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OD Optical Density Đo mức độ hấp thụ quang 
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Hình 1.7.  Hoạt động độc lập và phụ thuộc của protein Otubain-1 [118] .................. 29 

Hình 2.1. Phân lập tế bào PBMC sử dụng Ficoll ........................................................ 55 

Hình 3.1. Mức độ biểu hiện gen của gen DUB ở bệnh nhân THCVC và nhóm chứng64 

Hình 3.2. Mức độ biểu hiện của các gen tín hiệu phân tử STAT ................................ 65 

Hình 3.3. Biểu hiện gen SHP1 và SHP2 trên bệnh nhân THCVC ............................. 65 

Hình 3.4. Biểu hiện gen Klotho, LAG3, CTLA4, PD1 trên bệnh nhân THCVC ........ 66 

Hình 3.5. Điểm đa hình JAK2V617F ở bệnh nhân THCVC và nhóm chứng ................ 67 
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nhân THCVC. .............................................................................................................79 
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MỞ ĐẦU 

Bệnh đa hồng cầu hay bệnh tăng hồng cầu vô căn (THCVC) là một trong những 

bệnh tăng sinh tủy dòng ác tính (Myeloproliferative neoplasms - MPNs) không xảy ra 

hiện tượng trao đổi đoạn trên nhiễm sắc thể Philadelphia, đặc trưng bởi sự biến đổi bất 

thường của các tế bào gốc tủy xương sinh máu, gây ra sự tăng sinh đột biến các tế bào 

máu như bạch cầu, hồng cầu và tiểu cầu, đặc biệt là sự gia tăng về số lượng hồng cầu. 

Lượng tế bào hồng cầu cao bất thường dẫn đến giảm tốc độ lưu thông trong mạch 

máu, tăng nguy cơ đông máu. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra đột biến V617F thuộc gen 

JAK2 (rs77375493) chịu trách nhiệm cho phần lớn số ca mắc phải căn bệnh trên và 

gây tăng khả năng phosphoryl hóa của JAK2. Hơn 90% trường hợp bệnh nhân đa hồng 

cầu có liên quan đến đột biến này. Nguyên nhân khác dẫn đến THCVC có thể là do 

biểu hiện bất thường của một số gen chức năng và gen tín hiệu ảnh hưởng đến hoạt 

động sinh học của các tế bào miễn dịch. Đến nay nguyên nhân của bệnh THCVC vẫn 

chưa được xác định rõ ràng cụ thể.  

Tế bào đơn nhân máu ngoại vi (PBMC- Peripheral blood mononuclear cells) 

bao gồm nhiều loại tế bào miễn dịch khác nhau như: tế bào lympho, tế bào NK, tế bào 

tua và bạch cầu đơn nhân. Tế bào PBMC có chức năng chuyên biệt cao, đóng vai trò 

quan trọng trong hệ miễn dịch giúp cơ thể chống lại những tác nhân bên ngoài và giữ 

cho cơ thể khỏe mạnh. Các nhà khoa học hiện nay đã nghiên cứu và sử dụng liệu pháp 

miễn dịch tế bào tua (TBT) cho điều trị một số bệnh ung thư như: ung thư tuyến mật, 

ung thư tuyến tụy, ung thư buồng trứng và ung thư phổi đã đạt được thành công nhất 

định. Liệu pháp tế bào diệt tự nhiên (NK-Natural killer cell) đang nổi lên như một lĩnh 

vực nghiên cứu đầy hứa hẹn, một số nhóm nghiên cứu đã xác nhận về thuốc kháng u 

hoạt động của tế bào NK ở bệnh nhân bạch cầu tủy cấp. Vai trò của tế bào T điều hòa 

cũng được nghiên cứu trong quá trình sinh bệnh và điều trị ung thư tuyến tiền liệt. 

Nhiều nghiên cứu đã báo cáo rằng hoạt động của tế bào T điều hòa có liên quan trực 

tiếp đến các bệnh khác nhau như nhiễm trùng mãn tính và ung thư. 

Nhóm gen mã hóa deubiquitinase (DUB) bao gồm các gen A20, Otubain-1, 

CYLD, Cezanne đóng vai trò quan trọng trong việc khử protein bằng cách phân cắt 

chuỗi polyubiquitin của chúng. Vai trò của nhóm gen DUB rất đa dạng, ngoài chức 

năng khử nó còn tham gia điều hòa sự phát triển của khối u và đóng vai trò quan trọng 

trong quá trình tạo máu, tạo hồng cầu và các bất thường liên quan. Chuột bất hoạt gen 
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A20 và CYLD làm tăng biểu hiện hoạt động các tín hiệu phân tử như NF-κB và STAT. 

Nghiên cứu về miễn dịch đã chỉ ra rằng, gen A20 và CYLD tham gia ngăn chặn phản 

ứng viêm và sự xâm nhập của bạch cầu tới vị trí viêm, do đó chúng liên quan đến sự 

phát triển các bệnh ung thư. Tương tự như gen A20 và CYLD, gen Cezanne ức chế tín 

hiệu NF-κB bằng cách liên kết chuỗi K63-polyubiquitin và sự bất hoạt Cezanne có liên 

quan đến sự tiến triển và tiên lượng xấu trong ung thư biểu mô tế bào gan. Cezanne 

cũng tham gia làm tăng sự tiến triển của khối u trong ung thư biểu mô vảy phổi và ung 

thư biểu mô tuyến. Gen Otubain-1 mã hóa cho protein khối u buồng trứng Otubain-1, 

protein này tham gia tách chuỗi ubiquitin từ phân tử TRAF (TNF Receptor-Associated 

Factors). Otubain-1 đóng vai trò quan trọng trong sự khởi đầu và phát triển ung thư. 

Gần đây, vai trò của Otubain-1 trong điều hòa một số con đường liên quan đến ung thư 

cũng bắt đầu được nghiên cứu rộng rãi. Một số nghiên cứu chứng minh rằng, Otubain-

1 tham gia vào điều hòa các quá trình apoptosis, kháng trị liệu, tăng sinh, di cư và xâm 

lấn ở một số loại ung thư. 

Đề tài sử dụng tế bào đơn nhân máu ngoại vi PBMC từ người tình nguyện hiến 

máu khỏe mạnh và bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn để xác định biểu hiện/ đa hình của 

nhóm gen DUB, kiểu hình miễn dịch và một số tín hiệu phân tử liên quan cùng với 

việc xác định chức năng của một số gen như gen Otubain-1 và gen A20 tham gia điều 

hòa hoạt động tế bào PBMC, từ đó góp phần hiểu biết hơn về ảnh hưởng của nhóm 

gen DUB trên, ứng dụng trong phối hợp chẩn đoán và điều trị bệnh THCVC và một số 

bệnh máu ác tính khác. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã chỉ ra rằng bệnh nhân THCVC có các gen 

DUB bao gồm gen A20, CYLD và biểu hiện bất hoạt và nồng độ các cytokines IL6, 

TNF- α tăng cao cũng như tăng số lượng tế bào CD25+ CD4 T, Th1 và tế bào T điều 

hòa trong máu tuần hoàn. Phân tích di truyền của gen CYLD đã xác định được 11 SNP, 

trong đó có SNP p.W736G chưa được biết đến trước đó, SNP này thuộc exon 15 và có 

nhiều khả năng gây bệnh. Kết quả của nghiên cứu đóng góp quan trọng hiểu biết thêm 

về thành phần của tế bào miễn dịch thay đổi trong máu tuần hoàn của bệnh nhân 

THCVC, đặc biệt là số lượng tế bào T điều hòa tăng cao là một bất lợi cho đáp ứng 

miễn dịch của bệnh nhân. Sự thay đổi thành phần các loại tế bào miễn dịch, có thể là 

kết quả từ ảnh hưởng không nhỏ của các gen chức năng điều hòa hoạt động tế bào 

miễn dịch như gen A20, CYLD và Cezanne khi biểu hiện của chúng thấp hơn so với 
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bình thường. Những gen này tham gia ức chế phản ứng viêm và ngăn chặn hoạt động 

quá mức của tế bào miễn dịch. Vì thế, biểu hiện của những gen này bị bất hoạt có thể 

là một trong những nguyên nhân gây ra số lượng tăng của các loại tế bào CD4 T, Th1 

và T điều hòa trong máu tuần hoàn bệnh nhân. Dựa vào kết quả nghiên cứu này, chúng 

tôi có cơ sở khoa học để có những nghiên cứu sâu hơn về cơ chế điều hòa của các gen 

DUB, đặc biệt là gen CYLD, đến hoạt động hệ miễn dịch của bệnh nhân THCVC, từ 

đó có thể tiến tới nghiên cứu ứng dụng trong điều trị kết hợp với điều trị gen đích bệnh 

nhân THCVC. 

Luận án được thực hiện với các mục tiêu như sau:  

1. Xác định được mức độ biểu hiện mRNA/đa hình của một số gen mã hóa 

deubiquitinase, gen tín hiệu liên quan và kiểu hình miễn dịch trên bệnh nhân THCVC 

và người khỏe mạnh. 

2. Xác định được vai trò của gen A20 và Otubain-1 điều hòa chức năng sinh 

học tế bào PBMC bao gồm sự thuần thục, sự biệt hóa và sự chết apoptosis. 

Nội dung nghiên cứu của luận án: 

Đối tượng nghiên cứu là 77 bệnh nhân THCVC và 55 mẫu người khỏe mạnh, 

sử dụng phương pháp real-time PCR xác định mức độ biểu hiện gen thuộc nhóm DUB 

bao gồm (A20, Otubain-1, Otubain-2, CYLD, Cezanne), gen kiểm soát miễn dịch 

(Klotho, LAG3, CTLA4 và PD1) và gen tín hiệu phân tử liên quan SHP-1, SHP-2, IkB-

α, STAT-1, STAT-3, STAT-5, STAT-6. Một số gen DUB được xác định có biểu hiện bất 

thường được kiểm tra lại bằng phương pháp giải trình tự Sanger nhằm xác định các đa 

hình/biến thể gen trên bệnh nhân THCVC. Phân tích kiểu hình miễn dịch của bệnh 

nhân THCVC bằng cách sử dụng phương pháp đếm tế bào dòng chảy và ELISA. 

Tế bào PBMC được phân lập bằng phương pháp ly tâm tỷ trọng Ficoll từ 150ml 

mẫu máu của người tình nguyện hiến máu. Xử lý tế bào PBMC với siRNA-A20 và 

siRNA-Otubain-1 để bất hoạt 2 gen A20 và Otubain-1, từ đó xác định vai trò của hai 

gen này điều hòa chức năng sinh học của tế bào PBMC bao gồm sự thuần thục, sự biệt 

hóa, tiết cytokine, di cư và sự chết apoptosis và các tín hiệu phân tử liên quan. Tế bào 

sau khi xử lý được tách RNA và chuyển cDNA sau đó tiến hành kiểm tra mức độ biểu 

hiện của các gen tín hiệu phân tử liên quan bao gồm (SHP-1, SHP-2, IkB-α, STAT-1, 

STAT-3, STAT-5, STAT-6). Dịch huyền phù thu được dùng để kiểm tra nồng độ các 

cytokine bằng phương pháp ELISA. Hoạt động sinh lý của tế bào PBMC thay đổi dưới 
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ảnh hưởng bất hoạt của gen A20 và Otubain-1 được phân tích bằng cách sử dụng 

phương pháp đếm tế bào dòng chảy. 

Những đóng góp mới của luận án: 

Bệnh nhân THCVC có hai SNP p.W736G, c.2483 + 6 T>G thuộc gen CYLD 

được dự đoán là có khả năng liên quan đến bệnh. Đặc biệt, bệnh nhân THCVC mang 

SNP p.W736G có nhiều SNP trong CYLD, nhưng không có SNP trong gen A20 hoặc 

Cezanne.  

Bệnh nhân THCVC có biểu hiện bất hoạt các gen A20, CYLD, Cezanne và 

Klotho; nồng độ IL-6 và TNF-α tăng cao; số lượng tế bào T hoạt hóa CD25+CD4; tế 

bào Th1 và tế bào T điều hòa tăng lên đáng kể so với người khỏe. 

Gen A20 ức chế hoạt động của tế bào T, B và tủy bào (CD11b+CD40+, 

CD3+CD25+ và CD19+CD25+), sự tiết TNF-α, IL-1β và sự di chuyển của tế bào 

PBMC. Gen Otubain-1 ức chế hoạt động của tế bào NK (CD56+ CD44+) và biểu hiện 

của gen tín hiệu SHP1 và STAT6. 
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CHƯƠNG 1: TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

 1.1 Giới thiệu về bệnh tăng hồng cầu vô căn 

1.1.1 Khái quát bệnh tăng hồng cầu vô căn 

Bệnh tăng hồng cầu vô căn (Polycythaemia vera- PV) là bệnh ung thư máu 

thuộc nhóm bệnh tăng sinh tủy ác tính (Myeloproliferative neoplasms- MPNs), đặc 

trưng bởi sự tăng sinh quá mức các tế bào dòng tủy trưởng thành và chưa trưởng 

thành. Sự tăng sinh quá mức các tế bào dòng tủy dẫn tới sự tăng sinh vượt mức của các 

tế bào máu bao gồm: hồng cầu, bạch cầu và tiểu cầu. Theo Tổ chức Y tế Thế giới 

(WHO) bệnh tăng sinh tủy được phân làm 6 loại bệnh bao gồm: bệnh đa hồng cầu hay 

còn gọi là bệnh THCVC, tăng tiểu cầu tiền phát (essential thrombocythaemia- ET) và 

xơ tủy nguyên phát (primary myelofibrosis- PM) được phân loại cùng với bệnh bạch 

cầu dòng tủy mạn tính (chronic myelogenous leukaemia- CML), bạch cầu mạn dòng 

bạch cầu trung tính và bạch cầu mạn dòng bạch cầu ái toan (chronic neutrophilic 

leukaemia- CNL) [1]. Tăng sinh tủy là nhóm bệnh phát triển chậm trong đó mỗi loại 

bệnh trong nhóm đều ảnh hưởng tới nhiều loại tế bào máu khác nhau. Ba trong số các 

bệnh tăng sinh tủy bao gồm THCVC, tăng tiểu cầu nguyên phát và xơ tủy nguyên phát 

có đặc điểm chung là không chứa nhiễm sắc thể Philadelphia (Ph) là nhiễm sắc thể số 

22 có chứa tổ hợp gen BCR-ABL1 [2].  

 

Hình 1.1. Tế bào ác tính trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn  

(https://www.slideshare.net/rumanahameed1/polycythemia-vera-rumana) 

Bệnh THCVC là bệnh phổ biến nhất trong nhóm bệnh tăng sinh tủy với đặc 

điểm là sự tăng lên bất thường của số lượng tế bào hồng cầu (Hình 1.1). Đây là bệnh 
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phát sinh trong quá trình rối loạn hình thành tế bào gốc tạo máu, tuy nhiên ban đầu 

bệnh có thể có những biểu hiện như tăng hồng cầu, tăng bạch cầu và tăng tiểu cầu hay 

sự kết hợp của các triệu chứng trên với lách to hay xơ tủy nguyên phát [3]. Tại Hoa 

Kỳ, báo cáo dịch tễ năm 2014 cho thấy có 148.000 người đang mắc bệnh THCVC với 

tỷ lệ rơi vào khoảng 2,5-10 người/ 100.000 [2]. Bệnh THCVC là bệnh có tỷ lệ mắc và 

sống sót sau 5 năm phụ thuộc vào độ tuổi. Ở Châu Âu, số liệu thống kê từ những năm 

1995 đến 2002 cho thấy, tỷ lệ sống sau 5 năm của THCVC là 84,8% (81,5–87,5%) và 

tỷ lệ sống sót tương đối giảm xuống còn 79,4% ở những người 70 tuổi [4]. Đến thời 

điểm hiện tại các nhà khoa học vẫn chưa có sự đồng thuận trong chẩn đoán và điều trị 

chứng bệnh THCVC [5].  

1.1.2 Một số nghiên cứu về kiểu hình miễn dịch trên bệnh tăng hồng cầu vô căn 

Bệnh THCVC được đặc trưng bởi sự dư thừa hồng cầu và sự tham gia chủ yếu 

của dòng hồng cầu với sự tăng sinh ấy có thể thay đổi các dòng megakaryocytic hoặc 

bạch cầu hạt [6]. Năm 2015, nghiên cứu trên 20 bệnh nhân dương tính với 

JAK2V617F trong đó 14 bệnh nhân mắc bệnh THCVC và 6 bệnh nhân mắc bệch 

tăng tiểu cầu tiền phát (ET) đã chỉ ra rằng, interferon-α thay đổi rõ rệt số lượng 

tế bào T điều hòa (CD4+ CD25+ Foxp3+), tế bào NK và tế bào DC [7]. Nghiên 

cứu khác chỉ ra rằng tỷ lệ tế bào NK tăng lên ở bệnh nhân THCVC so với nhóm 

khỏe mạnh, mặc dù khả năng gây độc tế bào của tế bào NK ở bệnh nhân 

THCVC so với người khỏe mạnh là tương tự nhau [8]. Bệnh nhân THCVC có số 

lượng tăng các tế bào T CD8+ nhớ cùng với sự biểu hiện của phân tử MHC-1 

trên bề mặt tế bào giảm đi, chính vì thế khả năng tiêu diệt tế bào ung thư bị giảm 

đi đáng kể [9]. 

Đột biến JAK2V617F được phát hiện trong tất cả các tế bào dòng tủy và một 

số ít tế bào dòng lympho. Điều này đã đặt ra câu hỏi cho các nghiên cứu trên 

bệnh THCVC rằng liệu đột biến này có tần suất xảy ra khác biệt trên tế bào 

dòng lympho và dòng tủy hay không? Nghiên cứu về sự hiện diện của đột biến 

JAK2V617F trong các tế bào máu ngoại vi từ bệnh THCVC đã phát hiện ra rằng 

đột biến JAK2V617F trong tế bào B và NK xảy ra ở một số ít bệnh nhân mắc bệnh 

THCVC. Bên cạnh đó, đột biến JAK2V617F cũng được phát hiện trong tất cả các 
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tế bào T có nguồn gốc từ tế bào CD34+ bệnh THCVC [10]. Ngoài ra, nghiên cứu 

trên tế bào NK từ chuột đột biến JAK2V617F đã chỉ ra rằng, tế bào NK trên chuột 

đột biến có khả năng tăng sinh và hoạt hóa thấp hơn so với tế bào NK kiểu dại. 

Ngoài ra, tế bào NK từ chuột đột biến JAK2V617F thiếu khả năng điều hòa miễn 

dịch, do đó hoạt động của hệ miễn dịch trong những con chuột này không bình 

thường [11]. 

Tiếp đó, sự thay đổi biểu hiện một số gen như gen CASP2, CASP3, 

DAPK1, ALG2 của tế bào CD34+ từ tủy xương của bệnh nhân THCVC đã được 

chỉ ra liên quan đến sự phát triển ác tính của tế bào gốc tạo máu trong  bệnh 

THCVC. Trong số các gen thay đổi biểu hiện, gen quy định các yếu tố tăng 

trưởng kích thích xơ hóa (TGF-β1, TGF-β2, BMP-2 và VEGF) được biểu hiện ở 

mức cao hơn đáng kể trong các tế bào CD34+  trong bệnh THCVC [12]. 

1.1.3 Một số nghiên cứu về đột biến gen trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

Nhiều nghiên cứu ở cấp độ phân tử trên những bệnh nhân THCVC để có thể 

hiểu thêm về cơ chế bệnh sinh, từ đó tìm ra được phương pháp trị liệu phù hợp. 

Nghiên cứu ở cấp độ phân tử đã cho thấy một số kết quả về các đột biến gen xuất hiện 

trong bệnh THCVC. Hầu hết các bệnh nhân THCVC đều cho thấy sự xuất hiện của đột 

biến trên gen JAK2 và đó chính là đột biến JAK2 V617F  [13]. Đột biến JAK2 V617F  được 

coi là một marker cho việc chẩn đoán và điều trị bệnh THCVC. Kiểm tra đột biến 

JAK2 V617F  được cho là cần thiết cho việc xác định và chẩn đoán sớm từ giai đoạn 1 

của bệnh THCVC. Năm 2003 Bench và cộng sự đã đưa ra hướng dẫn riêng cho việc 

chẩn đoán chứng THCVC bằng việc xét nghiệm đột biến JAK2 V617F [14].  

Ngoài đột biến JAK2 V617F, ở những bệnh nhân THCVC trên gen JAK2 cũng 

nhận thấy xuất hiện đột biến trên exon số 12. Không giống như đột JAK2 V617F  xuất 

hiện ở hầu hết các bệnh nhân THCVC, đột biến trên exon số 12 của gen này chỉ nhận 

thấy ở 2% đến 3% các bệnh nhân THCVC. Tuy nhiên so với đột biến JAK2 V617F, đột 

biến trên exon 12 của gen JAK2 có xu hướng trẻ hơn với nồng độ hemoglobin cao hơn, 

số lượng bạch cầu và tiểu cầu thấp hơn cùng với sự gia tăng hồng cầu mà không có bất 

thường về hình thái bạch cầu hạt [15].  
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Bên cạnh đột biến trên gen JAK2, các đột biến trên gen Calretaculin (CALR) 

cũng được nghiên cứu và báo cáo ở trên những bệnh nhân THCVC. Gen CALR có kích 

thước 4,2 kb nằm ở vị trí chromosome 19p13.2 và chứa 9 exon. Nghiên cứu trên đối 

tượng là chuột cho thấy, chuột bị loại bỏ CALR thường chết trước khi được sinh ra. 

Chuột mất gen CALR sẽ bị suy tim hoặc tim chậm phát triển. Bên cạnh đó, nếu gen 

CALR biểu hiện quá mức cũng dẫn tới sự khiếm khuyết về tim sau khi sinh [16]. 

CALR có vai trò quan trọng và được cho là tham gia vào quá trình cân bằng Ca2+ nội 

môi, giúp phân giải các protein được sản xuất lỗi, bám dính tế bào, đáp ứng miễn dịch 

ung thư và thực bào. Bất thường của biểu hiện CALR đã được báo cáo trong các bệnh 

ung thư khác nhau [17]. Nghiên cứu của Misa Imai và cộng sự năm 2013 đã báo cáo 

đột biến CARL mới (mất và chèn ở exon 9) và JAK2 ở bệnh tăng tiểu cầu nguyên phát. 

Trong tăng tiểu cầu nguyên phát, đột biến gen CALR có mức độ huyết sắc tố thấp hơn, 

số lượng bạch cầu thấp hơn, số lượng tiểu cầu cao hơn và khả năng sống sót tốt hơn so 

với đột biến trên gen JAK2 [18]. Cho đến nay, tất cả các đột biến CARL được tìm thấy 

trong tăng sinh tủy đều liên quan đến exon 9. Đột biến gen CALR hiếm khi xuất hiện ở 

bệnh THCVC còn đột biến gen MPL thì gần như không có.  

Kể từ khi được miêu tả vào năm 1892 đến nay, hơn 125 năm đã qua nhưng 

nguyên nhân về bệnh tăng hồng cầu vô căn vẫn chưa hoàn toàn được sáng tỏ [19]. 

Bệnh THCVC được cho rằng xuất hiện do sự rối loạn trong quá trình hình thành các tế 

bào máu. Nhiều nghiên cứu đã được thực hiện để tìm ra cơ chế hình thành bệnh 

THCVC. Kết quả của nhiều nghiên cứu đưa ra cho thấy đột biến của gen JAK là một 

trong những nguyên nhân dẫn tới THCVC. Đột biến gen JAK2-V617F gây tăng khả 

năng phosphoryl hóa của JAK2, dẫn tới tăng sinh quá mức của các tế bào dòng tủy 

[20]. Trên 90% người mắc bệnh đa hồng cầu nguyên phát đều có đột biến này. Nghiên 

cứu di truyền tế bào và đột biến gen JAK2 cho thấy các bất thường về di truyền tế bào 

trong THCVC không phải là biểu hiện đặc hiệu khi chưa tới 25% số bệnh nhân có bất 

thường về di truyền tế bào [20].  

 Sự bất thường trong kiểu nhân (karyotypic) thường gặp nhất ở những bệnh 

nhân mắc THCVC là mất đoạn 20q, trisomies 8 và 9, tuy nhiên tỷ lệ phát hiện gần như 

không đáng kể khi đánh giá bằng kỹ thuật sử dụng lai huỳnh quang tại chỗ (FISH- 

Fluorescence in situ hybridization). Tương tự, các nghiên cứu dựa trên kỹ thuật FISH 
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trong các tế bào tủy xương từ những bệnh nhân THCVC, với karyotype bình thường 

không cho thấy sự mất đoạn liên quan đến vùng nhiễm sắc thể 20q11 khi quan sát dưới 

kính hiển vi [21]. Nhiễm sắc thể 9p24 chứa gen JAK2, gần đây đã được chứng minh là 

mang đột biến điểm V617F soma ở exon 14 xuất hiện trong phần lớn bệnh nhân mắc 

bệnh THCVC [22].  

 

Hình 1.2. Quá trình truyền tín hiệu của protein JAK2 [23] 

JAK (Janus kinases) là một họ protein truyền tín hiệu nội bào bao gồm bốn 

thành viên: JAK1, JAK2, JAK3 và Tyk2. JAK được kích hoạt khi xảy ra sự gắn của 

phối tử với các thụ thể trung gian. Thông qua quá trình gắn của phối tử và thụ thể này 

làm thay đổi cấu trúc không gian của thụ thể truyền tin, hai protein JAK tiếp tục được 

đưa đến gần nhau, cho phép phosphoryl hóa giữa hai protein JAK và hoạt hóa phân tử 

JAK. Các protein JAK được kích hoạt sau đó phosphoryl hóa các mục tiêu bổ sung, 

bao gồm cả các thụ thể và các protein STAT (Signal Transducer and Activator of 

Transcription) là protein hoạt hóa phiên mã (Hình 1.2). Các protein JAK ảnh hưởng 

đến việc sản xuất máu từ các tế bào sinh máu tủy xương thông qua việc truyền tín hiệu 

nội bào. Hoạt động của protein JAK tham gia vào kiểm soát số lượng tế bào hồng cầu, 

bạch cầu và tiểu cầu được sản sinh trong quá trình tạo máu. Khi protein JAK hoạt hóa 

quá mức dẫn tới truyền tín hiệu quá mức ở tủy xương gây ra việc tăng sản xuất tế bào 

máu bất thường. Quá trình này được gọi là hiện tượng “JAK truyền tín hiệu hoạt hóa 

quá mức”. Nguyên nhân của việc JAK hoạt hóa quá mức trong bệnh THCVC chưa 
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được hiểu rõ tuy nhiên nhận thấy rằng trong hầu hết các bệnh nhân THCVC có sự xuất 

hiện của đột biến JAK2V617F  [24]. 

1.2 Tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

1.2.1 Khái niệm và đặc điểm sinh học của tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

Máu là hỗn hợp lỏng bao gồm huyết tương, các tế bào máu và các protein. Phần 

huyết tương chiếm một nửa thể tích máu còn lại là huyết bào. Huyết bào bao gồm các 

tế bào hồng cầu (red blood cell- RBC) có chức năng mang và vận chuyển oxy tới các 

mô, tiểu cầu đóng vai trò quan trọng trong quá trình đông máu, các tế bào PBMC và 

bạch cầu hạt đóng vai trò quan trọng trong hệ miễn dịch của cơ thể chống lại những 

tác nhân bên ngoài. PBMC là một hỗn hợp đa dạng của các tế bào miễn dịch với chức 

năng chuyên biệt cao. PBMC đóng vai trò chính trong hệ miễn dịch của cơ thể hay là 

thành phần không thể thiếu trong việc bảo vệ cơ thể. Theo một cách hiểu khác, PBMC 

là các tế bào máu có nhân tròn là một quần thể tế bào lympho (tế bào T, tế bào B và tế 

bào NK) không đồng nhất với số lượng khác nhau, tế bào tua (TBT) và tế bào đơn 

nhân tùy thuộc vào từng cá thể riêng biệt. 

 Các PBMC bắt nguồn từ các tế bào gốc tạo máu (hematopoietic stem cell-

HSC) cư trú trong tủy xương. Từ tế bào HSC hình thành nên tất cả các tế bào máu của 

hệ thống miễn dịch thông qua quá trình tạo máu. Khi các tế bào HSC biệt hóa thông 

qua quá trình tạo máu, chúng tạo ra các tế bào dòng tủy (bạch cầu đơn nhân, đại thực 

bào, bạch cầu hạt, tế bào B, tế bào NK). Những tế bào dòng tủy này là thành phần 

quan trọng trong hệ thống miễn dịch bẩm sinh và thích ứng của cơ thể, bảo vệ cơ thể 

chống lại các tác nhân truyền nhiễm như việc nhiễm virus, vi khuẩn và ký sinh trùng 

hay bảo vệ cơ thể khỏi sự tác động phá hủy các tế bào khối u hay các chất lạ có độc 

đối với cơ thể. PBMC được đặc trưng cho từng cá thể, trong mỗi cá thể khác nhau thì 

đều có tần số tế bào khác nhau giữa các cá thể nhưng trung bình hầu hết các PBMC 

chiếm phần lớn là các tế bào lympho (70-90%) [25]. Dưới đây là sơ đồ các nhóm tế 

bào máu và tế bào máu ngoại vi.  
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Hình 1.3. Các nhóm tế bào máu và tế bào máu ngoại vi [29] 

Tế bào lympho là nhóm tế bào miễn dịch quan trọng, đóng vai trò thiết yếu 

trong các phản ứng miễn dịch qua trung gian tế bào và dịch thể. Hoạt động miễn dịch 

của tế bào lympho chủ yếu liên quan đến việc kích hoạt các tế bào miễn dịch T và B. 

Trong quần thể tế bào lympho, các tế bào T CD3+ là nhóm những tế bào quan trọng 

nhất với số lượng tế bào chiếm phần lớn (45-70%). Hầu hết các tế bào T tồn tại dưới 

dạng các tế bào T nghỉ ngơi, các tế bào T ‘non’ là các tế bào T chưa được kích hoạt 

bởi một kháng nguyên nào hoặc như các tế bào T nhớ. Các tế bào T non được kích 

hoạt thông qua việc nhận dạng kháng nguyên từ tế bào trình diện kháng nguyên. Tế 

bào T sau kích hoạt chỉ chiếm một lượng nhỏ trong tổng số các tế bào T ở các cá thể 

khỏe mạnh. Sau khi được kích hoạt chuyển sang trạng thái hoạt động, các tế bào T 

khởi động phản ứng miễn dịch thông qua trung gian tế bào để nhắm vào các kháng 

nguyên nằm trong một tế bào bị nhiễm bệnh hoặc bị bệnh. Qua quá trình hoạt hóa tế 

bào, tế bào lympho T thực hiện chức năng bảo vệ cơ thể trước các tác động của môi 

trường ngoài và trong cơ thể [25]. 

Tế bào diệt tự nhiên (Natural Killer- NK) là nhóm những tế bào chiếm một 

phần nhỏ trong quần thể các tế bào lympho (5-10%). Đây là một thành phần không thể 

thiếu trong hệ thống miễn dịch bẩm sinh của cơ thể, hệ thống phòng thủ tuyến đầu 

chống lại các tác nhân gây bệnh của cơ thể. Những tế bào này thực hiện chức năng của 
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mình như một “yếu tố hiệu quả” của chính chúng mà không cần kháng nguyên. Những 

tế bào NK là tế bào đóng vai trò lớn trong bảo vệ cơ thể chống lại hoạt động của khối 

u [25].   

  Một phần nhỏ của các PBMC là các TBT, nhóm tế bào này chỉ chiếm từ 1-2% 

trong tổng số lượng các PBMC. Tuy chiếm số lượng nhỏ nhưng nhóm tế bào này có 

vai trò quan trọng trong quá trình kết nối giữa hệ thống miễn dịch bẩm sinh và hệ 

thống miễn dịch thích ứng. Các TBT là những tế bào trình diện kháng nguyên cao, có 

khả năng thực bào các kháng nguyên và trình diện các mảnh của kháng nguyên cho 

các tế bào của hệ thống miễn dịch thích nghi, dẫn tới sự kích hoạt của các tế bào T và 

tế bào B [25]. 

Thành phần cuối cùng trong các PBMC là các tế bào HSC. Đây là nhóm tế bào 

có tầm quan trọng lớn, các tế bào HSC nằm trong máu và tủy xương có vai trò tạo ra 

tất cả các tế bào máu, bao gồm: hồng cầu, tiểu cầu, tế bào lympho, bạch cầu đơn nhân 

và bạch cầu hạt. Tuy có vai trò quan trọng như vậy nhưng quần thể tế bào hiếm này 

chỉ chiếm một lượng rất nhỏ (0,1%- 0,2%) trong tổng lượng PBMC. Tỷ lệ nhỏ của 

dòng tế bào này trong các PBMC khiến chúng khó có thể phân lập được từ các mẫu 

máu toàn phần. Kích thích các tác nhân huy động, ví dụ như yếu tố kích thích bạch cầu 

hạt (Granulocyte colony-stimulating factor, GCSF) hoặc Plerixafor, có thể làm tăng số 

lượng tế bào CD34+ lên 0,5% làm xuất hiện lượng lớn các tế bào hiếm này (Hình 1.4) 

[26]. 
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Hình 1.4. Quá trình trưởng thành và biệt hóa của tế bào gốc tạo máu [26] 

Tế bào gốc tạo máu (HSC) là tế bào có thể sinh trưởng và phát triển thành nhiều 

loại tế bào máu khác nhau bao gồm bạch cầu, hồng cầu và tiểu cầu. Tế bào gốc tạo 

máu có khả năng biệt hóa thành các loại tế bào máu khác nhau tế bào hống cầu có 

chức năng vận chuyển oxy, tiểu cầu để chống chảy máu và bạch cầu để tạo miễn dịch 

bảo vệ cơ thể. Tế bào HSC được biệt hóa thành các tế bào dòng tủy và lymphoid. Tế 

bào dòng tuỷ và dòng lymphoid đều tham gia vào quá trình hình thành TBT [26]. 

1.2.2 Chức năng của tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

Mỗi nhóm tế bào trong PBMC đều mang một chức năng khác nhau và vai trò 

khác nhau đối với cơ thể. Tuy vậy chúng thường xuyên hỗ trợ, bổ trợ cho nhau để có 

thể bảo vệ cơ thể toàn vẹn nhất với các chức năng và vai trò của mình. PBMC khi tiếp 

xúc với kháng nguyên, nhóm các tế bào làm nhiệm vụ thực bào như TBT hay đại thực 

bào sẽ trình diện kháng nguyên ra bề mặt. Sau khi các tế bào trình diện kháng nguyên, 

các tế bào T và B đặc hiệu sẽ được huy động thông qua việc sản xuất các yếu tố viêm 

hay phân tử truyền tín hiệu đặc hiệu (các cytokine, chemokine). Qua đó hỗ trợ điều 

hòa các phản ứng miễn dịch, bao gồm cả miễn dịch tự nhiên và miễn dịch đáp ứng của 

cơ thể.  



14 

 

Các tế bào B bảo vệ cơ thể bằng việc tiết ra các kháng thể đặc hiệu để trung hòa 

mầm bệnh. Trong khi nhóm các tế bào T gồm các tế bào T trợ giúp (T-CD4+, còn được 

gọi là Th-T helper) và các tế bào T gây độc (CD8+) bảo vệ cơ thể bằng việc thực hiện 

các chức năng đáp ứng miễn dịch đặc hiệu qua trung gian tế bào. Hệ thống miễn dịch 

ở da hay niêm mạc ruột là những điểm cần phải liên tục cân bằng giữa phản ứng phòng 

vệ và dung nạp. Sự cân bằng dựa trên việc lựa chọn hoạt hóa các tế bào T đáp ứng để 

tăng cường sự phòng vệ chống lại các tác nhân gây bệnh, hoặc thúc đẩy sự biệt hóa 

thành các loại tế bào T điều hòa khác nhau để tạo ra khả năng dung nạp. Các cơ chế 

cho phép dung nạp phải bảo vệ cơ thể khỏi phản ứng viêm quá mức trong quá trình 

nhiễm trùng, hoặc giúp tái cân bằng lại hệ thống miễn dịch khi bị rối loạn. Vì thế, các 

tế bào miễn dịch bẩm sinh sẽ cần phải liên tục nhận diện và xác định các yếu tố lạ 

bằng cách sử dụng các marker bề mặt đặc hiệu [27]. 

PBMC bao gồm các tế bào quan trọng của hệ thống miễn dịch, do đó hầu hết 

các nghiên cứu cận lâm sàng và lâm sàng đều sử dụng PBMC trong các lĩnh vực liên 

quan đến miễn dịch, độc tính, bệnh truyền nhiễm, bệnh huyết học, khối u ác tính, phát 

triển vắc-xin, liệu pháp cấy ghép. Phần lớn, các nghiên cứu PBMC trong ống nghiệm 

cung cấp nhiều thông tin liên quan đến chức năng tế bào, nhận dạng dấu ấn sinh học 

và mô hình bệnh [28]. Các nghiên cứu khác in vivo thông qua việc sử dụng chuột 

NUDE/SCID để tạo ra mô hình chuột bị suy giảm miễn dịch, từ đó cho phép nghiên 

cứu hệ thống miễn dịch của con người và phản ứng của nó với mầm bệnh, độc tố hoặc 

các loại bệnh ung thư [29]. 

1.2.3 Các marker sinh học liên quan đến quá trình apoptosis 

Annexin V là một thành viên của họ protein nội bào gắn với phosphatidyl 

serine (PS) trên bề mặt tế bào theo cách phụ thuộc vào canxi. Thông thường PS chỉ 

được tìm thấy ở bên trong màng của tế bào khoẻ. Khi tế bào bị tổn thương ở giai đoạn 

sớm, màng tế bào bị mất đi tính đối xứng và PS chuyển vị trí ra ngoài bề mặt tế bào. 

PS có thể tương tác với kháng thể Annexin V nên kháng thể này được dùng để xác 

định số lượng tế bào biểu hiện PS [30].  

Caspase-3 là protein được mã hoá bởi gen CASP3, là thành viên của nhóm 

protease cysteine-aspartic acid tham gia vào quá trình phân mảnh DNA [31]. Hoạt 
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động của caspase-3 tác động tiêu cực tới ty thể làm mất điện màng sinh học ty thể, 

không cung cấp đủ năng lượng cho tế bào dẫn tới sự hoại tử của tế bào. Nghiên cứu 

này phân tích số lượng tế bào dương tính với kháng thể huỳnh quang caspase-3 bằng kỹ 

thuật flow cytometry. Dựa vào mật độ tế bào phát huỳnh quang, từ đó xác định được 

phần trăm số tế bào biểu hiện hoạt động caspase-3. Qua đó xác định được lượng tế bào bị 

hoại tử. 

Propidium iodide (PI) là hóa chất nhuộm tế bào và axit nucleic nhưng không 

thể thấm qua màng tế bào sống. PI chỉ có thể thấm qua màng tế bào đã chết hoặc tế 

bào đang ở giai đoạn cuối của apoptosis. Chính vì vậy nhân của tế bào chết hoặc giai 

đoạn cuối trong chu trình apoptosis sẽ có nhân được nhuộm bởi PI. Thuốc nhuộm PI 

gắn với sợi đôi ADN bằng cách xen vào các cặp bazơ nitơ. PI được kích thích ở bước 

sóng 488 nm và phát ra ánh sáng huỳnh quang với một bước chuyển tương đối lớn và 

phát bước sóng cực đại ở 617 nm. Bởi vì đặc tính của phổ hấp thụ phát xạ này, thuốc 

nhuộm PI có thể được sử dụng kết hợp với các chất huỳnh quang khác được kích thích 

ở bước sóng 488 nm như fluorescein isothiocyanate (FITC) và phycoerythrin (PE). Do 

mang đặc tính như trên nên thuốc nhuộm propidium iodide được ứng dụng nhiều trong 

nghiên cứu tỷ lệ sống chết tế bào sử dụng máy flow cytometry, kính hiển vi huỳnh 

quang hoặc kính laser quét [32].  

1.2.4 Một số gen kiểm soát miễn dịch 

Miễn dịch là khả năng của cơ thể nhận biết, đáp ứng và loại bỏ các yếu tố lạ 

(kháng nguyên) gây hại có nguy cơ xâm nhập vào cơ thể. Gen kiểm soát miễn dịch là 

các chất điều hòa của hệ miễn dịch và có vai trò quan trọng có thể tự dung nạp miễn 

dịch, ngăn cản hệ miễn dịch tấn công các tế bào một cách không kiểm soát. Các phân 

tử của điểm kiểm soát miễn dịch là mục tiêu của liệu pháp điều trị miễn dịch ung thư 

do công dụng tiềm năng của chúng trong nhiều loại ung thư. Có nhiều nghiên cứu về 

đa hình và biểu hiện gen có chức năng điều hòa hoạt động hệ miễn dịch trên bệnh nhân 

ung thư. Một trong những gen được nghiên cứu rộng rãi là gen Klotho [33]. Gen này 

có vai trò quan trọng ngăn chặn lão hóa, phản ứng viêm và ung thư. Bên cạnh đó, các 

gen kiểm soát miễn dịch hiện đang được nghiên cứu và sử dụng trong chẩn đoán và 

điều trị đó là CTLA4, PD1 và LAG3. Các gen này là những thụ thể kiểm soát miễn 

http://bimetech.vn/may-flow-cytometry.html
http://bimetech.vn/kinh-hien-vi-huynh-quang.html
http://bimetech.vn/kinh-hien-vi-huynh-quang.html
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dịch nằm trên bề mặt của tế bào T và có vai trò điều hòa ngược phản ứng miễn dịch 

(Hình 1.5) [34].  

 

Hình 1.5. Các điểm thụ thể kiểm tra miễn dịch và phối tử tương ứng của chúng [38] 

CTLA4, PD1 và LAG3 là ba gen biểu hiện với mật độ cao trên tế bào T, điều 

hòa và đóng vai trò cảm ứng hoạt hóa tế bào này, vì thế biểu hiện của chúng tăng cao 

bất thường gây ra sự cạn kiệt về số lượng và chất lượng của tế bào T hỗ trợ, đồng thời 

kích hoạt tế bào T điều hòa tăng sinh và hoạt hóa với số lượng lớn và tế bào T hỗ trợ 

17 (Th17) tới vị trí khối u tạo ra hệ miễn dịch đối kháng và ức chế sự phát triển của 

các loại tế bào T gây độc và tế bào NK [35].  

Điều trị bệnh THCVC bao gồm điều trị hóa trị có kết hợp với sử dụng thuốc ức 

chế các điểm kiểm soát miễn dịch này làm tăng hiệu quả điều trị bệnh rõ rệt [35]. Tế 

bào PBMC được tách ra từ máu ngoại vi của bệnh nhân THCVC chiếm một lượng lớn 

các tế bào T, kiểm tra mức độ biểu hiện các gen kiểm soát miễn dịch, xác định được 

mật độ tế bào T, từ đó đánh giá được vai trò cảm ứng và biểu hiện của loại tế bào này 

trên bệnh nhân THCVC. 

1.2.4.1. Gen Klotho (KL) 

 Klotho được Kuro-o và cộng sự xác định vào năm 1997 thông qua một đột biến 

tự phát của vùng khởi động α-Klotho. Vị trí của gen Klotho nằm trên nhiễm sắc thể 12 

ở chuột và trên nhiễm sắc thể 13 ở người [36]. Gen Klotho mã hóa protein α-Klotho và 

đây là một protein xuyên màng được tìm thấy chủ yếu trong thận và tuyến cận giáp. 

Klotho có vai trò quan trọng ngăn chặn quá trình lão hóa ở người và động vật nên nó 
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được xem như một trong những yếu tố quyết định tuổi thọ [37]. Nhiều nghiên cứu đã 

cho thấy, chuột bị tách Klotho có biểu hiện kiểu hình già trước tuổi, trong khi nếu tăng 

cường biểu hiện gen Klotho thì những con chuột này lại sống lâu hơn so với bình 

thường [38]. Mức độ biểu hiện của gen Klotho giảm xuống đáng kể ở những người 

già, nhưng không có sự khác biệt về giới tính [39]. Nghiên cứu di truyền đã chỉ ra tình 

trạng methyl hoá DNA là nguyên nhân chính dẫn đến biểu hiện gen Klotho giảm 

xuống [40].  

Việc phát hiện ra gen α-Klotho đã tạo ra sự quan tâm to lớn trong nghiên cứu, 

giúp nâng cao hiểu biết của con người về quá trình lão hóa. Ở người, nồng độ α-

Klotho trong huyết thanh giảm theo độ tuổi sau 40 tuổi [41]. Sự giảm nồng độ α-

Klotho này có thể được quan sát thấy ở những bệnh nhân mắc một số bệnh liên quan 

đến lão hóa như ung thư, tăng huyết áp và bệnh thận [42]. Một nghiên cứu lâm sàng đã 

chứng minh rằng điểm đa hình (SNP) G395A trong vùng khởi động của gen α-Klotho 

có liên quan đến tăng huyết áp cơ bản, đặc biệt là ở những đối tượng trên 60 tuổi [43]. 

Tuy nhiên, nghiên cứu này cũng phát hiện ra rằng đột biến A của G395A SNP, có liên 

quan đến hoạt động của promoter cao hơn, có thể bảo vệ chống lại sự phát triển của 

tăng huyết áp cơ bản bằng cách điều hòa biểu hiện gen α-Klotho [43]. Thiếu Klotho ở 

chuột dị hợp tử đột biến KL+/-, dẫn đến tăng huyết áp nhạy cảm với muối [44]. Biểu 

hiện in vivo của gen α-Klotho được chứng minh là có thể ngăn ngừa sự tiến triển của 

bệnh tăng huyết áp và làm giảm tổn thương thận ở chuột tăng huyết áp tự phát [45]. 

Ngoài ra thiếu Klotho còn liên quan đến bệnh suy thận mạn tính ở người [46], và nó 

thúc đẩy bệnh tiểu đường sớm ở chuột [47]. Các nghiên cứu gần đây cho thấy Klotho 

cũng được biểu hiện trong tế bào β tuyến tụy, thúc đẩy giải phóng insulin và bảo vệ tế 

bào β trong bệnh tiểu đường type II [48]. 

1.2.4.2. Gen programmed cell death-1 (PD1) 

PD1 là một glycogenprotein xuyên màng được biểu hiện trên tế bào T CD4+ và 

CD8+, tế bào B, bạch cầu đơn nhân, tế bào NK và TBT [49]. Các tế bào miễn dịch này 

là chìa khóa để phản ứng sớm với các bệnh nhiễm trùng. PD1 là một thành viên của họ 

đồng thụ thể miền immunoglobulin (Ig) có chức năng thay đổi kết quả hoạt hóa của 

thụ thể tế bào T bởi tế bào trình diện kháng nguyên (APC) hoặc tế bào đích bị nhiễm 

bệnh. Các thành viên của gia đình này có thể được chia thành những thành viên chủ 

yếu có tác động tích cực, thúc đẩy sự hoạt hóa tế bào T và những thành viên có tác 
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động tiêu cực, hạn chế sự hoạt hóa tế bào T. Vai trò ức chế của PD1 được xác định ở 

những con chuột thiếu biểu hiện PD1 phát triển bệnh tự miễn tương đối muộn trong 

cuộc đời [50].  

Sự hoạt hóa tế bào T CD8+ và CD4+ thông qua thụ thể tế bào T dẫn đến sự điều 

hòa của thụ thể PD1 trong các nghiên cứu in vitro. PD1 không được biểu hiện trên các 

tế bào T nghỉ nhưng có thể được tạo ra trong vòng 24 giờ sau khi được kích thích [51]. 

Thụ thể PD1 và sự đóng góp tương đối của nó đối với khả năng dung nạp miễn dịch đã 

được xác nhận bằng cách sử dụng các mô hình động vật về khả năng tự miễn dịch và 

ung thư. Tuy nhiên, cơ chế phân tử kiểm soát sự biểu hiện PD1 tương đối rõ ràng. Tế 

bào T CD4  kích hoạt được biết là biểu hiện đồng thụ thể ức chế, trong đó protein liên 

kết tế bào lympho T gây độc tế bào 4 (CTLA4) có đặc điểm tốt nhất, vì những con 

chuột thiếu đồng thụ thể này sẽ chết vì bệnh tự miễn trong vài tuần đầu tiên [52]. 

Ngoài ra, dòng tế bào T CD4+ hạn chế hệ thống miễn dịch là các tế bào T (Treg), các 

tế bào điều hòa Treg này được đặc trưng bởi sự biểu hiện của yếu tố phiên mã chính 

Foxp3 và mức độ cao của CTLA4 và CD25. Mặc dù biểu hiện PD1 không phải là đặc 

trưng của tế bào Treg, nhưng sự hoạt hóa PD1 đã được chứng minh là gây ra biểu hiện 

Foxp3 tăng cao và duy trì kiểu hình tế bào Treg [53]. 

Tầm quan trọng của việc duy trì biểu hiện thụ thể PD1 ở các tế bào T CD8+ lần 

đầu tiên được mô tả trong mô hình virus viêm màng não tủy mạn tính tế bào lympho ở 

chuột làm bất hoạt biểu hiện PD1 dẫn đến phục hồi chức năng tế bào T CD8+ . Thật 

vậy, một phân tích toàn diện về PD1 trong các bệnh mạn tính do virus như các bệnh 

đặc hiệu của virus viêm gan B đã được làm sáng tỏ. Những dữ liệu này cho thấy rằng 

kích thích thụ thể tế bào T là một yếu tố thúc đẩy biểu hiện PD1 trong tế bào T CD8+. 

Ngoài kích hoạt thụ thể tế bào T, các kích thích khác gây ra biểu hiện PD1 bao gồm 

yếu tố đáp ứng nhạy cảm với interferon (IFN), tín hiệu và chất kích hoạt phiên mã 

STATs trong đại thực bào [54]. 

1.2.4.3. Gen lymphocyte-activation gene 3 (LAG3) 

LAG3 là mục tiêu điều trị miễn dịch ung thư tiềm năng do vai trò điều hòa âm 

của nó đối với tế bào T và khả năng kết hợp với PD1 làm trung gian cho tình trạng kiệt 

sức của tế bào [55]. Hiện nay có một số phương pháp điều trị miễn dịch điều hòa 

LAG3 ở các giai đoạn phát triển lâm sàng và tiền lâm sàng khác nhau. Các nhà khoa 
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học ngày càng quan tâm đối với LAG3 như một mục tiêu điều trị, điều đó thúc đẩy sự 

khám phá, cơ chế hoạt động để hiểu rõ hơn về LAG3. LAG3 được Triebel và cộng sự 

phát hiện vào năm 1990 dưới dạng một protein xuyên màng có chiều dài 498-axit 

amin, được xác định trên các dòng tế bào NK và T của người đã hoạt hóa [56].  

Gen LAG3 nằm liền kề với CD4 trên nhiễm sắc thể số 12 ở người và nhiễm sắc 

thể số 6 ở chuột. Hơn nữa, LAG3 được dự đoán là có cấu trúc tương đồng cao với 

CD4 với bốn miền giống siêu họ globulin miễn dịch ngoại bào [56]. Trong các điều 

kiện sinh lý, LAG3 là một dấu hiệu hoạt hóa cho các tế bào T CD4+ và CD8+, và giống 

như các IR khác bao gồm PD1, nó có thể được phát hiện lần đầu tiên sau khi kích thích 

24 giờ trong ống nghiệm với biểu hiện đạt đỉnh điểm ở thời điểm 48 giờ trước khi 

giảm vào ngày thứ 8 ở chuột [57]. Sự biểu hiện của IR là cần thiết để kiểm soát các 

phản ứng miễn dịch, do đó ngăn ngừa sự kích hoạt tế bào T trầm trọng hơn và sự khởi 

đầu của tự miễn dịch. Thật vậy, như đã mô tả ở trên, LAG3 có một vai trò quan trọng 

như một chất điều hòa âm tính và do đó, sự thiếu hụt LAG3 dẫn đến sự nghiêm trọng 

của bệnh trong một số mô hình tự miễn dịch. Những ảnh hưởng của phân tử LAG3 

đến con đường điều trị tiềm năng cho khả năng miễn dịch chống khối u hiện đang 

được đánh giá trên nhiều loại ung thư ở người trưởng thành.  

 1.2.5 Một số cytokine sử dụng trong nghiên cứu 

1.2.5.1 Interleukin-6  

Interleukin-6 là một cytokine được sản xuất bởi nhiều loại tế bào, bao gồm 

nguyên bào sợi, tế bào nội mô, bạch cầu đơn nhân, tế bào tạo máu bình thường và tế 

bào lympho. IL-6 có vai trò quan trọng trong cả miễn dịch bẩm sinh và miễn dịch thích 

ứng [58]. IL-6 có thể được sản xuất bởi nhiều loại tế bào khác nhau, bao gồm đại thực 

bào, tế bào nội mô và tế bào T. Quá trình sản xuất này có thể được bắt đầu để đáp ứng 

với sự xâm nhập của vi sinh vật hoặc các cytokine khác, chẳng hạn như yếu tố hoại tử 

khối u. Là một phần của hệ thống miễn dịch bẩm sinh, IL-6 hoạt động trên tế bào gan 

để gây ra sự biểu hiện của protein phản ứng C, fibrinogen và amyloid A huyết thanh, 

còn được gọi là phản ứng giai đoạn cấp tính. Trong phản ứng miễn dịch thích ứng, IL-

6 đóng một vai trò quan trọng trong việc kích hoạt các tế bào B sản xuất kháng thể 

tăng sinh, dẫn đến tăng cường phản ứng kháng thể. 
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Nồng độ IL-6 tăng cao ở những bệnh nhân bị nhiễm trùng và nhiễm trùng 

huyết. Ngoài ra, nồng độ IL-6 dường như liên hệ với mức độ nghiêm trọng của nhiễm 

trùng huyết, như được xác định bởi các thông số lâm sàng và xét nghiệm [59]. Nồng 

độ IL-6 tăng cao cũng có vẻ liên quan đến nhiễm trùng khu trú hơn, chẳng hạn như 

nhiễm trùng khớp giả (PJI) [60]. IL-6 cũng tăng cao trong nhiều rối loạn viêm mạn 

tính, bao gồm viêm khớp dạng thấp, lupus ban đỏ hệ thống, viêm cột sống dính khớp 

và bệnh viêm ruột [61]. Có bằng chứng cho thấy IL-6 có liên quan đến bệnh sinh của 

một số rối loạn viêm mạn tính. Tocilizumab, một kháng thể ngăn chặn chức năng IL-6 

bằng cách liên kết với thụ thể IL-6, đã được sử dụng để điều trị viêm khớp dạng thấp. 

Trong một thử nghiệm ngẫu nhiên, 50% đến 60% bệnh nhân dùng cả hai loại thuốc 

tocilizumab và methotrexate cho thấy sự cải thiện các dấu hiệu và triệu chứng lâm 

sàng của viêm khớp dạng thấp so với bệnh nhân chỉ dùng 25% methotrexate [62]. 

1.2.5.2 Yếu tố hoại tử khối u - alpha 

Yếu tố hoại tử khối u - alpha là một cytokine có tác dụng ức chế và kích thích 

các quá trình tế bào đa dạng, có vai trò là cơ quan điều hòa các phản ứng miễn dịch. 

TNF-α được tiết ra chủ yếu ở tế bào đơn nhân và đại thực bào, mặc dù các loại tế bào 

khác, đặc biệt là tế bào lympho T và B và tế bào lympho dạng hạt lớn đã được chứng 

minh là sản xuất TNF-α khi được kích thích. Aggarwal và cộng sự đã chỉ ra rằng TNF-

α có thể được tiết ra bởi nhiều loại tế bào khối u, bao gồm cả CML, B-cell lymphoma 

và có thể hoạt động như một chất thúc đẩy khối u nội sinh [63]. TNF-α có thể hoạt 

động như một chất thúc đẩy sự phát triển khối u nội sinh, có liên quan đến sự hình 

thành khối u, bao gồm biến đổi tế bào, sống sót, tăng sinh, xâm lấn và di căn. Một số 

nghiên cứu đã xác định nồng độ TNF-α tăng cao ở các bệnh nhân mắc bệnh CLL và 

AML. Bên cạnh đó, nó còn đóng vai trò như một yếu tố tiên lượng ở những bệnh nhân 

mắc bệnh này [64]. TNF-α có vai trò trái ngược nhau trong bệnh ung thư. TNF-α có 

thể hoạt động trực tiếp hoặc gián tiếp như một yếu tố tăng trưởng khối u tự tiết, trong 

khi nhiều nghiên cứu cũng chỉ ra rằng TNF-α gây ra quá trình apoptosis của các tế bào 

khối u [65]. Nghiên cứu cho thấy nồng độ TNF-α trung bình ở bệnh nhân AML cao 

hơn đáng kể so với người khỏe mạnh [66]. Và nồng độ TNF-α huyết thanh cao là một 

yếu tố tiên lượng bất lợi cho khả năng sống sót và không có biến cố ở bệnh nhân AML 

[64]. Ngược lại, trong nghiên cứu khác, phân tích bệnh nhân AML lúc chẩn đoán hoặc 
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trong thời gian bệnh tái phát cho thấy TNF-α tăng đáng kể ở bệnh bạch cầu mạn tính 

và bệnh bạch cầu nguyên bào lympho cấp tính nhưng không tăng ở bệnh AML [67].  

1.2.5.3 Interleukine 1β 

 Interleukine 1β (IL-1β) là một cytokine tiền viêm, có vai trò rất quan trọng đối 

với các phản ứng bảo vệ của vật chủ đối với nhiễm trùng và tổn thương. Nó cũng là 

cytokine được nghiên cứu nhiều nhất trong số 11 cytokine của họ IL-1. IL-1β được tiết 

chủ yếu bởi các tế bào dòng tủy [68]. Trong điều kiện bình thường, IL-1β được tiết ra 

ở mức độ thấp, và sự biểu hiện hoặc sự hoạt hóa qua trung gian caspase 1 của nó tăng 

lên khi bị bệnh [69]. IL-1β được tiết ra liên kết với thụ thể IL-1R1 của nó và kích hoạt 

dòng tín hiệu kiểm soát sự biểu hiện gen của nhiều yếu tố phiên mã, yếu tố tăng trưởng 

và các interleukin khác liên quan đến chức năng huyết học [70]. Do đó, IL-1β đóng 

một vai trò quan trọng trong các phản ứng tế bào miễn dịch bẩm sinh và thích ứng. IL-

1β kích thích sự trưởng thành của tế bào T và tăng cường sự tăng sinh của tế bào B 

[71]. Hơn nữa, IL-1β thúc đẩy sự biểu hiện của các phân tử gây viêm như 

cyclooxygenase type 2, phospholipase type 2 A, prostaglandin E2, yếu tố hoạt hóa tiểu 

cầu và oxit nitric [72]. Điều quan trọng là IL-1β điều hòa chức năng tế bào HSC. IL-1β 

tăng được thấy trong giai đoạn tế bào non tiến triển so với giai đoạn mạn tính và người 

khỏe mạnh, liên hệ với sự mở rộng tế bào non trong tủy xương và máu ngoại vi, tiên 

lượng xấu và thời gian sống ngắn hơn ở bệnh nhân. Cả IL-1β nội sinh và ngoại sinh 

đều thúc đẩy tăng sinh tế bào non, bằng cách cảm ứng các yếu tố tăng trưởng và các 

cytokine khác như yếu tố kích thích tế bào hạt - đại thực bào. Tiên lượng bệnh nhân 

kém hơn và tỷ lệ sống thấp hơn được quan sát thấy ở những bệnh nhân có đáp ứng 

tăng sinh cao hơn với IL-1β ngoại sinh [73].  

1.2.5.4 Interleukin-12p70 

Interleukin-12p70 (IL-12) hay còn được biết đến là một heterodimer bao gồm 

các tiểu đơn vị p40 và p35, được sản xuất chủ yếu bởi các đại thực bào và TBT. Sự sản 

xuất ban đầu của nó bởi các tế bào này rất quan trọng đối với việc cảm ứng tế bào NK, 

tạo ra IFN-γ, và sau đó kích hoạt, biệt hóa và tăng sinh các tế bào Th1 đặc hiệu của M 

tuberculosis. IL-12 cũng tạo ra IFN-γ bởi các tế bào Th1, tạo thành một liên kết giữa 

các đáp ứng bẩm sinh thích ứng và liên kết với thụ thể IL-12, bao gồm hai tiểu đơn vị, 

IL-12Rβ1 và IL-12Rβ2, biểu hiện trên tế bào Th1 và NK. Ngoài ra, IL-12 làm tăng 

khả năng gây độc tế bào của tế bào lympho T CD8+ và tế bào NK bằng cách tạo ra sự 
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phiên mã của các gen mã hóa perforin và granzyme và bằng cách điều chỉnh sự biểu 

hiện của các phân tử bám dính. IL-12 tăng cường sự trình diện kháng nguyên của đại 

thực bào và TBT [74]. 

1.2.5.5 MUC16 (CA 125) 

Kháng nguyên ung thư CA125 là một glycoprotein giống mucin màng có khối 

lượng phân tử lớn hơn 200 kDa, CA 125 ở người được mã hóa bởi gen MUC16 - một 

thành viên của gia đình glycoprotein mucin [75]. Trong mô bào thai, CA 125 được thể 

hiện ở biểu mô màng ối, khoang phôi và ống Muller. Ở mô trưởng thành CA 125 được 

thể hiện chủ yếu ở các tế bào trung mô và trên bề mặt của các tế bào biểu mô của ống 

dẫn trứng, các tế bào nội mạc tử cung và nội mạc cổ tử cung. Trong ung thư, CA 125 

được thể hiện ở hầu hết các trường hợp u trung biểu mô ác tính và ung thư thể tuyến 

dạng huyết thanh của buồng trứng. CA 125 là một dấu ấn ung thư được sử dụng phổ 

biến nhất để phát hiện, theo dõi hiệu quả điều trị ung thư buồng trứng và để phát hiện 

ung thư tái phát sau điều trị [76]. Xét nghiệm CA 125 có thể được sử dụng để sàng lọc 

nhằm phát hiện sớm ung thư buồng trứng ở những phụ nữ có nguy cơ cao do có tiền sử 

gia đình [33]. Khoảng 5-10% ung thư buồng trứng là từ hội chứng ung thư gia đình do 

những thay đổi di truyền (đột biến) ở các gen nhất định. Hội chứng này được gây ra 

bởi đột biến di truyền ở các gen BRCA1 và BRCA2, cũng như ở một số gen chưa được 

xác định khác. Về độ nhạy lâm sàng, mức độ CA 125 huyết thanh tăng ở khoảng 80% 

số phụ nữ bị ung thư buồng trứng và tăng tỷ lệ với tiến trình của bệnh. Mức độ CA 125 

có sự liên quan đến kích thước khối u: mức độ CA 125 có thể bình thường khi khối u 

nhỏ còn nhỏ (<1cm), mức độ > 35 U/mL thường gặp khi khối u lớn > 2cm. Ở phụ nữ 

sau mãn kinh có một khối sờ thấy phần phụ và mức độ CA 125 > 35 U/mL có giá trị 

dự đoán dương tính đối với ung thư buồng trứng là > 95% [76]. Sàng lọc CA 125 cũng 

giúp xác định đáp ứng của bệnh nhân đối với các liệu pháp điều trị bệnh. CA 125 cũng 

biểu hiện ở những loại ung thư khác như ung thư vú, ung thư phổi, và ung thư tuyến 

giáp [77].  

1.2.6 Nghiên cứu sử dụng tế bào đơn nhân máu ngoại vi trên bệnh THCVC 

  Trong những năm qua, đã có nhiều nghiên cứu sử dụng PBMC để nghiên cứu 

về bệnh THCVC. Bệnh THCVC có liên quan tới tỷ lệ huyết khối tăng cao bất thường. 

Các bạch cầu đơn nhân tạo ra một yếu tố mô mạnh (TF) khi tiếp xúc với các chất khác 
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nhau. Sự kích hoạt này có liên quan đến sự hình thành huyết khối trong các rối loạn 

khác nhau. Kornberg A và cộng sự đã nghiên cứu khả năng yếu tố tham gia vào quá 

trình kích hoạt đông máu cũng như sự hình thành huyết khối trong bệnh nhân THCVC. 

Các PBMCs đã được sử dụng và nghiên cứu của họ cho thấy sau khi kích thích bằng 

endotoxin, các PBMC từ nhóm chứng là những người bình thường cho thấy TF tăng 

3,9- 4,5 lần, trong khi các tế bào từ nhóm nghiên cứu là những người bị THCVC 

nguyên phát và thứ phát cho thấy TF tăng 21 lần (p <0,001). Các mức tương tự được 

tạo ra bởi PBMC sau khi xử lý THCVC. TF được tạo ra bởi bạch cầu đơn nhân nhưng 

không phải tế bào lympho. Mức độ prothrombin mảnh 1+2 (F1 + 2) trong huyết tương 

được xét nghiệm đồng thời cao hơn đáng kể ở THCVC (2,46 nm) so với bình thường 

và chứng THCVC nguyên phát và thứ phát (0,22 đến 0,32 nm), hơn nữa, nó có mối 

liên hệ đáng kể với bạch cầu đơn nhân. Bạch cầu đơn nhân có khả năng tăng đáp ứng 

để tạo ra TF có thể là nguyên nhân kích hoạt hệ thống đông máu và hình thành huyết 

khối ở những bệnh nhân THCVC [78]. 

 Khi so sánh các mô hình tế bào lympho ở bệnh nhân mắc THCVC với người 

hiến máu khỏe mạnh và bệnh nhân mắc THCVC thứ phát, họ quan sát thấy tỷ lệ tế bào 

T-CD4/T-CD8 có sự thay đổi (p < 0,01) chủ yếu do giảm số lượng các tế bào T-CD8 ở 

những bệnh nhân THCVC. Họ nhận thấy sự gia tăng hoạt động của tế bào lympho ở 

bệnh nhân THCVC khi so sánh với cả THCVC thứ phát và nhóm chứng: sản xuất IL-2 

cao hơn đáng kể (p < 0,001) cũng như đáp ứng tăng sinh bạch huyết đối với 

phytohaemagglutinin (PHA) (p < 0,001) và IL-2 (p < 0,005). Không có mẫu PBMC 

nào được kích thích PHA từ THCVC, THCVC thứ phát hoặc nhóm chứng tạo ra hoạt 

tính ức chế giống erythropoietin. Phát hiện của họ cho thấy dòng bạch huyết bị thay 

đổi ở bệnh nhân THCVC [79]. 

 1.3 Một số gen thuộc nhóm deubiquitinase và mối liên hệ với các tín hiệu phân tử 

   Nhóm gen DUB là một họ các enzyme có chức năng loại bỏ các nhóm ubiquitin 

ra khỏi protein và các phân tử khác. DUB có thể đảo ngược những hiệu ứng này bằng 

cách phân cắt liên kết peptide hoặc isopeptide giữa ubiquitin và protein cơ chất của nó. 

Deubiquitinase đóng một số vai trò trong con đường ubiquitin. Một trong những chức 

năng đặc trưng nhất của DUB là loại bỏ các chuỗi ubiqutin và polyubiquitin khỏi 

protein. Mặt khác, DUB còn được biết đến là một nhóm enzyme điều hòa sự thoái hóa 
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protein và giúp cân bằng lượng ubiquitin tự do trong cơ thể. Hiện nay có khoảng 100 

loại DUB khác nhau được các nhà nghiên cứu xác định và chúng được chia thành 6 

loại khác nhau ví dụ điển hình như  A20, Otubain-1, Otubain-2, Cezanne CYLD, USP.  

  Tế bào gốc tạo máu (HSC) chịu trách nhiệm sản xuất các tế bào máu trong suốt 

cuộc đời của con người. Các HSC đơn lẻ có thể làm phát sinh ít nhất tám dòng tế bào 

máu riêng biệt. Quá trình tạo máu, tạo hồng cầu và tạo mạch gắn liền với quá trình 

điều hòa miễn dịch, sinh trưởng, phát triển, biệt hóa và chết theo chương trình của tế 

bào. Bất kỳ sự rối loạn điều hòa nào của các quá trình này đều có thể dẫn đến các rối 

loạn huyết học hoặc là cơ sở để hình thành nên các khối u ác tính [80]. Một số nghiên 

cứu về cơ chế phân tử điều hòa sự phát triển của HSC đã chứng minh rằng sự điều hòa 

protein bằng con đường ubiquitin là rất quan trọng đối với chức năng của HSC. Các 

nghiên cứu gần đây đã chỉ ra rằng việc đảo ngược quá trình tạo máu bằng các enzyme 

khử protein (DUB) đóng một vai trò quan trọng trong quá trình tạo máu; tuy nhiên, 

thông tin liên quan đến chức năng sinh học của các DUB còn hạn chế [80].  

  Chức năng của A20 trong nhiều loại tế bào của hệ thống miễn dịch đã được xác 

định rõ ràng, tuy nhiên, vai trò của nó trong quá trình tạo máu phần lớn vẫn chưa được 

biết đến. Gần đây một nghiên cứu của Nakagawa và cộng sự đã xác định rằng sự thiếu 

hụt A20 trong HSC dẫn đến các bệnh lý tạo máu, bao gồm bệnh tự viêm, tăng sinh tủy 

và giảm bạch huyết [81]. Ngoài ra, nghiên cứu này đã chứng minh rằng sự thiếu A20 

trong tế bào đa năng (MPP- multipotent progenitors) gây ra trạng thái ngủ của HSC và 

ảnh hưởng đến quá trình tái tạo máu lâu dài [82]. Một nghiên cứu khác cũng chỉ ra 

rằng A20 đóng vai trò thiết yếu trong việc cân bằng nội môi của quá trình tạo máu ở 

người trưởng thành bằng cách ngăn chặn quá trình apoptosis và viêm nhiễm [83]. Năm 

2015, Melania Tesio và cộng sự đã nghiên cứu vai trò của CYLD trong quá trình tạo 

máu và cho rằng thời gian ngủ của HSC được kiểm soát bởi CYLD sau quá trình phiên 

mã [84]. Việc ngừng hoạt động của CYLD sẽ loại bỏ khả năng ngừng hoạt động và tái 

sản xuất của HSC. Ngoài ra, dữ liệu này còn cho thấy rằng tương tác giữa CYLD-

TRAF2 là rất quan trọng để duy trì HSC ở trạng thái ngủ (dHSCs- dormant HSCs) vì 

nó ngăn chặn sự kích hoạt tín hiệu phân tử p38MAPK, điều hòa giảm các gen liên 

quan đến trạng thái ngủ và sự xâm nhập của dHSC vào chu kỳ tế bào, cuối cùng là 

ngăn chặn sự kiệt sức của HSC [84]. CYLD tham gia điều hòa ngược quá trình nguyên 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nakagawa%20MM%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tesio%20M%5BAuthor%5D
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phân và chuyển động của tế bào [85], đóng một vai trò quan trọng trong việc điều hòa 

sự di chuyển tế bào và quá trình chết theo chương trình của nó [86].  

  Ngoài ra, Junting Cai đã kiểm tra sự biểu hiện của các DUB trong quá trình tạo 

hồng cầu bằng cách sử dụng hệ thống nuôi cấy tế bào tiền thân tạo máu CD34+ của 

người ex-vivo. Nghiên cứu đã chỉ ra rằng biểu hiện protease 50 (USP50) đặc hiệu 

ubiquitin được tăng lên trong quá trình tạo hồng cầu. Nồng độ mRNA USP50 tăng lên 

đáng kể vào ngày thứ 3 và nồng độ protein tăng cao vào ngày thứ 9 của quá trình biệt 

hóa hồng cầu [87]. 

  USP50 có biểu hiện tăng trong giai đoạn cuối của quá trình tạo hồng cầu và có 

thể tham gia vào quá trình kìm hãm chu kỳ tế bào. USP50 điều hòa quá trình khử chất 

béo qua trung gian Ku70 (một protein liên kết ADN) của protein biệt hóa tế bào bạch 

cầu dòng tủy, đóng vai trò quan trọng trong việc điều hòa quá trình apoptosis trong 

giai đoạn sau của quá trình tạo hồng cầu. Theo một nghiên cứu gần đây, biểu hiện 

USP7 được chỉnh đáng kể trong quá trình tạo hồng cầu và có liên quan đến sự biệt hóa 

chậm của hồng cầu trong giai đoạn cuối, ức chế biểu hiện hemoglobin và tăng sinh tế 

bào gây ra quá trình apoptosis [80]. Vai trò của DUB rất đa dạng, ngoài chức năng khử 

DUB còn tham gia điều hòa sự tiến triển của khối u và đóng vai trò quan trọng trong 

quá trình tạo máu, tạo hồng cầu và các bất thường liên quan. Bệnh THCVC là bệnh 

ung thư máu thuộc nhóm bệnh tăng sinh tủy ác tính và do rối loạn quá trình tạo máu. 

Thiết nghĩ các DUB có liên quan đến quá trình tạo máu bất thường và cũng có thể là 

một trong những nguyên nhân gây nên hiện tượng đa hồng cầu [80]. 

1.3.1 Protein A20 

Protein A20 hay còn gọi là TNFAIP3 (Tumor necrosis factor alpha-induced 

protein 3 - protein kích thích yếu tố hoại tử khối u 3) là protein được mã hóa bởi gen 

A20 và có vai trò như một chất điều hòa ngược phân tử NF-κB (Nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B). Protein A20 có chiều dài phân tử là 775 axit amin 

với khối lượng phân tử 87,6 kDa [88]. Protein A20 có tính bảo thủ cao chứa miền khối 

u buồng trứng (OTU) có đầu tận cùng amin ở vùng đầu cuối N và bảy miền ngón tay 

kẽm (ZinF) trong cùng đầu cuối C của nó. Miền OTU làm trung gian cho hoạt động 

khử gốc DUB, miền ZnF4 gắn với chuỗi Ub (ubiquitin) liên kết K63 và ZnF7 gắn với 

chuỗi Ub liên kết M1 và hỗ trợ hoạt động ligase E3 Ub. Do đó, A20 hoạt động như 
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một enzyme chỉnh sửa ubiquitin vì nó có khả năng khử ubiquitin lẫn ubiquitin hóa 

[89]. Protein này được mã hóa bởi gen A20 và đây cũng là gen có tỷ lệ bị bất hoạt cao 

trong các u lympho tế bào B [90]. Bất hoạt hoặc xóa gen A20 có liên quan đến một số 

bệnh ác tính [91] dẫn đến tăng sinh tế bào trong bệnh bạch cầu mãn tính dòng tế bào 

Lympho T, lymphoma (MALT- mucosa-associated lymphoid tissue), u lympho tế bào 

B trung thất nguyên phát (PMBL- primary mediastinal B-cell lymphoma) và u lympho 

Hodgkin cổ điển [92].  

 

Hình 1.6. Vai trò của một số gen deubiquitinase [93] 

Về vai trò, protein A20 thực hiện vai trò là một DUB loại bỏ các chuỗi 

polyubiquitin liên kết với K63 khỏi nhiều chất trung gian như RIP1 (Receptor-

interacting protein 1), TRAF6, cIAP1 (cellular inhibitor apoptosis protein), TRAF2, 

M1 polyubiquitin (Hình 1.6). Việc điều hòa tín hiệu NF-κB là một bước quan trọng 

trong việc kiểm soát và chấm dứt phản ứng miễn dịch bẩm sinh và miễn dịch thu được 

[94]. Quá trình ubiquitin hóa và tín hiệu phân tử NF-κB có mối liên quan chặt chẽ với 

nhau. A20 điều hòa chức năng tế bào thông qua cơ chế chống lại quá trình apoptosis 

để ngăn chặn các tầng tín hiệu phân tử NF-κB do TNF-α (Tumor Necrosis Factors 

alpha - Yếu tố hoại tử khối u) gây ra. Protein A20 biểu hiện rất mạnh trong tế bào gốc 

glioma, sự thiếu hụt của A20 làm giảm sự sống của tế bào gốc glioma và liên quan đến 

sự phát triển của các khối u [95]. Protein A20 cũng biểu hiện rất cao trong các dòng tế 

bào ung thư vú. Do đó, ở các loại tế bào khác nhau protein A20 có vai trò khác nhau.  



27 

 

  Protein A20 điều hòa ức chế một số yếu tố phiên mã trong họ protein STAT, 

điển hình là STAT1 trong các tế bào dòng tủy (myeloid) tại điều kiện không được kích 

thích và sau khi kích thích các cytokine INF-γ hoặc IL6. Tuy nhiên, cũng trong điều 

kiện kích thích đó protein A20 không điều hoà STAT3. Sự tăng cường phiên mã gen 

STAT1 khi không có gen A20 được chứng minh là có phụ thuộc vào con đường tín 

hiệu JAK-STAT. Những dữ liệu này cho thấy sự tương tác quan trọng giữa các tế bào 

myeloid và các tế bào cư trú tại các vị trí cố định được quy định bởi protein A20. 

Trong trường hợp không có gen A20, STAT1 tăng cường biểu hiện nhưng không biểu 

hiện STAT3, dẫn đến tăng cường viêm phụ thuộc STAT1. Do đó, protein A20 hoạt 

động như một chất điều hòa nội sinh mới của STAT1 giúp ngăn ngừa sự khởi phát của 

quá trình viêm [95]. Một nghiên cứu khác của nhóm nghiên cứu NT Xuân đã chỉ ra 

rằng protein A20 hoạt động góp phần ức chế sự hoạt hóa của các tín hiệu IκB-α và 

STAT-1 trong TBT. 

1.3.1.1 Cơ chế điều hòa hoạt động của protein A20 

 Trong điều kiện thường, protein A20 chỉ xuất hiện với lượng thấp vừa đủ ở hầu 

hết các tế bào (ngoại trừ tế bào lympho). Khi NF-κB được kích hoạt bởi TNF hoặc LPS, 

chúng sản sinh ra một tín hiệu đặc biệt để kích thích biểu hiện của protein A20 tăng lên 

nhanh chóng [96]. Bên cạnh đó, biểu hiện của protein A20 còn được điều hòa bởi quá 

trình phosphoryl hóa. Sau khi kích thích bằng TNF hoặc LPS, A20 bị phosphoryl hóa 

bởi IKK2, làm tăng thêm khả năng ức chế tín hiệu của NF-κB [97].      

 Ngoài điều hòa bằng các protein khác, protein A20 có thể được điều hòa bởi 

nhiều microRNA (miRNA). Vùng chưa được dịch mã 3′ (3′UTR) của gen A20 đã được 

cho là mục tiêu liên kết của miR-125 [98]. MiR-125b được phát hiện có liên hệ nghịch 

với mức biểu hiện protein A20, nó làm tăng cường và kéo dài hoạt động của tín hiệu 

NF-κB. Hơn nữa, miR-125b thúc đẩy quá trình viêm ở bệnh viêm khớp bằng cách kích 

hoạt tín hiệu NF-κB hoạt động [98], và miR-125b cũng được biểu hiện quá mức trong 

huyết tương hoặc huyết thanh của bệnh nhân viêm khớp [99]. Tương tự, miR-19b cũng 

có thể điều hòa tích cực tín hiệu NF-κB thông qua sự ức chế biểu hiện của protein A20 . 

Hơn nữa, miR-19b có tầm quan trọng lớn trong bệnh lý viêm khớp [98], vì sự chuyển 

hóa miR-19b làm gia tăng hoạt hóa viêm của các nguyên bào sợi nguyên phát trong 

viêm khớp [100]. Ngược lại, mặc dù miR-29 đã được báo cáo là làm tăng số lượng 
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mRNA A20 và protein tương ứng trong tế bào ung thư, nhưng thí nghiệm trên chuột 

cho thấy, tình trạng bệnh lý khớp giảm đi khi thiếu miR-29a [101]. 

1.3.1.2 Vai trò của A20 đối với tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

 PBMC là loại tế bào thường được dùng để đánh giá các phản ứng miễn dịch. 

Ngày nay, nhiều nghiên cứu đã sử dụng PBMC để kiểm tra mức độ biểu hiện gen A20 

trên các bệnh khác nhau như biểu hiện thiếu gen A20 có thể tham gia vào cơ chế sinh 

bệnh trong bệnh lupus ban đỏ hệ thống [102]. Mức độ biểu hiện gen A20 tăng trong 

các PBMC có liên quan đến các giai đoạn miễn dịch của bệnh nhân bị viêm gan B mãn 

tính. Ngoài ra ở bệnh viêm khớp dạng thấp, biểu hiện A20 thấp hơn đáng kể đã được 

tìm thấy [91].   

 Protein A20 hoạt động như một protein chống lại quá trình apoptosis trong một 

số loại tế bào phụ thuộc vào hoạt động của chuỗi ubiquitin [103]. Khi có tín hiệu gây 

chết, các thụ thể sẽ kích hoạt một chuỗi các tín hiệu kích hoạt quá trình chết theo 

chương trình thông qua một chuỗi phản ứng báo hiệu gây chết (DISC- death-inducing 

signaling complex). Protein A20 là một phần của DISC, chịu trách nhiệm tương tác 

với caspase-8. Các nghiên cứu chỉ ra rằng protein A20 đảo ngược quá trình ubiquitin 

hóa qua trung gian cullin3 của caspase-8 và ngăn chặn sự gia tăng hoạt động của 

caspase-8. Điều này cho thấy, A20 ức chế tín hiệu apoptosis thông qua sự nhận diện và 

ức chế caspase-8 [104]. Bên cạnh đó, protein A20 ngăn cản apoptosis do TNF gây ra 

thông qua quá trình bất hoạt c-Jun N-terminal kinase (JNK) trong tế bào. Cụ thể, thông 

qua hệ thống ubiquitin-proteasome, protein A20 kích thích phân hủy ASK (một kinase 

MAPK quan trọng trong dòng tín hiệu JNK) từ đó ức chế hoạt hóa JNK và cuối cùng 

là ngăn cản quá trình apoptosis diễn ra [103]. 

1.3.2 Protein Otubain-1  

 Ubiquitin aldehyde liên kết protein 1 (Otubain-1) vốn được xem là một thành 

viên thuộc siêu họ protein OUT (ovarian tummor), gần đây nó được coi như một 

enzyme DUB tách chuỗi ubiquitin từ phân tử TRAFs và ức chế biểu hiện IFN-β [105]. 

Protein Otubain-1 lần đầu tiên được phát hiện bởi Borodovsky và cộng sự năm 2002, 

gen Otubain-1 mã hóa protein này nằm ở vị trí 11q13.1 trên nhiễm sắc thể số 11 và 

được biểu hiện trong nhiều loại mô của người ví dụ: thận, đại trực tràng, dạ dày, não 

và gan [106]. Otubain-1 có thể hoạt động như một cysteine protease thủy phân liên kết 
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isopeptide giữa ubiquitin và protein đích hoặc một phân tử ubiquitin khác. Otubain-1 

có liên quan đến việc điều hòa các quá trình sinh lý và bệnh lý. Otubain-1 có liên quan 

đến cảm ứng năng lượng trong tế bào lympho T CD4+ và ảnh hưởng đến sự ổn định 

của E3 ligase GRAIL (gen liên quan đến năng lượng trong tế bào lympho) [107]. 

 Ngày càng nhiều tài liệu chứng minh rằng Otubain-1 điều hòa nhiều con đường 

tín hiệu liên quan đến ung thư bao gồm MAPK, ERa, EMT, RHOa, mTORC1, 

FOXM1 và P53, từ đó thúc đẩy sự tồn tại, tăng sinh, xâm lấn và kháng điều trị của tế 

bào ung thư [108]. Ngoài ra, các nghiên cứu lâm sàng cho thấy sự biểu hiện của 

protein Otubain-1 tăng với mức độ cao, xâm lấn và di căn ở một số loại khối u bao 

gồm ung thư phổi, vú, buồng trứng, u thần kinh đệm, ruột kết và dạ dày [108]. Khoảng 

50% số bệnh nhân ung thư đại trực tràng, di căn gan và xương chậu có biểu hiện 

Otubain-1 cao hơn so với bình thường. Trong nguyên bào sợi chuột NIH3T3, Otubain-

1 là một trong những DUB có biểu hiện cao nhất [109].  

1.3.2.1 Cơ chế điều hòa hoạt động của Otubain-1  

 Năm 2010 Durocher phát hiện Otubain-1 có 2 cách hoạt động là độc lập và phụ 

thuộc [110]. Đối với hoạt động độc lập, Otubain-1 tách chuỗi ubiquitin từ chất nền 

protein. Hoạt động phụ thuộc là hoạt động ức chế sự vận chuyển ubiquitin vào trong 

chất nền thông qua việc gắn với enzyme liên hợp ubiquitin E2 (Hình 1.7) [110]. Do 

đó, Otubain-1 có thể làm giảm sự biểu hiện của protein bằng cách loại bỏ chuỗi 

ubiquitin hoặc ngăn cản sự liên hợp ubiquitin [111].  

 

Hình 1.7.  Hoạt động độc lập và phụ thuộc của protein Otubain-1 [110] 

 Weiner và cộng sự đã phát hiện ra rằng ubiquitin tự do liên kết với Otubain-1, 

C-terminator sẽ kích hoạt sự hình thành chuỗi xoắn alpha liên kết với E2/ubiquitin . 
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Nghiên cứu gần đây đã chỉ ra rằng sự điều hòa Otubain-1 liên quan đến trục tín hiệu 

CXCL12/CXCR7/ERK trong các tế bào ung thư vú MCF7. Các tác giả cho rằng 

protein Otubain-1 điều hòa kháng thuốc điều trị nội tiết bằng cách loại bỏ ERa và tăng 

cường phiên mã trung gian Era [112]. Vì trục tín hiệu CXCL12/CXCR7 góp phần vào 

sự phát triển và tiến triển của các bệnh ung thư liên quan như ung thư tuyến tiền liệt 

[113] và ung thư buồng trứng [114]. 

1.3.2.2 Vai trò của protein Otubain-1 đối với tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

 Các nghiên cứu in vitro đã xác định được một DUB-Otubain-1 có thể trực tiếp 

phân cắt chuỗi ubiquitin khỏi các protein đích và gián tiếp ức chế quá trình phản ứng 

thông qua việc ngăn chặn chức năng của các enzyme liên hợp ubiquitin (E2s) [115]. 

Tuy nhiên, chức năng sinh lý in vivo của Otubain-1 vẫn chưa được xác định rõ.  

 Năm 2019, nghiên cứu của Xiaofei Zhou và cộng sự đã xác định Otubain-1 là 

một chất điều hòa sự hoạt hóa và chức năng của tế bào T CD8 và tế bào NK trong các 

phản ứng đáp ứng miễn dịch chống nhiễm trùng và ung thư. Bên cạnh đó, Otubain-1 

cũng kiểm soát quá trình hoạt hóa AKT (protein kinase B)- một kinase quan trọng để 

kích hoạt tế bào T, chuyển hóa các chức năng của T effector thông qua sự kích thích 

IL-15 [116]. Một nghiên cứu khác của TS. Nguyễn Thị Xuân cũng đã phát hiện ra 

Otubain-1 ngăn chặn sự hoạt hóa kéo dài phân tử p38MAPK do đó làm ảnh hưởng đến 

chức năng của TBT [117].  

1.3.2.3 Otubain-1 điều hòa một số con đường liên quan đến ung thư  

 Hiện nay, đã có rất nhiều nghiên cứu chứng minh rằng Otubain-1 điều hoà các 

con đường quan trọng trong sự phát triển và tiến triển của nhiều bệnh ung thư khác 

nhau. Tuy nhiên, một số nghiên cứu chứng minh Otubain-1 có khả năng ức chế các 

con đường tăng trưởng như P53 và TGFb. Otubain-1 cũng liên quan đến các con 

đường tín hiệu như kích hoạt tín hiệu RAS trong ung thư phổi , ức chế thụ thể estrogen 

[118], khử FOXM1 trong ung thư biểu mô tuyến vú và buồng trứng [119] và khả năng 

truyền tín hiệu và di chuyển của TGFb  và nhiều con đường khác nữa được mô tả tại 

Bảng 1.1 [120]. 
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Bảng 1.1. Một số con đường Otubain-1 liên quan 

Ung thư 

Protein của ung 

thư/con đường 

được điều hòa 

trực tiếp bởi 

hoạt động 

Otubain-1 

Cơ chế 

điều hòa 

(độc lập 

[C] hoặc 

phụ thuộc 

[NC]) 

Ligase/E2 

(Cặp enzyme 

ubiquitin ligase và 

E2 bị ức chế bởi 

Otubain-1) 

Kết quả  

Tín hiệu 

TGFb 
SMAD2 NC NEDD4L/UBCH5A Tăng sự di cư 

Phục hồi 

ADN 
Histones NC RNF168/UBC13 

Giảm quá trình 

ubiquitin của 

protein histone 

Phổi RAS NC RABEX5/UBCH5C Tăng sự phát triển 

Apoptosis P53 C/NC MDM2/UBCH5C Tăng apoptosis 

Apoptosis MDMX NC MDM2/UBCH5C Tăng apoptosis 

Apoptosis c-IAP C 
 

Giảm apoptosis 

mTORC1 DEPTOR NC 
 

Tự thực bào 

Màng 

trong dạ 

con 

ERa C/NC 
 

Giảm quá trình 

phiên mã Era 

Vú FOXM1 C 
 

Tăng sinh, kháng 

epirubicin 

Buồng 

trứng 
FOXM1 C 

 

Gia tăng sinh sôi 

nảy nở, di cư, 

xâm lấn 

Thực quản SNAIL C 
 

EMT, tăng di 

chuyển, xâm nhập 

1.3.3 Protein CYLD 

1.3.3.1 Đặc điểm cấu tạo của CYLD  

Protein CYLD được mã hóa bởi gen CYLD nằm ở vị trí 16q12-13 trên nhiễm 

sắc thể số 16. CYLD được xác định là nguyên nhân chính gây bệnh u vành khăn 

(cylindromatosis). Ngoài ra, nó còn liên quan đến các khối u lành tính thường gặp ở cổ 

hoặc nhiều vị trí khác [121]. Protein CYLD là một DUB thuộc họ protein USP 

(ubiquitin-specific proteases) có chức năng ức chế khối u ở bệnh ung thư đại tràng, 

phổi, khối u ác tính và đa u tủy [122]. Gen CYLD đã được nghiên cứu trên bệnh bạch 
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cầu lympho T cấp tính (Acute lymphoblastic leukemia-T-ALL) [123]. CYLD là một 

gen dài 60 kb trên nhiễm sắc thể 16q12.1 ở người (Genecards.org). Nó mã hóa cho 

một enzyme thioesterase có chiều dài 956 axit amin và chứa ba miền Cap-Gly để 

tương tác với các mục tiêu như NEMO trong con đường NF-κB [8, 14]. Nó có khả 

năng phân cắt các nhóm sulfhydryl este và cũng chứa miền xúc tác USP ở đầu C hoạt 

động trên dư lượng lysine cụ thể trong ubiquitin [124]. Hơn nữa, bộ ba Cys601, 

His871 và Asp889 trong miền phụ xoắn α1 của CYLD gây ra sự tấn công nucleophilic 

vào K63 của ubiquitin [124].  

Protein CYLD có ba miền bảo tồn protein-glycine liên kết tế bào (CAP-GLY) 

và miền xúc tác UCH với mô-típ kẽm. Các miền CAP-GLY kết hợp với các vùng giàu 

proline chịu trách nhiệm liên kết vi ống và protein đích, trong khi miền UCH làm 

trung gian cho quá trình khử gốc, và mô-típ kẽm cho phép tương tác vùng và gấp 

CYLD. CYLD có tính đặc hiệu cao đối với chuỗi ubiquitin K63 [124], tuy nhiên cũng 

đã được chứng minh là làm trung gian cho quá trình khử vi khuẩn K48 của các protein 

đích [125]. Các protein đích của CYLD bao gồm u lympho tế bào B3, Histone-

deacetylase 6, protein tương tác TRAF, yếu tố tăng trưởng-β-kinase kích hoạt 1, 

protein tương tác thụ thể 1, gen cảm ứng axit retinoic-1 và protein yếu tố liên kết với 

thụ thể TNF [126]. Thông qua quá trình khử gốc các protein tín hiệu này, CYLD đã 

được chứng minh là điều hòa các con đường tín hiệu chính bao gồm NF-κB, Wnt/β-

catenin [127]. Một số nghiên cứu khác cho rằng, chất ức chế khối u CYLD ức chế NF-

κB cũng như sự hoạt hóa con đường p38MAPK bằng cách loại bỏ một số phân tử tín 

hiệu điều hòa ngược của những con đường này, do đó ngăn chặn những con đường tín 

hiệu này [128]. Ngoài ra, CYLD đã được chứng minh là được điều hòa tiêu cực bởi 

các đường truyền tín hiệu của Notch [129] và Sonic Hedgehog [130] trong bệnh bạch 

cầu tế bào T và ung thư da, tương ứng. Tất cả các protein mục tiêu hiện được xác định 

của CYLD, nhiều protein là chất điều hòa tín hiệu của con đường NF-κB (TRAF, 

NEMO, TRIP, RIP1, TAK1 và Bcl-3). Do đó, người ta tin rằng sai lệch bộ gen 

của CYLD có thể làm thay đổi hoạt động tín hiệu NF-κB, cũng có thể góp phần vào 

sinh lý bệnh của hội chứng da CYLD và hình thành các khối u. 

CYLD chủ yếu được tìm thấy trong tế bào chất và không gian mỗi nhân của 

nhiều loại tế bào. Ngoài ra, CYLD xuất hiện ở mức độ thấp trong các tế bào soma, 

trong đó các tế bào miễn dịch biểu hiện nhiều hơn [131]. Không giống như các 
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deubiquitinase khác như A20, CYLD được biểu hiện một cách trưởng thành [132]. Sự 

điều hòa của cả phiên mã và dịch mã CYLD rất thay đổi, với nhiều cơ chế có sẵn, bao 

gồm phosphoryl hóa trực tiếp bởi kinase, điều trị bằng các chất ức chế caspase 

allosteric như zVAD, phân cắt protein, truyền thụ thể bên ngoài huyết thanh và sửa đổi 

tiếp theo thông qua kinase, kiểm soát bởi các yếu tố phiên mã khác và tương tác gen, 

và liên kết trực tiếp bởi miRNA [133]. Các loại oxy phản ứng (ROS) do thiếu huyết 

thanh hoặc các hóa chất tạo ra ROS như meniadone được chứng minh là điều hòa tiêu 

cực phiên mã của CYLD và các gen điều hòa tế bào khác trong dòng tế bào gan 

HepG2 trong khi nồng độ huyết thanh điều hòa CYLD thông qua hoạt động của 

MAPK [134]. Một đánh giá của Sun và nhóm nghiên cứu đã nêu chi tiết về cấu trúc, 

chức năng và sự điều hòa CYLD [129]. 

Đến nay, rất ít bằng chứng nói về sự điều hòa biểu hiện CYLD bởi các tác nhân 

dược lý, nhưng có thể gián tiếp điều hòa nồng độ CYLD bằng các tác nhân tác động 

lên các yếu tố điều hòa đối với CYLD, chẳng hạn như yếu tố đáp ứng huyết thanh 

(SRF) hoặc chất ức chế kinase. Bệnh lâm sàng do thiếu chức năng CYLD dẫn đến có 

thể được điều hòa bởi các tác nhân được biết là điều hòa giảm viêm, chẳng hạn như 

aspirin. Mức độ biểu hiện CYLD có thể tăng gián tiếp do sự ức chế allosteric của 

caspase 8 phân cắt CYLD bởi zVAD-FMK. Có thể xảy ra nhiều đột biến của CYLD, 

với các đột biến trong vùng xúc tác gây ra sự hủy bỏ hoạt động khử chất béo [135]. 

Không có tài liệu y tế báo cáo hiện tại nào về các đột biến lâm sàng biểu hiện quá mức 

CYLD. 

1.3.3.2 Mối liên quan giữa CYLD và NF-κB 

Giống với protein A20, CYLD điều hòa ngược con đường tín hiệu NF-κB, kiểm 

soát quá trình viêm và chống lại quá trình apoptosis [124]. Các nghiên cứu cho thấy 

DUB đóng vai trò quan trọng trong việc đảm bảo truyền tín hiệu và cân bằng nội môi 

thông qua việc kiểm soát chặt chẽ sự chết theo chu trình của tế bào và kích hoạt phân 

tử tín hiệu NF-κB. Thật vậy, CYLD có vai trò loại bỏ các chuỗi polyubiquitin K63 và 

M1 khỏi một loạt các protein tín hiệu NF-κB. Vai trò của CYLD trong việc kích thích 

khử một số protein tín hiệu NF-κB quan trọng, sự thiếu hụt CYLD dẫn đến kích hoạt 

NF-κB dẫn đến biểu hiện gen tiền viêm [136]. Ngoài ra, CYLD còn được biểu hiện 

chủ yếu trong hầu hết các loại tế bào, nhưng điều hòa phiên mã của nó phụ thuộc vào 

tín hiệu phân tử NF-κB [137] cũng như điều hòa giảm biểu hiện CYLD qua trung gian 
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miRNA đã được báo cáo trước đó [138]. Ở cấp độ protein, CYLD được phosphoryl 

hóa nhanh chóng để đáp ứng với TNF, LPS và các nguyên tố trên nhiều gốc trong một 

cụm serine giữa các axit amin 418 và 444, [133]. Bên cạnh các DUB như A20, CYLD 

đóng vai trò quan trọng trong việc kích hoạt hoặc ức chế con đường tín hiệu NF-κB 

còn có các DUB khác như USP10, USP11, USP21, USP15 và OTULIN cũng tham gia 

vào điều hòa tín hiệu phân tử này [93]. 

Vai trò chính của CYLD trong tế bào là điều hòa sự hoạt hóa qua trung gian 

TNFR của NF-κB. NF-κB được giữ dưới sự nén liên tục bởi IκB cho đến khi nó được 

phosphoryl hóa bởi IKK (chứa các tiểu đơn vị xúc tác có tên IKKα và IKKβ) [139]. 

Protein IKK có một tiểu đơn vị xúc tác được đặt tên là IKKγ, được polyubiquitin hóa 

theo kiểu liên kết K63 để ra hiệu cho nó phosphoryl hóa IκB, sau đó giải phóng p50 và 

p65 để chuyển vị vào nhân nơi chúng điều hòa quá trình phiên mã của các yếu tố gây 

viêm [139]. CYLD có thể khử chất béo NEMO, ngăn không cho nó gây ra quá trình 

phosphoryl hóa IκB, do đó làm mất tín hiệu [136, 140]. Vì NF-κB là một yếu tố phiên 

mã kiểm soát rất nhiều khía cạnh khác của cân bằng nội môi tế bào (apoptosis, viêm, 

tăng trưởng, v.v.), sự điều hòa của CYLD trên NF-κB trở thành một tín hiệu trung gian 

quan trọng cho hệ thống miễn dịch, sự phát triển và chết tế bào. 

1.3.3.3 CYLD điều hòa sự tăng sinh, biệt hóa và sự phát tín hiệu tế bào 

CYLD là một chất điều hòa chính của phản ứng viêm, đóng một vai trò quan 

trọng điều hòa sự tăng sinh và biệt hóa của tế bào. CYLD hoạt động dựa vào gen Plk1 

(Polo-Like Kinase 1) để điều hòa sự xâm nhập của tế bào HeLa vào quá trình nguyên 

phân [141]. Plk1 là chất ổn định chính của sự hình thành kinetochore và vi ống 

[142]. CYLD cũng có thể điều hòa sự phát triển vi ống trong tế bào Hela và CV1 bằng 

cách tương tác trực tiếp với tubulin thông qua miền Cap-Gly của nó [143]. Sự hình 

thành mạch được điều hòa bởi gen CYLD đối với sự di chuyển của các tế bào nội mô 

mạch máu, tế bào này phụ thuộc vào vi ống [138]. Sự hình thành thoi phân bào là một 

bước quan trọng trong chu kỳ tế bào và CEP192 (Protein trung thể của 192kD) tương 

tác trực tiếp với CYLD để hình thành thoi phân bào, điều này đã củng cố thêm bằng 

chứng về vai trò điều hòa của CYLD trong quá trình phân chia tế bào [86]. Các bằng 

chứng bổ sung cũng cho thấy sự tham gia của CYLD vào hoạt động của gen RhoA, 

JNK và Akt, là những chất điều hòa chính của sự tăng sinh [144]. Ung thư biểu mô tế 

bào đáy, một trong những bệnh ung thư phổ biến nhất ở người, đã được chứng minh là 
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điều hòa giảm bản sao CYLD do hoạt động của yếu tố phiên mã Snail, yếu tố này lần 

lượt được kích hoạt bởi gen GLI1 (Kruppel zinc finger) [145]. Sự điều hòa giảm này 

ảnh hưởng đến các tế bào ung thư, tế bào sừng bằng cách tăng sự sinh sôi của chúng, 

mà CYLD không còn có thể kiểm soát được nữa. Nó đã được chứng minh rằng yếu tố 

hạ nguồn Notch Hes-1 có thể ức chế biểu hiện CYLD để tăng hoạt động NF-κB trong 

tế bào chính của chuột T bệnh bạch cầu nguyên bào cấp tính [146]. Ức chế biểu hiện 

CYLD trong trường hợp này làm ảnh hưởng đến quá trình duy trì bệnh. Knockout 

CYLD trong tế bào khối u có thể ngăn chặn sự khử gốc liên kết K63 của Dvl 

(Disheveled), giúp tăng cường tín hiệu Wnt/β-catenin [147]. Vì con đường Wnt / β-

catenin điều hòa mạnh mẽ sự tăng sinh, hơn nữa CYLD tạo áp lực mạnh lên Dvl, do 

đó điều hòa sự tăng sinh tế bào một cách trực tiếp [129]. Dvl, đóng vai trò là một gen 

tăng sinh chính và cũng là nền tảng cho sự hình thành trục chính. Quá trình khử gốc 

Dvl qua trung gian CYLD có thể điều hòa sự hình thành trục chính bằng cả sự ổn định 

của các vi ống và bằng cách thúc đẩy sự hình thành phức hợp dynactin với Disheveled 

và NuMA (protein bộ máy phân bào) [148]. Rõ ràng, liên kết của protein bộ máy phân 

bào của nó trở nên thuận lợi hơn sau khi khử phản ứng, cho thấy một con đường tế bào 

quan trọng khác được điều hòa bởi CYLD. Kể từ khi phát hiện ra khả năng ubiquitin 

hoạt động của CYLD như một chất đánh dấu proteasomal và một hỗ trợ dẫn truyền tín 

hiệu, vai trò của nó trong nhiều con đường đã được nghiên cứu rộng rãi [149]. Vì sự 

chuyển hóa xung quanh liên kết với K63 là một bộ chuyển đổi tín hiệu tế bào quan 

trọng, nên về mặt logic việc loại bỏ ubiquitin cũng ảnh hưởng đến đường dẫn tín 

hiệu. Theo các bằng chứng nghiên cứu trước đây cho thấy, CYLD cũng có chức năng 

như một cơ quan điều hòa cơ bản của sự phát triển tế bào nhân thực [150]. 

1.3.3.4. Một số bệnh liên quan đến CYLD  

Căn bệnh nổi bật nhất gây ra bởi sự mất chức năng hoặc đột biến di truyền của 

CYLD là bệnh u vành khăn. Những khối u lành tính này phát triển nhiều từ các tuyến 

mồ hôi xung quanh đầu, mặt và cổ. Được gọi là hội chứng Brooke-Spiegler, biểu hiện 

kiểu hình của u xơ trụ di truyền đã được đề cập trong các tài liệu lâm sàng từ năm 

1982, với bài báo tiếng Anh đầu tiên được xuất bản 9 năm sau đó. Cũng có một số 

bằng chứng cho thấy CYLD là nguyên nhân gây ra bệnh Paget của xương, được đánh 

dấu bằng sự dễ gãy do sự biệt hóa của tế bào tủy xương bị ảnh hưởng [151]. Các 

nghiên cứu bệnh học thần kinh đã chỉ ra rằng CYLD tích tụ với mật độ cao sau synap 
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(PSD) và được cho là có liên quan đến việc loại bỏ K63 khỏi các protein PSD, ngăn 

cản quá trình điều hòa của chúng [152]. Sự tích tụ này có thể gây ra thoái hóa thần 

kinh [152]. CaM-KII (protein kinase II phụ thuộc calmodulin) làm trung gian cho việc 

tăng cường CYLD này trong não [153]. 

1.3.4 Protein Cezanne  

 Cezanne hay còn được gọi là protein OTUD7B được xác định có trình tự tương 

đồng với A20 [154]. Cũng giống như protein A20, Cezanne là một DUB thuộc họ 

OTU và nó điều hòa ngược con đường tín hiệu NF-κB.  

Nhóm nghiên cứu của David Komander đã phát hiện rằng họ OTU gồm các 

DUB (16 thành viên) cho thấy các đặc điểm liên kết riêng biệt [154]. Trong số đó, 

OTUD7B/Cezanne thể hiện tính đặc hiệu và hoạt tính rất cao đối với các chuỗi liên kết 

K11 [154]. Miền OTU xúc tác của Cezanne có liên quan chặt chẽ với miền của 

TRABID ưu tiên phân cắt polyubiquitin liên kết Lys63. Protein này chia sẻ miền xúc 

tác mở rộng 320-350 gốc so với các miền OTU khác (~150 Aa), và cấu trúc miền của 

các enzyme có chiều dài đầy đủ cũng tương tự. Cezanne phân cắt các liên kết Lys11 

với hoạt tính cao hơn đáng kể so với các chuỗi liên kết tuyến tính, Lys48- và Lys63. 

Điều này xác định Cezanne là DUB được mô tả đầu tiên với ưu tiên Lys11. 

Cezanne cũng liên quan đến tín hiệu NF-κB vì nó được điều hòa bởi yếu tố hoại 

tử khối u (TNF-α) [155]. Việc kích hoạt yếu tố phiên mã NF-κB bởi các cytokine như 

TNF-α dựa vào sự thay đổi ở khắp nơi của các protein tương tác với thụ thể bao gồm 

RIP1, dẫn đến kích hoạt các kinase xuôi dòng [156]. Sự biểu hiện quá mức của 

Cezanne dẫn đến việc khử tiết RIP, tuy nhiên, tác dụng ức chế này của Cezanne được 

cho là do hoạt động không đặc hiệu của nó chống lại các liên kết Lys48 và Lys63 

[155]. Tuy nhiên, các nghiên cứu gần đây đều cho thấy chất nền ưa thích của Cezanne 

là polyubiquitin liên kết Lys11 và loại chuỗi này cho đến nay không liên quan đến tín 

hiệu NF-κB. Ưu tiên liên kết Lys11 gợi ý rằng Cezanne có thể ổn định các chất điều 

hòa tiêu cực của tín hiệu NF-κB vì các liên kết Lys11 có thể hoạt động như các tín 

hiệu nhắm mục tiêu proteasomal. Tuy nhiên, cũng có thể là các liên kết Lys11 có thể 

có vai trò không phân hủy. Việc xác định các chất nền Cezanne mới sẽ cung cấp 

những hiểu biết sâu sắc hơn về vai trò của các liên kết Lys11 trong cơ thể sống. Điều 

quan trọng là phải hiểu được cơ sở phân tử tính đặc hiệu của Cezanne, và phân tích 
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thêm các OTU DUB cũng như các enzyme từ các họ DUB khác về tính đặc hiệu đối 

với chuỗi liên kết Lys11. 

Các nghiên cứu tiếp theo của nhóm này đã kết luận được một số cấu trúc tinh 

thể của Cezanne với chuỗi di-ubiquitin được liên kết thông qua K11, nhưng đáng chú 

ý là tầm quan trọng với tính đặc hiệu đó trong tế bào vẫn còn khó nắm bắt [157]. Tuy 

nhiên, đặc điểm liên kết ubiquitin cụ thể này của Cezanne là manh mối đầu tiên cho 

chức năng tế bào của nó. 

Cezanne điều hòa chu kỳ tế bào và chống lại quá trình ubiquitin của phức hợp 

APC/C (Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome- Phức hợp xúc tiến kỳ sau). Phức 

hợp APC/C là một enzyme ligase ubiquitin E3 có chức năng đánh dấu một số protein 

trong chu kỳ tế bào [158]. Khi protein Cezanne giảm biểu hiện dẫn đến các khiếm 

khuyết về quá trình phân bào, làm suy yếu sự tăng sinh tế bào. Cezanne được khuếch 

đại và biểu hiện quá mức trong nhiều bệnh ung thư, bao gồm các khối u ác tính ở vú, 

buồng trứng và tuyến tụy [158]. APC/C kích hoạt sự suy thoái của các chất điều hòa 

phân bào thông qua việc tạo ra các chuỗi liên kết K11 và Cezanne có thể đối kháng với 

quá trình này trên một số chất nền, do đó góp phần vào động học của sự thoái hóa. 

Điều quan trọng là Cezanne bị bất hoạt dẫn đến các khiếm khuyết phân bào làm suy 

giảm sự tăng sinh tế bào, tạo thêm vai trò của nó trong việc kiểm soát chu kỳ tế bào. 

Các nhà khoa học vẫn đang xác định xem Cezanne có các chức năng bổ sung và không 

phụ thuộc APC/C trong quá trình nguyên phân hay không. Tương tự như vậy, việc tạo 

hồ sơ của các chất nền phân bào do Cezanne kiểm soát sẽ cho phép chúng ta có được ý 

tưởng tốt hơn về sự đóng góp của nó đối với quá trình nguyên phân.  

Cezanne có liên quan đến sinh học ung thư vì trình tự 93 kb chứa Cezanne được 

chứng minh là được nhân đôi trong bệnh bạch cầu nguyên bào lympho cấp tính và ung 

thư hạch Burkitt. Cezanne đóng vai trò quan trọng trong việc dự đoán, cũng như sự 

phát triển của khối u. Bên cạnh đó, Cezanne còn là dấu ấn sinh học tiềm năng cần cho 

sự sống của bệnh nhân ung thư biểu mô tế bào gan [159]. Đáng chú ý, Cezanne và 

USP21 cùng nằm trên nhiễm sắc thể 1q và cả hai đều được khuếch đại thường xuyên 

và biểu hiện quá mức trong nhiều bệnh ung thư bao gồm các khối u ác tính ở vú, 

buồng trứng và tuyến tụy. Cezanne còn được thể hiện cao trong cả ung thư biểu mô 

vảy phổi, ung thư biểu mô tuyến và liên hệ với tiên lượng xấu hơn. 

https://vi.wikipedia.org/wiki/Enzym
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Ligase_ubiquitin&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/wiki/Chu_k%E1%BB%B3_t%E1%BA%BF_b%C3%A0o
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1.3.5 Tình hình nghiên cứu trong và ngoài nước bệnh tăng hồng cầu vô căn 

1.3.5.1 Tình hình nghiên cứu vai trò của gen DUB và tín hiệu phân tử liên quan của 

bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn trên người Việt Nam 

Ở Việt Nam, các nghiên cứu mới chỉ dừng lại chủ yếu ở phần mô tả dịch tễ, 

chẩn đoán và điều trị bệnh THCVC. Bộ Y Tế đã ban hành hướng dẫn chẩn đoán và 

điều trị một số bệnh lý huyết học theo Quyết định số 1494/QĐ-BYT ngày 22/04/2015 

bệnh THCVC. Tại đây, bệnh THCVC cũng được nhắc đến thuộc hội chứng tăng sinh 

tủy mạn ác tính và cơ chế bệnh sinh do đột biến JAK2 V617F hoặc JAK2 exon 12 

[160]. Quyết định gần đây nhất của Bộ Y Tế số 1832/QĐ-BYT ngày 01 tháng 07 năm 

2022 về việc ban hành tài liệu chuyên môn hướng dẫn chẩn đoán và điều trị một số 

bệnh lý huyết học cũng yêu cầu việc chẩn đoác bệnh THCVC phải có đột biến gen 

JAK2 V617F hoặc JAK2 exon 12 [161]. Trong một bài báo trên tạp chí Y Học Thành 

phố Hồ Chí Minh năm 2013 đã tiến hành khảo sát đột biến JAK2V617F trên bệnh 

nhân THCVC nguyên phát, nghiên cứu này đã xác định được các đặc điểm về huyết 

học, tỷ lệ đột biến JAK2V617F trên bệnh nhân THCVC nguyên phát trên 30 bệnh 

nhân THCVC nguyên phát có độ tuổi trung bình là 53 [162].  

Nghiên cứu trước đây của chúng tôi xác định mức độ biểu hiện của một số gen 

kiểm soát miễn dịch như Klotho, LAG3, CTLA4 và PD1 giảm ở bệnh nhân THCVC đã 

chỉ ra rằng hệ miễn dịch đối kháng ở bệnh nhân này chưa hoạt động [163]. Ngoài ra 

chưa có nghiên cứu nào về vai trò của nhóm gen mã hóa DUB và một số tín hiệu phân 

tử liên quan trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn. 

1.3.5.2 Tình hình nghiên cứu vai trò của gen DUB và tín hiệu phân tử liên quan trên 

bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn trên thế giới 

Bệnh THCVC là một trong những bệnh thuộc nhóm tăng sinh tủy đặc trưng bởi 

sự rối loạn quá trình sản sinh máu. Nghiên cứu về các gen điều hòa và tín hiệu phân tử 

liên quan trên bệnh nhân THCVC trên thế giới vẫn còn rất hạn chế. Năm 2017, Yu-

Cheng Chang và cộng sự đã báo cáo đột biến Soma và Germline ở 2 bệnh nhân 

THCVC bằng phương pháp giải trình tự gen thế hệ mới trên tổng số 30 bệnh nhân 

[164]. Báo cáo dịch tễ tại Hoa Kỳ năm 2014 cho thấy có 148.000 người đang mắc 

bệnh THCVC với tỷ lệ rơi vào khoảng 2,5-10 người trên một trăm nghìn dân [165]. 

Bệnh THCVC là bệnh có tỷ lệ mắc và sống sót sau 5 năm phụ thuộc vào độ tuổi. Ở 
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Châu Âu, số liệu thống kê từ những năm 1995 đến 2002 cho thấy, tỷ lệ sống sau 5 năm 

của THCVC là 84,8% (81,5–87,5%) và tỷ lệ sống sót tương đối giảm xuống còn 

79,4% ở những người 70 tuổi [4]. Nghiên cứu về đột bến gen JAK2 trên exon 12 trong 

bệnh THCVC đã xác định được 4 đột biến soma tăng chức năng ảnh hưởng đến JAK2 

exon 12 ở 10 bệnh nhân âm tính với V617F. Nghiên cứu này đã chỉ ra rằng những 

người có đột biến JAK2 exon 12 có biểu hiện tăng hồng cầu riêng biệt và có hình thái 

tủy xương đặc biệt và trong đó một số người có biểu hiện giảm erythropoietin, 

hormone này kích thích sản xuất hồng cầu trong tủy xương [166].  

Năm 2013, nghiên cứu của Misa Imai và cộng sự đã báo cáo đột biến CARL 

mới (mất và chèn ở exon 9) và JAK2 ở bệnh tăng tiểu cầu nguyên phát. Trong tăng tiểu 

cầu nguyên phát, đột biến gen CALR có mức độ huyết sắc tố và số lượng bạch cầu thấp 

hơn, số lượng tiểu cầu cao hơn và khả năng sống sót tốt hơn so với đột biến trên gen 

JAK2 [18]. Cho đến nay, tất cả các đột biến CARL được tìm thấy trong tăng sinh tủy 

đều liên quan đến exon 9. Đột biến gen CALR hiếm khi xuất hiện ở bệnh THCVC còn 

đột biến gen MPL thì gần như không có. Trong một bài tổng quan về bệnh THCVC 

năm 2021 đã nói rằng sau khi mô tả các đột biến JAK2, MPL và CALR các tiêu chuẩn 

chẩn đoán cho bệnh THCVC đã được sửa đổi và bổ sung làm cho việc xác định các 

giai đoạn sớm của bệnh là rất khả thi. Những chỉ số xét nghiệm để xác định bệnh nhân 

có nguy cơ mắc bệnh đã được điều chỉnh và chúng chủ yếu dẫn đến các hướng điều trị 

nhất định. Do vậy, điều trị bệnh THCVC chủ yếu tập trung vào giảm nguy cơ tăng 

huyết khối, kiểm soát tăng sinh tủy và quản lý các biến chứng liên quan [167]. 

 Các nghiên cứu trong phòng thí nghiệm kiểm tra vai trò di truyền bệnh của đột 

biến JAK2 được nhấn mạnh bởi nguồn gốc của nó ở cấp độ tế bào gốc và việc chứng 

minh rằng sự kích hoạt tín hiệu JAK-STAT cao hơn THCVC đột biến JAK2 ở chuột 

[5, 12, 13]. Năm 2016. Tổ chức Y tế thế giới WHO đã thảo luận chuyên sâu về phân 

loại và chẩn đoán đối với bệnh MPN. Trong đó bệnh MPN được phân loại thành các 

bệnh như bệnh bạch cầu dòng tủy mãn tính, bệnh bạch cầu đa nhân trung tính, bệnh đa 

hồng cầu (THCVC), bệnh xơ hóa tủy nguyên phát (PMF), bệnh tăng tiểu cầu tiền phát 

(ET), bệnh bạch cầu tăng bạch cầu ái toan mãn tính và không thể phân loại (MPN-U); 

[168]. 

 Đến nay, chưa có nghiên cứu nào trên thế giới kiểm tra về vai trò của gen DUB 

và tín hiệu phân tử liên quan của bệnh nhân THCVC. Tuy nhiên đã có nhiều nghiên 
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cứu chứng minh rằng Otubain-1 điều hoà các con đường quan trọng trong sự phát triển 

và tiến triển của nhiều bệnh ung thư khác nhau. Otubain-1 liên quan đến các con 

đường tín hiệu như kích hoạt tín hiệu RAS trong ung thư phổi [169], ức chế thụ thể 

estrogen [118], khử FOXM1 trong ung thư biểu mô tuyến vú và buồng trứng [119] và 

khả năng truyền tín hiệu và di chuyển của TGFb [120] và nhiều con đường khác. Từ 

đó hứa hẹn Otubain-1 được dự đoán tham gia vào điều hòa tín hiệu phân tử trên bệnh 

nhân THCVC. 
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CHƯƠNG 2: VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1  Vật liệu nghiên cứu 

2.1.1 Đối tượng và tiêu chuẩn lựa chọn bệnh nhân 

2.1.1.1 Đối tượng 

Đối tượng nghiên cứu là 88 bệnh nhân đã được chẩn đoán xác định mắc bệnh 

THCVC và 55 người khỏe trên lâm sàng và cận lâm sàng tại Viện Huyết học và 

Truyền máu Trung ương, Bệnh viện Quân Y 103, Hà Nội và Phòng khám Đa khoa 103 

Quốc Oai có trong khoảng độ tuổi là 58.7 (19-81) (danh sách bệnh nhân và người khỏe 

được liệt kê ở phụ lục I). Trong đó 77 mẫu máu bệnh nhân đạt tiêu chuẩn sử dụng 

nghiên cứu và 11 mẫu không đạt. Các bệnh nhân tham gia nghiên cứu là bệnh nhân 

mới phát hiện mắc bệnh THCVC và chưa được điều trị. Bệnh nhân được lấy máu tĩnh 

mạch, cho vào ống chứa chất chống đông EDTA với hàm lượng 1,5 mg/ml. Quy trình 

lấy máu đảm bảo vô trùng tuyệt đối và bảo quản ở -20℃ cho đến khi tách chiết DNA. 

Nghiên cứu được thực hiện trong khoảng thời gian từ tháng 12 năm 2018 đến 

tháng 02 năm 2022 tại Viện Nghiên cứu hệ gen và Học viện Quân y. 

PBMC được phân lập từ máu ngoại vi của các tình nguyện viên với thể tích mỗi 

mẫu là 150 ml. Các tình nguyện viên đã được khám lâm sàng và làm các xét nghiệm 

cận lâm sàng tại Bệnh viện Huyết học Truyền máu Trung Ương để đảm bảo đủ điều 

kiện đáp ứng nghiên cứu. Tất cả bệnh nhân và tình nguyện viên đã ký văn bản đồng ý 

tham gia nghiên cứu.  

2.1.1.2 Tiêu chuẩn chẩn đoán bệnh tăng hồng cầu vô căn 

Các tiêu chuẩn chẩn đoán bệnh tăng hồng cầu vô căn như sau: 

 Hb > 185 G/L (nam), > 165 G/L (nữ) hoặc Hb > 170 G/L ở nam, > 150 G/L 

ở nữ nếu kết hợp với Hb tăng bền vững  ≥ 20 G/L so với bình thường mà 

không phải do điều trị chế phẩm sắt, hoặc tăng thể tích khối hồng cầu toàn 

thể > 25% trị số bình thường; 

 Có đột biến gen JAK2V617F. 

 Sinh thiết tủy xương: tủy giàu tế bào, tăng sinh ba dòng tế bào đặc biệt là 

tăng sinh và loạn sản dòng mẫu tiểu cầu, đôi khi kèm theo xơ hoá tủy; 
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 Nồng độ erythropoietin huyết thanh giảm; 

 Tạo cụm EEC (endogenous erythroid colony) khi nuôi cấy cụm tế bào tủy 

không dùng chất kích thích sinh hồng cầu. 

 Chẩn đoán xác định đa hồng cầu nguyên phát khi có cả 2 tiêu chuẩn chính 

và 1 tiêu chuẩn phụ hoặc tiêu chuẩn chính số 1 và 2 tiêu chuẩn phụ. 

 Nhiễm sắc thể Ph: âm tính. 

2.1.1.3 Tiêu chuẩn loại trừ 

 Loại bỏ các đối tượng bệnh nhân không có đầy đủ các thông tin lâm sàng  

 Bệnh nhân đang bị nhiễm khuẩn huyết. 

 Loại bỏ những bệnh nhân gia đình người bệnh không đồng ý tham gia 

nghiên cứu 

 Loại trừ bệnh nhân không có hồ sơ nghiên cứu của người bệnh đầy đủ 

2.1.1.4 Tiêu chuẩn lựa chọn 

a. Tiêu chuẩn chính 

 Hemoglobin > 165 g/l đối với nam và > 160 g/l đối với nữ hoặc hematocrit > 

0,49 l/l đối với nam và > 0,48 l/l đối với nam hoặc tăng thể tích khối hồng cầu 

toàn thể > 25% trị số bình thường. 

 Kết quả xét nghiệm mô bệnh học tủy xương cho thấy tình trạng tăng mật độ tế 

bào với sự tăng sinh cả 3 dòng tế bào tủy trong đó chủ yếu là dòng hồng cầu, 

tăng sinh bạch cầu hạt và mẫu tiểu cầu. Tuy nhiên, nếu bệnh nhân có tăng hồng 

cầu kéo dài với mức độ Hemoglobin > 185 g/l đối với nam và 165 g/l đối với 

nữ thì tiêu chuẩn này không bắt buộc. [161] 

 Có đột biến JAK2 V617F hoặc JAK2 exon 12. 

b. Tiêu chuẩn phụ 

- Nồng độ erythropoietin huyết thanh giảm. 

- Chẩn đoán xác định đa hồng cầu nguyên phát khi có cả 3 tiêu chuẩn chính hoặc 2 

tiêu chuẩn chính số 1, 2 và tiêu chuẩn phụ. [161] 

2.1.1.5 Thống kê sinh học 



43 

 

Cỡ mẫu được tính theo công thức: 

 [Z(1-α/2) √2P(1-P) + Zβ√[P1(1-P1) + P2(1-P2)]2 

n1= n2=  

 (P1 – P2)2 

n1: Cỡ mẫu nhóm nghiên cứu (NNC), n2: Cỡ mẫu nhóm đối chứng (NĐC), Z1-

α/2: Hệ số tin cậy 95% ( = 1,96), Zβ: Lực mẫu (= 1,645), P1: Tỷ lệ bệnh nhân nhóm 

nghiên cứu: Ước lượng là 95%, P2: Tỷ lệ bệnh nhân nhóm đối chứng: Ước lượng là 

95%, P = P1 + P2/2=0,59+0,55=0,725; kết quả tính toán cỡ mẫu nhón n1 = n2 = 39,5. 

Như vậy, mỗi nhóm ít nhất phải là ≥ 40 bệnh nhân [170]. 

2.1.2 Dụng cụ, trang thiết bị 

Các trang thiết bị, máy móc thực hiện trong nghiên cứu này thuộc Viện Nghiên 

cứu hệ gen, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam và Học viện Quân Y. 

Các thiết bị sử dụng chính bao gồm: Máy giải trình tự (Applied Biosystems - Life 

Technologies); Máy Flow cytometry (FACSAria Fusion, BD Biosciences, Mỹ); Máy 

điện di tự động (Agilent Technologies); Máy soi gel & chụp ảnh Gel-Doc (UVP, Mỹ) ; 

Bộ điện di (Bio-RAD, Mỹ); Máy Real time PCR  (Roche, Mỹ); Máy đọc ELISA 

(Biotek, Mỹ); Tủ ấm CO2 (ThermoFisher Scientific Forma); Tủ lạnh -30oC, -80oC, 

(Angelantoni, Ý); Máy đo quang phổ DU 730 (Beckman, Đức); Máy ly tâm lạnh 

Eppendorf (Eppendorf, Đức); Máy block nhiệt (Eppendorf, Đức) ; Bộ pipets 

(Eppendorf, Đức); Máy Vortex M52 (IKA, Đức); Máy khuấy từ gia nhiệt model RCT 

(IKA, Đức); Máy PCR Mastercycler pro S (Đức) và các thiết bị chuyên dụng khác. 

2.1.3 Hóa chất sử dụng 

Hóa chất sử dụng trong nghiên cứu được cung cấp bởi các hãng có uy tín và 

được liệt kê sau đây: 

*Hóa chất tách chiết DNA tổng số từ máu: Sử dụng bộ kit thương mại QIAmp 

DNA Maxi Kit (QIAGEN). 

* Hóa chất điện di: agarose của Affymetrix, Cleveland, Mỹ; Dung dịch TAE 

1X; Loading Buffer 6X; Ethidium bromide (Thermo). 
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* Hóa chất thực hiện kỹ thuật PCR: Taq 2X Master Mix của New England 

Biolab, Mỹ; dNTPs, nước cất hai lần khử ion và DMSO bioWORLD, Mỹ; Các đoạn 

mã mồi đặt tại công ty Phù Sa, Cần Thơ, Việt Nam. 

*Hóa chất đếm dòng chảy tế bào và ELISA miễn dịch tế bào: FACS buffer 

(PBS plus 0.1% FCS), FACSAria Fusion, BD Biosciences, CD45, CD19, CD3, CD4, 

CD8α, CD11b, CD25, CD40, CD44 và CD86 (hãng eBioscience và LS Bio) nồng độ 

10 µg/mL. Kít ELISA (BioLegend) các cytokine TNF-α, IL-12p70, IL-6 và IL-1β, 

CA125. 

*Hóa chất silience RNA và tách chiết RNA tổng số: A20 siRNA, OTUB1 siRNA 

và siRNAs đối chứng ((siRNA được thiết kế trước từ hãng Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA), Lipofectamine RNAiMAX Reagent (Invitrogen), PBS, TRIzol™ 

Plus RNA Purification Kit (Invitrogen),  

* Hóa chất nuôi cấy tế bào: (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare Life Sciences) 

using Hank's buffer (Gibco), PBS, RPMI 1640 medium (Gibco), FBS, L-glutamine 

(Gibco), Antibiotic-Antimycotic Solution (Sigma), and MEM NEAA (Gibco), 

lipopolysaccharide (LPS) từ Escherichia coli (1µg/mL, Sigma) 



45 

 

2.2 Sơ đồ thí nghiệm 

 

Hình 2.1. Sơ đồ thí nghiệm thứ nhất- các tế bào PBMC được sử dụng để xác định vai 

trò của một số gen liên quan 
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Hình 2.2. Sơ đồ thí nghiệm thứ hai- các tế bào PBMC được nuôi cấy và phơi nhiễm 

với LPS 

2.3 Phương pháp nghiên cứu  

2.3.1 Xét nghiệm sinh hóa máu 

Mẫu máu tổng số được thu thập để làm các xét nghiệm trong phòng thí 

nghiệm và định lượng tổng số cholesterol (TC) chất béo trung tính, cholesterol 

lipoprotein tỷ trọng thấp (LDL-C), cholesterol lipoprotein tỷ trọng cao (HDL-C), 

alanine aminotransferase (ALT), aspartate transaminase (AST) , creatinin và ure. 

Không có cá nhân nào trong quần thể đối chứng dùng bất kỳ loại thuốc nào hoặc 
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mắc bất kỳ bệnh cấp tính hoặc mãn tính nào đã biết. Tất cả bệnh nhân và tình 

nguyện viên đã đồng ý bằng văn bản để tham gia vào nghiên cứu. 

2.3.2 Tách huyết tương 

Để tách chiết và bảo quản huyết tương dùng cho thí nghiệm ELISA, các mẫu 

máu được ly tâm ở 3000 rpm trong vòng 10p ở nhiệt độ phòng để phân pha. Bỏ phần 

dịch đỏ ở phía dưới, thu phần dịch có màu vàng nhạt trong ở phía trên là huyết tương 

cần cho xét nghiệm. Mẫu huyết tương cần được giữ tươi và sạch và lưu trữ ở 4oC (có 

thể bảo quản lên đến 2 ngày) hoặc ở -20oC sẽ bảo quản đến khi làm thí nghiệm (có thể 

bảo quản lên đến 2 năm). 

2.3.3 Tách chiết DNA và RNA  

2.3.3.1 Tách chiết DNA tổng số và bảo quản DNA tổng số từ máu 

Mẫu máu ngoại vi (2 ml mỗi cá thể) được thu vào ống chứa máu EDTA và lưu 

giữ ở -20℃ cho đến khi sử dụng. Các mẫu sau khi tiếp nhận đã được mã hóa sau đó 

tách chiết DNA tổng số bằng kít GeneJET. Đầu tiên tiến hành chuẩn bị 20 μl 

proteinase K (20 mg/ml) trong ống Eppendorf 1,5 ml. Bổ sung 200 μl máu và 20 μl 

RNase (20 mg/ml). Hỗn hợp được trộn đều bằng máy vortex, spin nhanh và ủ ở nhiệt 

độ phòng trong 2 phút. Sau đó thêm 200 μl BL buffer vào hỗn hợp và trộn đều, hỗn 

hợp được ủ ở 56℃ trong 10 phút. Bổ sung 200 μl ethanol 100% và trộn đều hỗn hợp 

sau đó spin nhẹ, chuyển hỗn hợp lên cột tách chiết đặt trong ống thu và ly tâm với tốc 

độ 8000 rpm trong 60 giây. Chuyển cột sang ống thu mới và thêm 600 μl BW buffer, 

ly tâm ở 8000 rpm trong 60 giây. Sau đó bỏ dịch trong ống thu, đặt lại cột vào ống thu 

và tiếp tục ly tâm 7000 rpm trong 2 phút để làm khô cột. Chuyển cột sang ống 

Eppendorf 1,5 ml mới và thêm 70 μl TE buffer ở đã ủ 56℃ vào đáy cột, để cho đệm 

thấm đều và ủ ở nhiệt độ phòng trong 3 phút. Tiếp tục ly tâm ở 10.000 rpm trong 1 

phút để thu mẫu. DNA lúc này thu được hòa tan trong đệm TE buffer sau khi đi qua 

cột ở bước ly tâm cuối cùng. Mẫu DNA tổng số thu được kiểm tra bằng điện di trên 

agarose 0,8% và đo nồng độ, sau đó đem lưu trữ ở -20℃. 

2.3.3.2 Tách chiết RNA tổng số 

RNA được tách chiết từ tế bào PBMC thu được từ 2ml mẫu máu ngoại vi từ 

bệnh nhân THCVC và người khỏe bằng Trizol theo hướng dẫn của hãng Invitrogen. 
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RNA được tách chiết bằng Trizol theo hướng dẫn của hãng Invitrogen. Để loại bỏ 

DNA và tạp chất, bổ sung 1 ml Trizol vào ống chứa tế bào (2 x 106 TB), đảo nhẹ 

nhàng. Tiếp tục bổ sung 200 µl chloroform lạnh, đảo nhẹ nhàng và ly tâm 13.000 

rpm/10 phút/ 4℃. Sau đó bổ sung 400 µl isopropanol lạnh đảo đều bằng tay, ly tâm tại 

điều kiện 13.000 rpm/10 phút/4℃ sau đó loại bