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Nghién ctru cac microRNA huyét twong véi vai tro 1a dau
an sinh hoc tiem nang trong chan doan nhiém khuan huyét

The research of plasma microRNAs as potential biomarkers in the
diagnosis of sepsis

Tran Thi Lién, Ngb Tit Trung, Bénh vién Trung wong Qudn doi 108
Vii Viét Sang, Lé Hiru Song

Tém tat

Muc tiéu: Xac dinh vai tro ctia 4 microRNA (microRNA-146-3p, microRNA-147b, microRNA-155 va
microR NA-223) trong chdn doan nhiém khudn huyét. D4i tuong va phuong phap: 71 bénh nhan nhiém
khuan huyét (NKH) diéu tri tai Bénh vién Viét Tiép, Hai Phong va Bénh vién Trung uang Quan doi 108
trong thoi gian 11/2014 dén thang 7/2017; nhém ching gom 31 bénh nhan sét xuat huyét Dengue
(DHF) va 32 ngugi khée manh. Muc dé biéu hién tuong déi trong huyét tuang ctia 4 miRNA so véi noi
chudn microRNA-16 dugc danh gia bang phuong phap khuéch dai chudi gen dinh luong theo thai gian
thuc realtime-qPCR. Két qud va két ludn: Mic d6 biéu hién ctia microRNA-146-3p, microRNA-147b,
microRNA-155 va microRNA-223 & bénh nhan nhiém khudn huyét cao hon c6 y nghia théng ké so véi
nhom ngudi khde manh va nhém bénh nhan sét xuat huyét Dengue (p<0,05). MicroRNA-146-3p va
microRNA-147b (AUC: 0,899) c6 kha nang phan biét tot gitta nhiém khuan huyét va ngudi khée manh va
sOt xuat huyét Dengue véi dién tich duéi dudng cong lan luot 1a 0,87 & 0,77 (p<0,01) véi microRNA-146-
3pva 0,90 & 0,78 (p<0,01) véi microRNA-147b.

Tt khéa: Nhiém khuan huyét, microRNA 146-3p, microRNA 147b, microRNA-155, microRNA 223.

Summary

Objective: To investigate the value of four circulating microRNAs (microRNA: microRNA-155,
microRNA-147b, microRNA-223, microRNA-146-3p) in diagnosis of sepsis. Subject and method: 71 sepsis
patients treated in Viet-Tiep Hospital, Hai Phong and 108 Military Central Hospital, Ha Noi from
November, 2014 to July, 2017 there are 31 Dengue haemorrhagic fever (DHF) patients and 32 healthy
control (HC) were included in the control group. The expression of microRNA-146-3p, microRNA-147b,
microRNA-155, microRNA-223 were measured by g-RT-PCR. Result and conclusion: The expression of 4
microRNAs: MicroRNA-146-3p, microRNA-147b, microRNA-155, microRNA-223 in sepsis group was
significantly higher than that in healthy control and DHF group (p<0.05). MicroRNA-146-3p and
microRNA-147b were good at discrimination sepsis and healthy people and DHF with AUC 0.87 & 0.77
(p<0.01) and 0.90 & 0.78 (p<0.01). Moreover, microRNA-146-3p (AUC: 0.77) and microRNA-147b (AUC:
0.78) were fair at discrimination sepsis and DHF.
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1. Dat van dé

