao vay
171 | Nguyén Thi B. 1965 15/11/2013 K té bao vay
172 | Poan Thi L. 1958 15/11/2013 K té bao vay
173 | Tran Thi Kim H. 1963 15/11/2013 K té bao vay
174 | Giang Thij Ch. 1983 18/11/2013 K té bao tuyén
175 | Luong Thi Th. 1945 19/11/2013 K té bao tuyén
176 | Hoang Bich Ng. 1960 19/11/2013 K té bao vay
177 | Nguyén Thi H. 1966 20/11/2013 K té bao vay
178 | Hoang Thi S. 1964 20/11/2013 K té bao vay
179 | Vii Thi H. 1942 20/11/2013 K té bao tuyén
180 | Nguyén Thi Ph. 1960 21/11/2013 K té bao tuyén
181 | P4 Thi V. 1958 22/11/2013 K té bao tuyén
182 | Lwong Thi N, 1972 26/11/2013 K té bao vay




183 | Tran Thi B. 1964 26/11/2013 K té bao vay
184 | Nguyén Thi D. 1976 27/11/2013 K té bao vay
185 | Pham Thi Nh. 1968 27/11/2013 K té bao tuyén
186 | Vii Thi T. 1938 27/11/2013 K té bao vay
187 | Nguyén Thi H. 1962 28/11/2013 K té bao vay
188 | Pham Thj S. 1955 28/11/2013 K té bao vay
189 | Nguyén Thi H. 1977 28/11/2013 K té bao vay
190 | Nguyén Thi L. 1957 29/11/2013 K té bao vay
191 | Pham Thj Th. 1971 2/12/2013 K té bao tuyén
192 | Man Thi M. 1970 2/12/2013 K té bao tuyén
193 | Hoang Thi D. 1987 2/12/2013 K té bao vay
194 | Pham Thi K. 1971 4/12/2013 K té bao vay
195 | Hoang Thi L. 1954 5/12/2013 K té bao vay
196 | Cao Thi Ng. 1960 5/12/2013 K té bao vay
197 | Pang Thi H. 1964 5/12/2013 K té bao vay
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DANH SACH BENH NHAN UNG THU AM HQ, AM PAO TAI
KHOA GIAI PHAU BENH, BENH VIEN PHU SAN TRUNG UONG
Nim 2017 — 2018

Phuc vu dé tai: Nghién citu genotype ciia Human Papillomavirus trén
mot so ung thu sinh duc nir

STT HQ VA TEN NAM SINH MA HO SO
1 | Hoang Thi M. 1958 1700016604
2 | Nguyén Thi Ng. 1932 1700038710
3 | Tran ThiT. 1956 1700204224
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DANH SACH BENH NHAN UNG THU AM HQ, AM PAO TAI KHOA
NGOALI 1, BENH VIEN UNG BUOU THANH PHO HO CHI MINH,
NAM 2018
Phuc vu d@é tai: Nghién citu genotype ciia Human Papillomavirus trén
mot sé ung thu sinh duc nir

STT _ Ho va tén Nam sinh M3 hé so
1 |PSThiT. 1958 19881/18
2 | Trinh Thi C. 1951 17281/18
3 | Phan Thi My L. 1961 21827/18
4 | Nguyén Thi M. 1960 20530/18
5 | Vii Thi L. 1942 23255/18
6 | Pang Thi C. 1958 22341/18
7 | Nguyén Thi B. 1958 25170/18
8 |Bach Thil. 1993 25654/18
9 | Nguyén Thi Ngoc A. 1951 25242/18
10 | V3 ThiS. 1953 23541/18
11 | V5 Thi H. 1963 28083/18
12 | HO Thi T. 1951 32371/18
13 |SonThiL. 1963 35467/18
14 | Pham Thi T. 1933 31712/18
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