JOURNAL OF 108 - CLINICAL MEDICINE AND PHARMACY Vol.16 - N°1/2021
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Expression of ISG20 in patients with HBV related hepatocellular
carcinoma

Pham Vin Diing*, Nguyén Viét Phwong*, *Bénh vién Quan y 103,
Nguyén Quang Duit*, Nguyén Thi Thanh*, **Vien Nghién cieu Y Duoc hoc Quan su,
Tran Thi Phwong Thao**, Pao Thi Phuwong***, ***Tyyong Pai hoc Ki thudt Y té Hai
Nguyén Ngoc Uyén**** Hoang Vin Tong** Durong,

**¥%Benh vien Trung wong Quan doi 108
Tom tat

Muc tiéu: Interferon stimulated gene 20 (ISG20) Ia mét trong nhirng I1SG cé tac dung &rc ché
qué trinh nhan 1&n cla moét sb virus nhw Hepatitis B virus (HBV) va cé méi lién quan dén mot sé
bénh Iy &c tinh trong d6 c6 ung thw biéu mé té bao gan (UTBG). Péi tuong va phuong phép: 41
bénh nhan chan doan UTBG dworc khai thac 1am sang, can lam sang va duoc diéu tri bang phau
thuat sau do lay t6 chirc khéi u va té chirc méd canh u RNA toan phan duoc tach tr cac mau mo
sau d6 chuyén thanh cDNA va danh gia mrc d6 biéu hién ISG20 mRNA bang phwong phap qRT-
PCR. So sanh mtrc dd biéu hién cta 1ISG20 & khdi u va td chirc mé canh u va danh gia méi lién
quan véi mét sb chi sb can 1am sang & nhém nghién ciu. Két qua: Biéu hién ISG20 mRNA khéng
khac nhau & gitra trung tam khdi u so véi té chirc mé lanh canh u (p=0,22), biéu hién 1SG20
mRNA khdi u cé6 méi twong quan chat ché véi chi sb bilirubin toan phan va khéng cé méi lién
quan dén néng dd AFP v&i p>0,05. Két luan: Khong coé sw khac biét gitra biéu hién 1ISG20 & md
khéi u va mé canh khéi u. Biéu hién 1ISG20 c6 lién quan dén mot sb biéu hién 1am sang cla bénh
nhan UTBG.

Tir khéa: Ung thw biéu mé té bao gan, 1ISG20, viém gan virus B.

Summary

Objective: Interferon stimulated gene 20 (ISG20) has been shown to inhibit the replication of
several viruses including hepatitis B virus (HBV) and to be associated with a number of
malignancies such as cervical cancer, glioma and hepatocellular carcinoma (HCC). Subject and
method: 41 patients were diagnosed with HCC and treated with surgery. HCC tumor tissues and
adjacent non-tumour liver tissues were collected to for RNA isolation. The expression levels of
ISG20 mRNA were assessed by qRT-PCR method. Result: 1ISG20 mRNA expression was lower
in tumor tissues compared to adjacent non-tumor liver tissues, but the difference was not
statistically significant (p=0.22), ISG20 mRNA expression in tumor tissues which was associated
with total bilirubin levels and was not significantly with AFP levels with p>0.05. Conclusion: No
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signficant difference expression of ISG20 was observed between tumour and non-tumor tissues.
ISG20 expression was associated with clinicals expression of HCC patiens.
Keywords: Hepatocellular carcinoma, 1SG20, hepatitis B virus.

1. Dat van dé

Ung thw biéu mé té bao gan (UTBG) la mét
trong nhirng nguyén nhan gay t& vong hang dau
trong cac bénh ly ac tinh tai Viét Nam va trén thé
g0di. Theo GLOBOCAN nam 2018 tai Viét Nam
s6 ca m&i méc va tir vong déu hon 25.000 ca va
né ding dau trong cac bénh ly ac tinh [1]. Cac
yéu t6 nguy co chinh gay UTBG la nhiém virus
viém gan (HBV va HCV), ubéng ruou, xo gan va
bénh gan nhiém m& khéng do rwou, trong do
nhiém HBV la yéu t6 nguy co hang dau. Theo
mot s6 nghién clru, ty 1& bénh nhan UTBG cé
nhiém HBV la hon 80% va nguwdi mang HBV cé
nguy co bi UTBG cao hon gép 100 lan so v&i
ngwdi khéng nhiém HBV [2].