Nhiém khudn huyét (NKH) la nguyén nhan gay
ti vong hang dau & céc don vi diéu tri tich cuc. Ty lé
tir vong tang lén 7,9% véi mébi gid diéu tri mudn
hoac khéng phu hgp. Do vay, chan doan sém nhiém
khudn huyét 1a v cung quan trong trong cong tac
diéu tri bénh nhan. Hién nay, cdy mau van dugc coi
la “tiéu chudn vang” dé chan doan nhiém khuan
huyét, tuy nhién, cdy mau can thgi gian tu 24 gio
dén 5 ngay va hay gap két qua am tinh gia [1], [2].
DPé bé sung cho cdy mau, cac thong sé khac nhu C-
Reaction Protein (CRP) va Procalcitonin (PCT) dugc
chi dinh cung véi cdy mau khi nghi ng& bénh nhan
bi nhiém khuan huyét, tuy nhién, tinh dac hiéu va do
nhay cla cac ddu an sinh hoc nay van con nhiéu han
ché [2]. Cac nghién ctu gan day da goi y sir dung cac
ddu an sinh hoc méi dé bé sung gia tri chan doan va
tién lugng nhiém khuan huyét, trong dé c6 micro
ribonucleic acid (microRNA). MicroRNA la céc
ribonucleic acid (RNA) nhd, khéng ma hoa, c6 chiéu
dai tir 20 - 23 nucleotid cé mat trong huyét thanh
hodc huyét tuong véi néng dd 6n dinh, c6 chc
nang diéu hoa muc dé biéu hién gen va kiém soat
chiic nang té bao ndi mé va cac dudng truyén tin
hiéu viém. Su thay d6i muc do biéu hién ctia mét s
microRNA c6 thé duoc st dung lam chat danh dau
sinh hoc cho cac bénh khac nhau, trong dé c6
nhiém khuén huyét [3].

Nghién ctu nay dugc tién hanh nham muc tiéu:
Ddnh gid su thay déi cia muc dé biéu hién tuong
doéi cua 4 microRNA: MicroRNA-146-3p, microRNA-
147b, microRNA-155 va microRNA-223 so voi
microRNA -16 trong huyét tuong bénh nhan nhiém
khuan huyét vdi vai tro nhu mét dau n sinh hoc
tiém nang trong chan doan nhiém khuan huyét.

2. D6i tugng va phuong phap
2.1. Béi tugng

Nhom bénh gébm 71 bénh nhan trén 18 tudi, du
tiéu chudn chan doan nhiém khudn huyét theo
hudng dan cuta Sepsis-3 [4] diéu tri tai Bénh vién Viét
Tiép, Hai Phong va Bénh vién Trung uong Quan do6i
108 turthang 11/2014 dén thang 12/2017.
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Tiéu chudn loai trir: Bénh nhan ¢6 sé lugng bach
cau da nhan trung tinh nho hon 0,5G/L, hodc nhiing
bénh nhan dugc truyén mau hoac bu dich véi thé
tich I6n trudc khi lay mau.

Nhém chiing gom: 32 ngudi khoe manh dugc
sang loc tU nhiing ngudi hién mau tinh nguyén,
khong 6 tién st mac bénh man tinh va khong mac
bénh nhiém trung cap tinh tai thoi diém ldy mau; va
31 bénh nhan s6t xuat huyét Dengue (DHF) theo
tiéu chudn chan doan cta T8 chic Y té Thé gidi
(WHO) 2011.

2.2. Phuong phédp
2.2.1. Thiét ké nghién cuu

Nghién ctiiu moé ta cdt ngang, tién ciu theo déi doc
trong thaoi gian bénh nhan nam vién, c6 déi ching.

2.2.2. Noi dung nghién cuu

Thu thap cac thong tin vé lam sang, can lam
sang theo mau bénh an nghién ctu.

Thu thap mau va dinh lugng 4 microRNA theo
quy trinh tai Khoa Sinh hoc phan t, Bénh vién
Trung uong Quan déi 108. Méi bénh nhan dugc ldy
2ml méu trong vong 24 gid ké tu khi dugc chan
doan NKH hodc sot xuat huyét Dengue, luu trir trong
ong chuta chat chéng déng EDTAK2, sau dé tach
huyét tuang, tdch RNA t6ng s6, tdng hap cDNA theo
quy trinh va dinh lugng 4 microRNA (microRNA-146-
3p, microRNA-147b, microRNA-155 va microRNA-
223) bang phuang phap khuéch dai chubi gen dinh
luong theo thdi gian thuc (qRT-PCR) trén hé théng
may Agilent, s& dung Sybergreen lam chat danh
dau, nodi chuén Ia microRNA-16.

