Nghién citu kij thudt nhuém héa mé mién dich...

NGHIEN CUU KY THUAT NHUOM HOA MO MIEN DICH
TREN MAU MO DICH LIQUID BIOPSY TAI BENH VIEN TRUNG
UONG HUE: NHAN MOT TRUONG HOP UNG THU BUONG TRUNG

Pham Nguyén Cudng', Nguyén Thanh Xuan', Pham Nhu Huy!

TOM TAT

Chuing t6i béo céo mét truong hop st dung ky thuat héa mé mién dich dé nhuém méau mé dich trong
ung thw budng trimg. Ching téi so sénh ky thuat nhuém héa mé mién dich trén mau mé dich véi nhudém
héa mé mién dich trén mau mé u. Két qua: sw boc 16 céc ddu &n héa mé mién dich trén mau mé dich c6
két qua tuong tw véi két qua héa mé mién dich trén mau mé u va dwa ra chdn doan tuong dong véi két qua
sau mé. Két luan: viéc nhudém héa mé mién dich trén méu mé dich cé y nghia trong viéc dwa ra chén doén
chinh xac ma khéng cén mé béc u. Viéc thuc hién ky thuédt don gian, nhanh choéng.

ABSTRACT
STUDY ON THE TECHNIQUE OF IMMUNOHISTOCHEMISTRY STAINING ON LIQUID
BIOPSY SAMPLES IN HUE CENTRAL HOSPITAL: CASE STUDY OF OVARY CANCER
Pham Nguyen Cuong, Nguyen Thanh Xuan, Pham Nhu Huy

We report a case of using the technique of immunohistochemistry for stainning the liquid biopsy in
ovarian cancer. We compared the technique of immunohistochemistry on both of liquid biopsy samples and
tumor tissue samples. Results: No differences in revealling the immunohistochemical markers on both of
liquid biopsy samples and tumor tissue samples. Conclusion: Immunohistochemical staining of this sample
of tliquid biopsy has a significance in diagnosis accurately without operating the tumor. This technical of
immunohistochemistry stainning the liquid biopsy is simple and fast.

Key words: immunohistochemistry, liquid biopsy, ovary cancer.

L. PAT VAN PE phién d6 té bao dan tir can lang hoic ly tam dich.

Xét nghiém té bao hoc bang ky thuat “khdi té bao
dich” (cell-block) dua trén cac tiéu ban lam tir khoi
can té bao thu duoc qua ly tam cac dich hut tir cac
khoang co thé da duoc 4p dung tir kh lau trén thé
gidi, v6i gia tri chan doan cao hon so véi ky thuat
“t& bao phét lam” (cell-smear) kinh dién dwa trén cac

Ky thuat nay lam ting do6 tap trung cac té bao
don 1¢, rai rac trong dich hut & ving ton thuong va
dich khoang co thé thanh mot khéi co thé dua vao
chuyén, duc, cit nhuém gidng quy trinh mé hoc
thudng quy, nhim nang cao gia tri chan doan cac
bénh pham 1a dich cua ton thuong khdi u — ung thu.
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Bénh vién Trung wong Hué

Trong mot sd trudng hop phat hién té bao ung
thu trén mau dich, yéu cau tiép theo ciia béc si diéu
tri 1a xac dinh xuat ngudn cua té bao ciing nhu chan
doan phan biét mot s6 bénh. Dé giai quyét van dé
nay, phai nhu¢m hoa mo mién djch trén khdi dich.
Viéc nhudém héa md mién dich trén khdi dich khac
rat nhiéu so véi nhuém héa mé mién dich cho khdi
u. Do do, viéc cai tién k¥ thuat nhuém hoa mo mién
dich trén khoi dich dugc dit ra dé thuc hién sao cho
cac té bao boc 16 ddu n héa mo mién dich tét nhét,
nham dua ra mot chin doan tdi wu cho bénh nhan.
bay la k¥ thuat chua dugc ap dung rong rai tai cac
co s& y té & mién Trung ciing nhu tai Bénh vién
Trung wong Hué, do d6 ching t6i thuc hién dé tai
nay voi hai muc tiéu:

1. So sanh ky thudt nhuom hoa mo mién dich
khoi u va ky thudt nhuém héa mé mién dich khoi
dich trén mot bénh ly dién hinh.