Trong sb cac ISG da duogc tim thay, ISG20
c6 ban chét 1a protein c6 trong lwong phan tir
20kDA nam trén nhiém sac thé sb 15926 &
ngudi cod phan hoat ddng la doan exoluclease 3'-
5' biéu hién b&i ca IFN type | va Il. ISG20 da
dwoc chirng minh 14 ¢é tac dung &rc ché mot sb
virus RNA nhw virus sét vang (YFN), virus gay
viém loét miéng (VSV), virus sinbis (SINV), virus
HIV, virus viém gan C (HCV)... V&i HBV la virus
DNA nhwng nhéan Ién thong qua qua trinh phién
ma nguwoc st dung mot RNA lam trung gian cua
qua trinh phién ma. Hoat tinh exoluclease 3'- &'
cla 1SG20 gan tryc tiép vao mién than dudi
(vong lap €) cua cac doan RNA nhd lam chung bi
thoai bién va khéng tham gia qua trinh déng
vong dé tao cac cccDNA gilp ngan chan qua
trinh nhan Ién cua HBV.

ISG20 cling da dwgc chirng minh la co lién
quan dén mét sé bénh ly ung thw. Mét nghién
clu da chirng minh 1ISG20 tang biéu hién trong
té bao ung thw cb t& cung & chudt thdng qua sw
diéu chinh ctia hormon estrogen [3]. ISG20 gidm
biéu hién & nhom cé xuét hién gen dét bién IDH
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day la gene c6 lién quan dén tién lvong xau va
tién trién ac tinh & bénh Iy u than kinh dém [4].
Trong UTBG ISG20 tang biéu hién & nhém cé
tang sinh mach mau trong khéi u théng qua sw
didu chinh tadng cta hormon tuyén giap Ts [5].
M6t nghién ciru gan day trén nhém bénh nhan
nguwdi Viét Nam cling chirng minh ISG20 mRNA
tang biéu hién trong khéi u so v&i moé lién ké khdi
u [6]. Nhw vay, cac nghién ciru da cho thay
ISG20 c6 mbi lien quan dén moét sd bénh ly ung
thw, d& lam rd hon mdi lién quan cta ISG20 voi
UTBG chung t6i tién hanh: Panh gid muc dé
biéu hién cta ISG20, méi lién quan gitra cac dac
diém lam sang, can ld&m sang & bénh nhén
UTBG c6 HBV.

2. Po6i twong va phwong phap
2.1. Béi twong

G6m 41 bénh nhan dwoc chan doan UTBG c6
HBV (+) v&i tiéu chudn chan doan theo Bo Y té
ndm 2012: Khdi u I&n hon 1cm cé hinh anh chup
cat 1&p vi tinh dién hinh tdng ngdm thuéc & thi
déng mach va thoat thuéc nhanh & thi tinh mach
hoac thi muén, cé6 mirc dd xo gan Child-Pugh A
hoac B. Chung t6i s&r dung phwong phap nghién
clru mo ta cét ngang c6 dbi chirng so sanh. Cac
chi tiéu nghién ctru bao gébm biéu hién chung tudi,
gidi va biéu hién can lam sang, mirc dd xo gan
theo Child-Pugh, giai doan bénh theo BCLC. 41
mau mo trong khéi u va té chirc lién ké canh u cla
cac bénh nhan dwoc phiu thuat cat mét phan gan
duwoc tach RNA toan phan bang Kit (Rneasy Mini
Kit - Qiagen, Blrc) quy trinh theo hwéng dan cla
nha san xu4t. RNA tdng sb sau d6 dwoc phién ma
ngwoc thanh cDNA bang bd Kit (RevertAid First
Strand cDNA Synthesis, Thermo, USA).
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2.2. Pinh Ilwong twong déi biéu hién
ISG20 bang phwong phdp qRT-PCR

Biéu hién ISG20 mRNA duoc xac dinh théng
qua dinh lveng ISG20cDNA bang phuong phap

gRT-PCR sl* dung Master Mix Maxima SYBR
Green/ROX gPCR (Thermo, USA). S&¢ dung
doan gen ISG20 va gen GAPDH lam gen tham
chiéu véi trinh ty méi theo Bang 1:

Bang 1. Trinh tw moi gen 1SG20 va GAPDH

Tén gene Trinh tw moéi D6 dai moéi (bp)
ISG20_F 5- ATC TCT GAG GGT CCC CAA GGA -3’ 21
ISG20 R 5-TTC AGT CTG ACA CAG CCAGGC G -3 22
GAPDH_F 5- CCA CCC ATG GCA AATTCC ATG GCA -3 24
GAPDH_R 5-TCT AGA CGG CAG GTC AGG TCC ACC -3 24

Tbng thé tich ctia phan tng 1a 25ul trong dé:
master Mix SYBR 12,5ul, nwéc nuclease-free
9,5ul, M&i F+R 1pl va cDNA dau vao 3ul. Chu
trinh nhiét: Giai doan kich hoat enzyme tai 95°C
trong 10 phut tiép theo sau la 45 chu ky bién tinh
& 95°C 15 giay, gan méi & 58°C 30 giay, téng
hop tai 72°C 40 giay va két thuc bang phan tich
dwéng cong néng chay tir 58°C dén 99°C. Tat ca
cac phan &ng dwoc 1ap lai 2 14n bang may real-
time PCR Rotor-gene (Qiagen, Bic). Biéu hién
twong dbi clia gene 1SG20 dwoc tinh toan dwa
trén gene tham chiéu GADPH béng phuwong
phap tinh ACt theo cbéng thirc: ACt = Ct(ISG20)-
Ct(GADPH). Biéu hién twong dbi cia gen ISG20
dwoc tinh toan la 24,

2.3. Phan tich va xt ly sé liéu

S6 liéu dwoc nhap va quan ly bang Excel
2007 va dwoc phan tich bang phan mém SPSS
v.22. Bién dinh tinh dwoc trinh bay bang tan sbé
va gié tri %, bién dinh lwong trinh bay bang gia tri
trung binh va dd léch chuan hodc gid tri trung vi.

Biéu hién twong dbi ciia gene 1ISG20 & khbi u va
td chic lién k& canh u dwoc so sanh bang
Wilcoxon signed ranks test. Phan tich méi twong
quan gitra gene va cac chi sb can 1am sang sl
dung hé sb twong quan Spearman. Su khac biét
c6 y nghia théng ké véi p<0,05.

3. Két qua

3.1. Pdc diém chung, Idm sang ctia nhém
nghién ciru

Két qua cho thay tudi trung binh clia nhém
nghién ctu la 57,1 + 12,2, sb lwong bénh nhan
UTBG nam cao gép 3,6 lan so véi nir. Cac xét
nghiém sinh héa va huyét hoc hau hét trong gii
han binh thwéng. S6 lwong bénh nhan c6 AFP
trong gi&¢i han binh thwéong (< 20ng/ml) chiém ty
l&é cao nhét v&i 43,9% (18 bénh nhan). C6 95,1%
(39 bénh nhan) xo gan Child A. Ty Ié bénh nhan
& giai doan trung gian la 63,4% (26 bénh nhan),
chi c6 2 bénh nhan (4,9%) & giai doan tién trién
(Bang 2).

Bang 2. Dac diém chung, can lam sang ctia nhém nghién ctru

Dic diém chung (X £SD) Nhé nhat - I&n nhat
Tubi 57,1+12,2 29 -82
Gi&i tinh n Ty lé %
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Nam 32 78
N 9 22
Can lam sang Trung vi Nhé nhét - I&n nhat

Hoéng cu (T/L) 47 3-78

Bach cau (G/L) 7 41-46

Tiéu cau (G/L) 184 101 - 400

Ty 1é prothrombin (%) 92,5 39 -119

AST (U/L) 36 16 - 204

Bang 2. Pac diém chung, can lam sang ctia nhém nghién ctru (Tiép theo)

Can lam sang Trung vi Nhé nhat-Ié&n nhéat
ALT (UIL) 35 8,5 - 257,7
Bilirubin toan phén (umol/L) 9,9 51-71,8
Bilirubin trwc tiép (umol/L) 4,3 2,4 -491
Protein toan phan (g/L) 76 57 - 84
Albumin (g/L) 40,8 27 - 49
Dic diém khac n Ty Ié %
<20 18 43,9
AFP (ng/ml) 20 - < 400 12 29,3
=400 11 26,8
. A 39 95,1
Child Pugh
B 2 4.9
Sém 13 31,7
BCLC Trung gian 26 63,4
Tién trién 2 4,9

3.2. Biéu hién ISG20 & mé khéi u va té chirc canh khéi u

Biéu hién 1SG20 mRNA trong té bao khéi u 1a 21,5 thp hon biéu hién 1ISG20 mRNA trong té bao
mé lan can véi gia tri 26,6, khac biét khéng cé y nghia théng ké véi p=0,22 (Bang 3).

Bang 3. Biéu hién ISG20 mRNA trong té bao khoi u
va mé lan can khéi u & bénh nhan ung thw biéu mé té bao gan

Biéu hién 1SG20 khéi u (2°%) canh khéi u (2°%) 0
Trung vi 21,5 26,6
Nho nhét 4,3 0,03 0,22
Lon nhat 1448,2 121,1

3.3. Méi twong quan biéu hién ISG20 mRNA vé&i biéu hién can 1am sang bénh nhan ung thw

biéu mé té bao gan
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Ty I& biéu hién cha 1SG20 khdi u va canh khdi u khéong cé méi twong quan véi AST, ALT,
prothrombin, sé lwong tiéu cau va albumin. Biéu hién 1ISG20 trong khdi u c6 méi twong quan chat ché
véi ndng dd Bilirubin toan phan huyét thanh véi (r = 0,41, p=0,01) (Bang 4). Biéu hién ISG20 mRNA
trong té bao khéi u va canh khdi u khéng c6 méi twong quan véi ndng dd AFP huyét thanh & bénh
nhan UTBG véi p>0,05 (Hinh 1A, B).

Bang 4. Twong quan giira biéu hién 1ISG20 v&i diac diém can 1am sang

Biéu hién I1SG20 Trong khéi u (2°%) Canh khéi u (2°%)
Hé sb Spearman’s 0,07 -0,17
AST p 0,65 0,3
n 41 41
Bang 4. Twong quan giira biéu hién 1ISG20 véi dac diém can l1am sang (Tiép theo)
Biéu hién 1SG20 Trong khéi u (2'%) Canh khéi u (2°%)
Hé s Spearman’s -0,09 -0,09
ALT 0 0,58 0,58
n 41 41
Hé s Spearman’s 0,41 0,1
BilirubinTP p 0,01 0,53
n 41 41
Hé sb Spearman’s 0,2 0,2
Albumin p 0,23 0,2
n 37 37
Hé s Spearman’s -0,23 0,12
Ty |é prothrombin p 0,17 0,49
n 38 38
Hé s Spearman’s -0,06 -0,23
Tiéu cau p 0,15 0,15
n 40 40
A o] - B
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Hinh 1. Lién quan biéu hién /ISG20 mRNA khdi u va canh khéi u v&i néng d6 AFP

4. Ban luan

UTBG la bénh ly &c tinh tién trién tham lang,
triéu chirng 1am sang md nhat, ty 1& chan doan &
giai doan tién trién va muédn con cao vi vay ty &
bénh nhan dwoc diéu tri triét d& khdi u hién nay
van con han ché. Bénh chl yéu xuét hién trén
nén xo gan trong do ty I&é UTBG c6 nhiém HBV
tai Viét Nam con kha cao (80 - 90%). Hién nay co
nhiéu phwong phép diéu tri trong d6 phau thuat
cat ban phan gan van mang lai hiéu qua tét va
nghién clru clia ching téi thwe hién & nhém bénh
nhan UTBG c6 chi dinh phau thuat cat gan, day
la nhém bénh nhan hau hét dwoc chan doan lan
dau, vi vay tudi trung binh ctia nhém bénh nhan
nghién cru 1a 57,1 + 12,2. Tubi trung binh trong
nghién cu cla chung t6i cao hon so v&i nghién
clru cla tac gid Ngoé Déc Sang véi tudi trung
binh 1a 51,7 [7], trong m&t s& nghién ctu dich té
cho thdy tudi trung binh phat hién bénh nhan
UTBG & Viét Nam la trén 50, do tudi nay thuwong
th4p hon so v&i dd tudi tai cac nwéc chau Au va
Nhat Ban do sy khac biét cta yéu tb nguy co
mac bénh [8]. Vé gisi tinh trong nghién ctru cla
chang t6i ty 1& nam/ni la 3,6, két qua nay ciing
twong déng véi mot vai nghién ctiu gan day. Ty
l&é mac UTBG theo gi¢i tinh c6 sy chénh léch la
do & nam gi¢i ngoai nhiém HBV con cé nhiéu
yéu td nguy co khac nhw udng rvou, béo phi va
hat thubc gay tdn thwong gan lau dai dan dén
nguy co mac bénh cao hon.

Trong nhém nghién clru ctia chidng toi hau
hét cac xét nghiém can lam sang nhw enzyme
gan, ty 1& prothrombin, albumin déu trong gii
han binh thwdng va chwa co triéu chirng xo gan
trén l1am sang voi ty 1é xo gan Child-Pugh A Ia
95,1%. Ty lé bénh nhan UTBG & giai doan s&m
va giai doan trung gian la 95,1%. Trong cac
phwong phéap diéu tri UTBG chi dinh phu thuat
dwoc dat ra khi bénh nhan & giai doan soém va
chirc nang gan con tbt. Néu khong dat cac diéu
kién trén thi cin diéu tri bang cac phwong phap
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tam thoi va tai chd khéi u va cé thé xem xét chi
dinh phAu thuat néu da didu kién.

Két qua nghién ctru cho thiy 1ISG20 mRNA &
khdi u thap hon so véi ving mé 1an can khéi u,
tuy nhién sy khac biét nay khéng c6 y nghia
théng ké. Trong mdt nghién clru gan day chang
t6i thay biéu hién 1ISG20 mRNA & khdi u cao hon
t& chirc mé lanh canh u [6]. Trong mot vai nghién
ciru trwoc d6 ngudi ta cing da chirng minh
ISG20 tang biéu hién trong té bao ung thw cd t&r
cung chudt va té bao ung thw va & nguoi [3], tuy
nhién né gidm biéu hién & bénh ly u than kinh
dém co tinh chat ac tinh [4]. Trong nghién ctu
clia chung t6i chwa tim thdy sw khac biét nay,
didu nay co6 thé dwoc giai thich la do c¢& mau
trong nghién cu cda chung téi chwa du I&n, vi
vay can c6 nhitng nghién ctu tiép theo voi
nhirng c& mau Ién hon.

Vé méi twong quan biéu hién gitra ISG20 v&i
cac biéu hién can 1am sang & bénh nhan UTBG,
chiing t8i nhan thay bidu hién ISG20mRNA khéi
u c6 mdi twong quan thuan chéat ché véi ndng do
billirubin toan phan. Chang tdi khéng nhan thay
mdi twong quan cta cac chi sé khac vé chic
nang gan nhw AST, ALT, bilirubin gian tiép,
prothrombin, protein... v&i biéu hién 1SG20
MRNA khéi u va mé canh khdi u. Mt nghién ctru
da nhan thdy mdi twong quan cia biéu hién
ISG20 v&i AST, ALT, bilirubin toan phan va truc
tiép [6]. Tién lwgng bénh nhan UTBG dwa vao
kha nhiéu yéu té trong dé c6 chi s6 AFP, trong
nghién clu nay, ching t6i nhan thiy cé téi
43,9% sb bénh nhan c6 ndng d6 AFP trong gii
han binh thwéng va mirc dd biéu hién 1SG20
mRNA khdi u va canh khdi u khéng cé méi lién
quan v&i nébng dd AFP huyét thanh, trong moét
nghién ctu khac nhan thay biéu hién ISG20 khbi
u c6 mdi lién quan véi ndng d6 AFP & bénh nhan
UTBG [5], tuy nhién trong nghién clru nay chung
t6i chwa nhan thay méi lién quan nay.

5. Két luan
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Biéu hién 1ISG20 mRNA khéi u va canh khdi
u khéng c6 sw khac biét. Biéu hién 1ISG20 mRNA
khdi u c6 mbi twong quan thuan chat ché voi
ndng do bilirubin toan phan huyét thanh & bénh
nhan UTBG. Nhw vay, biéu hién 1ISG20 c6 thé la
yéu td tham gia vao qua trinh hinh thanh va tién
lvong bénh nhan UTBG.
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