Phan tich két qua: Muic d6 biéu hién tuong dai
cla cac microRNA so vdi ndi chudn microRNA-16
dugc tinh theo cong thuc:

microRNA = 22(ACt=Ctrmirrna thi- Climicrorna-1s)
2.3. Théng ké va xtt ly s6 liéu
S6 liéu dugc nhap va quan ly bang phan mém
Microsoft office Excel 2007. Phan mém SPSS 21.0
dugc st dung dé xi ly s6 liéu va phan tich théng ké.
Phan tich dugc chap nhan c6 y nghia théng ké khi
gia tri p<0,05.
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3. Két qua

3.1. Bdc diém chung cua nhém bénh nhan nhiém khuén huyét

Bang 1. Dac diém chung cla bénh nhan NKH

Pic diém S8 lugng (n) Ty lé %
Gidi (nam) 55 77,50
C6 bénh man tinh 59 83,10
C6 duding vao cta nhiém khuan huyét 55 80,3
Co suy tang 60 84,5
S&c nhiém khuén 33 46,5
T vong 31 43,6
Tudi (trung binh + d6 léch chuén) (nam) 56,00+ 17,63
SOFA (diém) (trung binh + d6 léch chuén) 5,81 +4,55
Bach cau (4 - 10G/l) (trung binh + d6 léch chuén) 15,23 +£9,79
PCT (ng/ml) (trung vi, khodng tu phan vi) 11,5 (2,56 - 46,39)
Lactate (mmol/l) (trung binh + d4 léch chuan) 4,69 + 3,73

Nhén xét. Tubi trung binh cGia bénh nhan nhiém khuan huyét 1a 56,00 + 17,63 nam, giGi nam chiém
77,5%, 6 83% bénh nhan c6 mac it nhat mét bénh man tinh, ty 1& c6 suy tang 8 nhdm nghién cuu la 84,5%
va 46,5% bénh nhan c6 séc nhiém khuan. Ty Ié ti vong cGa bénh nhan nghién ctu la 43,6%. Cac chi s6 xét
nghiém nhu bach cau, PCT, lactate déu tang cao so vdi gia tri chuan.

3.2. Muc dé biéu hién tuong déi cda 4 microRNA & bénh nhan nhiém khuan huyét va nhém ching

P=2.028e-08
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Bi€u dé 1. Muc do biéu hién tuong ddi ctia 4 microRNA & bénh nhan nhiém khudn huyét va nhém ching

Nhén xét. Mic d6 biéu hién ctia 4 microRNA & nhém nhiém khuan huyét déu cao hon c6 y nghia théng
ké so vGi nhém chiing la bénh nhan s6t xuat huyét Dengue va ngudi khoe manh (p<0,001).
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3.3. Gid tri chén dodn phéan biét nhiém khudn huyét véi ngudi khée manh

Bang 3. D6 nhay, d6 dac hiéu ciia 4 microRNA
trong chan doan nhiém khuin huyét phén biét ti ngudi khée manh

MicroRNA AUC p Piém cét Do nhay Po dic hiéu
MicroRNA-146-3p 0,870 0,001 0,002 0,732 1,000
MicroRNA-147b 0,899 0,001 0,1004 0,789 1,000
MicroRNA-155 0,696 0,001 0,0222 0,549 1,000
MicroRNA-223 0,733 0,001 0,0039 0,577 1,000
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Bi€u d6 2. M6 hinh chan doan phan biét NKH vai ngudi khée manh

Nhén xét. Tai diém cat 0,002 microRNA-146-3p cé kha nang phan biét nhiém khuan huyét véi nguoi
khoe manh t6t nhat véi dién tich dusi duong cong AUC 0,870, d6 nhay, d6 dac hiéu lan lugt la 73,2% va
100% (p<0,05).

Tai diém cat 0,1, microRNA-147b ¢6 dién tich dudi dudng cong AUC la 0,899 dd nhay, dé dac hiéu lan
luot a 78,9% va 100% (p<0,05).

Bang 4. b6 nhay, d6 dac hiéu ciia 4 microRNA
trong chdn doan phan biét nhiém khudn huyét véi sét xuat huyét Dengue

MicroRNA AUC P Diém cét b6 nhay Do dac hiéu
MicroRNA-146-3p 0,769 0,001 0,016 0,620 0,935
MicroRNA-147b 0,781 0,001 1,372 0,592 0,968
MicroRNA-155 0,704 0,001 0,0168 0,563 0,839
MicroRNA-223 0,733 0,001 0,012 0,521 0,903
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Bi€u d6 3. M6 hinh chdn doan phan biét nhiém khuan huyét vai
nhom ching la bénh nhan sét xuat huyét Dengue

Nhén xét. Ca 4 microRNA déu c6 kha nang phan
biét kha t6t nhiém khudn huyét vai s6t xudt huyét
Dengue, trong dé tét nhat 1a microRNA-147b (AUC:
0,781, Sp = 96,8%, Se = 59,2%), va microRNA-146-3p
(AUC: 0,769, Sp = 62%, Se = 93,5%).

4. Ban luan

Nhiém khuan huyét la mét bénh ly nhiém trung
dang ngay cang tré nén phé bién, cé ty 1é ti vong va
dé lai di chiing cao. Cac nghién ctiu déu chiing minh
rang viéc chan doan va diéu tri sGm sé gidp lam
gidm dang ké ty lé ti& vong cling nhu lam giam bét
chi phi diéu tri cho bénh nhan nhiém khuan huyét.
Cung vdi su hiéu biét ngay cang ré rang vé co ché
bénh sinh cGa nhiém khuan huyét, cac dau an sinh
hoc hé trg chidn doan da dang c6 nhiéu budc tién ré
rét, dac biét la cac dau an & cap do phan tu.

MicroRNA la cac phan doan nhd, khéng méa hoéa
ctia RNA diéu hoa su biéu hién gen va dugc biét la
diéu chinh chic nang té bao ndi mo va cac dudng
truyén tin hiéu viém. Muc tiéu phan tich dau an sinh
hoc trong su6t qua trinh NKH la xac dinh nhiém
khudn, su khac biét gitta NKH va dap ung viém hé
théng, va tién lugng bénh nhan NKH.

Trong nghién clu clia ching téi muc do biéu
hién tuong d6i cia ca 4 microRNAs: MicroRNAs-146-
3p, microRNA-147b, microRNA-155 va microRNA-
223 3 nhém bénh nhan NKH cao hon cé y nghia so véi
ngudi khoe manh va bénh nhan s6t xuat huyét
Dengue. Muc d6 biéu hién ciia ca 4 miR: MicroRNA-

146a, microRNA-147b, microRNA-155, microRNA-223
huyét tuong khac nhau dang ké gitta bénh nhan sét
xuat huyét Dengue, bénh nhan NKH véi ngudi khoe
manh. Diéu nay cho thdy cd 4 microRNA nay
microRNA-146 c6 thé phan biét NKH véi sét xuat
huyét Dengue. Muc dé biéu hién cia 4 microRNA &
nhém ngudi khde manh va sét xuat huyét Dengue
khéng cé su khac biét nhung lai tang cao ro rét &
bénh nhan NKH, diéu nay ggi y rang cac microRNA
nay co thé la dau an sinh hoc gitp chan doan NKH,
bi vi muc d6 bi€u hién clia nd chi ting & nhing
bénh nhan NKH nhung khong tang & bénh nhan sét
xudt huyét Dengue. K&t qua nay tuang tu véi nghién
ctfu cta Hui-juan Wang, Peng-Jun Zhang, néng dé
miR-223 & bénh nhan nhiém trung huyét tang so vdi
nhom ching la ngudi binh thudng va bénh nhan c6
hoéi chiing dap Uing viém hé théng [5].

Phan tich dudng cong ROC cho thay microRNA-
147b 6 dién tich duéi dudng cong I6n nhat, tiép
theo la microRNA-146-3p, microRNA-155 va
microRNA-223. Diém cit cla microRNA cing da
dugc nghién cuu. Tai diém cdt dugc xac dinh (Hinh
1), microRNA-147b, microRNA-146-3p c6 ca gia tri
do dac hiéu va do nhay cao hon so véi 2 microRNA
con lai. Do d6, microRNA-147b va microRNA-146-3p
c6 thé 1a dau an sinh hoc ¢6 gia tri t6t trong chan
doan NKH, bdi vi nd cé thé phan biét NKH véi hoi
chiing dap ung viém hé théng ré rang hon. Nhiém
khudn huyét Ia mét tinh trang bénh ly c6 ban chat la
mat can bang dap ing mién dich clia co thé vat cha
déi véi vi khuan gay bénh. Cac nghién ctu da ching
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minh sy c6 mat clla microRNA trong cac giai doan
cUa phan Ung viém clng nhu trong roi loan chiic
nang cac cc quan. MircoRNA-146-3p c6 vai tro Uc
ché cac thanh phan tin hiéu ctia TLR (TRAF-6, IRAK-1)
trong hoat hoa dap tng viém sém, dan dén mat can
bang phan (ing viém- mét co ché quan trong trong
nhiém khuan huyét. MicroRNA-147b va microRNA-
155 déu tham gia vao qua trinh dap tng viém mudn
theo hai co ché khac nhau: MicroRNA-147b thong
qua Uc ché san pham cla cac cytokine con
microRNA-155 lai Gc ché PDCD4 va hoat hoa
Interleukine-10. MicroRNA-223 cho thay vai trd quan
trong trong diéu hoa phan ting mién dich thong qua
diéu chinh toan bo su thay déi clia cac gen ¢ vai trd
tét trong viéc diéu hoa phan ung mién dich, theo
dé, chudt dot bién tang biéu hién microRNA-223
lam tang dap ing mién dich déi véi lipopolysacarid
clla cac tdc nhan gay bénh nhu Candida albicans
lam tang huy hoai mo6 [6]. Nghién ctiu trén 166 bénh
nhan nhiém khuan huyét cho thay muic d6 biéu hién
cla microRNA-223 trong huyét thanh nhiing bénh
nhan nay cao hon & nhém ching la ngudi khoe
manh va dang chu y 13, cling trong nghién cdu nay,
muic d& microRNA-223 tiang cao lién quan dén mic
dé nghiém trong cda nhiém khuan huyét [7]. Mot
nghién ctu trudc day da chi ra raing microRNA-223
c6 thé dugc st dung dé phan biét bénh nhan NKH
vGi bénh nhan c6 héi ching dap Uing viém toan than
[8]. K&t qua nay cling tuang d6i phu hgp vai nghién
cliu clia chung téi, muc d6 biéu hién clia microRNA-
223 & bénh nhan NKH cao hon so v&i nhém ching
nguoi khoe manh va bénh nhan cé héi ching dap
Ung viém toan than. MicroRNA-147b, dugc tao ra
trong cac dai thuc bao hoat héa nhiéu TLR va dong
vai trd kiém soat phan héi am tinh cla cac tin hiéu
lién quan dén TLR. MicroRNA-147b c6 thé hoat dong
nhu mot chat kiém soat phan dng chéng viém lam
gidm phan Ung viém clia cac dai thuc bao théng qua
kich hoat TLR-2, TLR-3 hodc TLR-4 . Do d6, su thay
déi muc dd biéu hién cla microRNA-146-3p va
microRNA-147b & hé tuan hoan déng vai trdo nhu
mot dau an sinh hoc c6 gia tri trong chan doan
nhiém khuan huyét.

5. Két luan

Mdc dé biéu hién tuong ddi ca 4 microRNA
(microRNA 146-3p, microRNA 147b, microRNA-155
va microRNA 223) so véi ndi chudn microRNA-16
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trong huyét tuong bénh nhan nhiém khuan huyét
cao hon c6 y nghia so nhom chiing gém nguai khoe
manh va bénh nhan s6t xuat huyét Dengue. Ca 4
microRNA nay cé thé la nhiing dau an sinh hoc tiém
nang trong chan doan nhiém khuan huyét, dac biét
la microRNA-147b véi d6 dac hiéu va d6 nhay lan
luot la 100% va 78,95% (khi phan biét v&i ngudi
khoe manh) va 96,8% va 59,2% (khi phan biét véi
bénh nhan so6t xuat huyét Dengue).
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