2. A’p dung ky thudt nhuom hoa mo mién dich
khéi dich mét cach thuong quy tai Bénh vién Trung
wong Hué.

II. POI TUQONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Péi twong nghién ciru: Cac ky thuat nhuom
hoa mé mién dich trén khéi u va trén khéi dich.

2.2. Phwong phap nghién ciru: Phuong phap
thuc nghi€m, so sanh.

2.3. Phuong phap xir ly sé liéu: Cac thong
tin xtr 1y s liéu theo dang thuc thong tin dinhtinh
(so sanh ddc diém, tinh chat cua hai loai ky thuat

nhudm).

III. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Pic diém chung ciia ki thuat nhuém hoéa
mo6 mién dich

3.1.1. Pic diém ciia kj thudt nhuém héa mo
mién dich khéi u

Cac budctién hanh nhuém hoéa mé mién dich
trén khdi u nhu sau:

3.1.1.1. Ldy bénh pham va xir Iy bénh pham
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Bénh phim u duogc 14y ra khoi co thé duge cb
dinh ngay trong dung dich formol dém trung tinh
10% véi ty 18 thé tich dung dich ¢ dinh nhiéu
gip 20 -30 lan thé tich bénh pham. Thoi gian ¢
dinh thong thuong tu 2-24 gio tuy theo manh
bénh pham to hay nho. Sau khi bénh phim duoc
¢d dinh, xu ly, vui trong nén paraffin, va duc khdi
paraffin, cdc manh cit duoc may cit vi thé co do
day 3-4 um, dan Ién phién kinh d duoc trang Silan
(3-aminopropyltriethoxy-silane).

3.1.1.2. Nhuém héa mé mién dich theo cdc buéc
nhu sau:

+ Siy kho cac phién kinh c6 14t cit & ti 4m 37°C:
12 gid (qua dém)

+ Khur parafin: 10 phut

+ Nhung nudc cat: 5 phit

+ Khir peroxidaza ndi sinh bang dung dich H,0,
3%: 5 phut

+ Rira cac phién kinh c6 1at cit bang nudc cét:
5 phut

+ Boc 16 khang nguyén: bang dun cach thuy
trong ndi ap suat hodc trong 10 vi séng hoic sir dung
proteinaza K*.

+ Rira nude cat: 5 phut

+ Rira cac manh cat bang dung dich TBS: 6 phut
(Qua 2 bé, mbi bé 3 phut)

+ U v6i khang thé thir nhat (primary antibody):
60 phut

+ Rira bang dung dich TBS: 6 phut (Qua 2 bé,
mbi bé 3 phit)

+ U voéi khang thé thir hai c6 gin véi biotin: 30
phut (Biotinylated secondary antibody)

+ Rura bang dung dich TBS: 6 phat (Qua 2 bé,
mdi bé 3 phiit)

+ U véi phitc hgp ABC hodc streptavidin
peroxidaza: 30 phut

+ Rira phién kinh c6 14t cit bang dung dich TBS:
6 phiit (Qua 2 bé, mbi bé 3 phut)

+ Phu dung dich tao mau DAB (Diamino
benzidin) hodac EAC (3-amino-9-ethylcarbazole):
10 phut
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+ Rira phién kinh c6 14t cdt bang dung dich TBS:
6 phut

(Qua 2 bé, mbi bé 3 phut)

+ Nhudm nhan: bang Hematoxylin : 1 phit

+ Rtra nuéce chay:

* Néu dung DAB thi tiép tuc khtr nudc.

+ Khir nude bang con, roi qua xylen

+ Gan 14 kinh bang Resin néu dung DAB hoic
Geltol néu dung EAC.

3.1.2. Pic diém ciia kj thudt nhuém héa mo
mién dich khoi dich

3.1.2.1. Lay bénh pham va xir Iy bénh pham

+ Dich duoc hit tir khoang co thé duoc cho vao
lo thity tinh. S6 lwong dich tir 50 dén 250 ml.

+Néu dich c¢6 nhiéu mau thi cho 1ml Cytorich red/
50ml dich, néu dich c6 nhiéu chat nhay thi cho 1ml
Mucolexx/50ml dich, lic déu rdi dé khoang 5 phut
cho tan bét nhay.

+ Pua vao may ly tdm éng 16n 50 ml va tién
hanh céc budc:

+ Budc 1: Cho cac ng nghiém chira dich vao
may ly tim trong 10 phit v6i toe d6 2000 vong/phut.

+ Budc 2: Loai bo 16p dich trong phia trén dé 1ay
léng can té bao roi ¢ dinh cin té bao trong formol
dém trung tinh 10% trong ta 4m 60°C khoang 2 gio.

+ Bude 3: Ly tim bénh pham lan nita véi téc do
2000 vong/phut trong 10 phit néu can (néu bénh
pham di hinh thanh khéi chic thi qui trinh c6 thé
chuyén truc tiép tir budc 2 sang budc 4).

+ Budc 4: Loai bo formol trong dng vao lo dyng
nudce thai. Dung que gd nho dé lay khdi té bao & day
ong ra khoi 6ng va dat 1én mot to gidy (loai gidy
khong dinh c6 trong phong xét nghiém mo hoc). Goi
khdi té bao trong gidy nay va dit vao trong khudn
nhua da duge dan nhan véi tén va ma s6 bénh nhan.

+ Budc 5: Dung que gb nho dé lay khéi té bao
ra khoi éng va dat 1én mot to gidy (loai gidy khong
dinh c¢ trong phong xét nghiém mod bénh hoc). Goi
khéi té bao trong gidy nay va dat vao trong khuon
nhuya d3 duoc dan nhin véi tén va ma sb bénh nhan.

+ Budc 6: Cho khudn nhua c6 chta khéi té bao
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tiép tuc dugc thuc hién cac budc nhu vao quy trinh
md hoc thuong quy.

+ Budc 7: Cac manh cit tir khéi té bao c6 do day
tr3-5pum.

3.1.2.2. Nhuém héa mé mién dich: theo cac budce
nhu quy trinh nhuém héa mé mién dich thuong quy.

3.2. Nhitng dic diém khac nhau co ban cia
hai k¥ thuit

3.2.1. Pdc diém khoi u va dic diém khoi té bao:

Khdi u duoc trich ra tir mdu mo u nén giit dugc cau
tric md hoc ctia no, va dy 1a tiéu chuan vang trong
chan doan mé bénh hoc ung thu. Trong khi do, khdi
dich duoc hut tir khoang co thé bao gdm céc té bao roi
rac va gém nhiéu loai té bao khac nhau, do ap luc hut
cua 6ng hut, va su roi r6t co hoc ctia cac té bao von co
khuynh hudng 1ong 1éo mét cyc tinh trong ung thu, roi
vao khoang co thé. Cho du dugc ling dong do su ly
tam, nhung cac té bao trong dich khoang co thé khong
dai dién cho ton thuong u. Vay nén, sy boc 16 hoa mod
mién dich & cac té bao trong khéi dich chi dinh hudng
xuat nguodn té bao, chir khong chan doan xac dinh ban
chét u, cling nhur vi tri u.

3.2.2. Diic diém té bao va ciu triic té bao trong
khéi:

Céc té bao trong mau mo khdi u duge sip xép
theo cAu tric nhit dinh va déng nhét, theo cAu trac
mé hoc cta co quan ma trén d6 khdi u phat trién
(vi du khéi ung thu v chi gdm céc té bao biéu mo
tuyén v, khéi ung thu gan chi gdm cac té bao biéu
mo gan...), nén viéc nhuém héa mo mién dich thong
thuong s€ chi co déng nhét cho mét loai té bao, va
béc si giai phiu bénh chi can dinh huéng diu an
mién dich tuy tinh chat mién dich cua loai té bao do.

Céc té bao trong mau mo khéi dich s& khac. Vi
mau dich dugc hut bang kim tir khoang co thé nén
trong dich hut s€ co nhiéu loai té bao. Vi du trong
dich ht cua tran dich mang phéi do u, s& c6 nhiéu
loai té bao nhu té bao ung thu biéu mé phdi, té bao
thanh mang phoi, ké ca té bao viém, mé bao... duogc
hoa trong dich mang phéi. Do d6, viéc nhuém hoa

md mien dich cia khoi dich s€ cé nhiéu thanh phan
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boc 10 mién dich. Trén tiéu ban hda mé mién dich,

bac si giai phdu bénh s& loai trir cac té bao boc 16

cac dau 4n khong mong mudn, trude khi khao sat sy

boc 16 cua dau 4n mién dich cua loai té bao can tim.
3.3. Nhuém héa mé mién dich trén khéi u

dich khoang bung trén mét bénh nhan ung thw

budng trirng

3.3.1. Gioi thi¢u truwong hop:

Bénh nhan Pham Thi CAm H. 64 tudi, nhap vién

—

Nhuom Hematoxylin — Eosin, x100.

Hinh anh nhuém Hematoxylin — Eosincho thay
céc té bao viém dang bach ciu da nhan trung tinh va

mo bao nam rai rac khap mau mo.

tai Bénh vién Trung uong Hué co s 2 véi sb vao
vién: 180005270, v6i chan doan TD U budng trimg,
c6 kém tran dich mang bung. Bénh nhan dugc hut
dich mang bung dé tim té bao la.

Chung t6i 1dy khoang 200cc dich, quay ly tim
2000 1an/1 phut, sau d6 theo quy trinh xir 1y bénh
pham, vui dich sau khi ¢6 dic vao nén paraffin, cit
ra tiéu ban nhuém Hematoxylin- Eosin. Hinh anh

nhudém duoc thé hién nhu hinh sau:

Khi phong dai vét kinh 1én 400 lan, thay cac té
bao tap trung lai thanh dam. Trong ving nay c6 mot
s t& bao biéu mé tuyén c6 nhan 16n, khong dién hinh,
nhung chwa rd ban chat va xudt nguon ciia té bao.

Khéi sap nén nay duoc tiép tuc nhuém héa mé mién dich véi cac dau 4n: CKAE1/3, CA125, va

Vimentin. Hinh anh nhuém duoc thé hién nhu hinh sau:

g S,
2 ad hfe

Khi nhuém dau an CKAE1/3, thdy cac té bao biéu mo bit mau da nau (dwong tinh). S6 luong té bao nay

“
9

Wells

khong nhiéu, nhung duong tinh manh. C6 thé thay rd cac té bao viém dang bach cau da nhan khong bit

mau mién dich nhu trong hinh.
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" ¢ Mo S LIRIN Vo

Hinh anh trén 14 su boc 16 dau 4n mién dich CA125 dic hiéu cho ung thu budng trimg. Théy rd céc té

bao biéu mé tuyén bt mau duwong tinh manh.
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té bao c6 ngudn gde tir trung mod nhu t& bao xo, md bao, 1a cac té bao khoang thanh bung.

Tur cac hinh anh m6 bénh hoc nhu¢m H.E thong thuong dén cac hinh anh nhuém héa mé mién dich véi
cac dau 4n CKAE1/3, CA125, Vimentin, Khoa Giai phau bénh BVTW Hué co s 2 dua ra chin doan la:
ung thu biéu mé tuyén ctia budng trimg, kém viém ban cap.

Sau d6 bénh nhan dugc phiu thuat mo cit budng trimg lam sinh thiét giai phau bénh. Sau day 1a cac
hinh anh vi thé sau mé:

W =
4 P
Agy¥ 2

P
R

Hinh danh vi thé GPB sau mé, d¢ phéng dai 100 lan
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Hinh anh vi thé GPB sau mé, phéng dai 400 lan.

Trén hinh 4nh do phong dai 100 1an va 400 lan,
thdy co cac té bao biéu mo tuyén bién ddi 4c tinh,
té bao c6 nhan 16n, mang nhan day, cé hat nhan rd.
Céc t& bao biéu mo tuyén sip xép thanh hinh nhu,
xam lan, pha hily mo dém.

Chén doan giai phau bénh sau md 1 ung thu biéu
mo budng trimg, tuyén thanh dich, typ tuyén nha,
phil hop véi chan doan khéi dich trude md. Sé tiéu
ban: B18.181.

3.2. Két lugn rit ra sau chin dodn gidi phiu
bénh

- Hoa md mién dich cac khdi dich c6 thé chan
doan xac dinh ung thu, va ¢ thé dinh hudng vi tri
ung thu.

- Str dung khdi dich dé thyuc hién nhuém héa mé
mién dich c6 thé tranh mot cudc mo sinh thiét tham
do, va dé thyc hién.

IV. KET LUAN

4.1. Y nghia ciia nhuém héa mdé mién dich
khoi dich

Déi voi nganh ung thu, viée diéu tri rit cin
c6 két qua giai phau bénh chinh xac. Quyét dinh
diéu tri ung thu phu thudc vao loai ung thu cua
tung loai té bao, vi mdi loai ung thu s€ dap ung
v6i diéu tri khac nhau, nhu c6 loai dap ung vai
ph5u tri, c6 loai dap trng voi hoa tri hoac xa tri
va ¢6 loai dap ng voi diéu tri da mé thirc phbi
hop giita phau - hoa - xa tri.Viéc xac dinh loai

Tap Chi Y Hoc Ldm Sang - S6 49/2018

té bao dua vao dic tinh mién dich cua té bao do.
Héa méd mién dich 1a phuong phap xic dinh
nhirng khang nguyén déac hiéu cé trong mo hoac
té bao, dya trén su két hop khang nguyén - khang
thé.Do d6 viéc ap dung phwong phap hoa mé
mién dich rat can thiét cho viéc xac dinh chinh
xé4c cac loai ung thu, xac dinh ngudn gbe té bao
cua nhiing khéi u kém biét hoa, khong biét hoa
bang nhitng khang thé dic hiéu cua dong té bao
nhu: t& bao biéu mo, té bao trung mo, té bao
limpho, té bao sac td, té bao than kinh noi tiét.
Néu thuc hién viéc nhudm héa mdé mién dich
trén cac khoi dich dugce hat ra tur khoang co thé
s& gitip thém mot phwong phap chan doan nhanh
chong, tién loi, dem lai két qua chan doan chinh
xac cho bénh nhan.

4.2. Y nghia cia dé tai

Dé tai duoc thuc hién chinh 1a giai phap thay
thé mot phﬁn céc chi dinh md sinh thiét chan doan,
vi tinh don gian, nhanh chéng, hiéu qua va dé su
dung trén thuc té.

4.3. Kién nghi, dé xuat

- Can thuc hién nhiéu hon chi dinh hat dich 1am
sinh thiét dich, c6 thé lam thudng quy trong chan
doan cac bénh tran dich khoang co thé trén cac
bénh nhan c6 bénh 1y khdi u - ung thu, nhim ting
thém s6 liéu nghién ctu, cling nhu tiép can thém
mot phuong phap chin doan bénh 1y dbi véi loai
bénh nay.
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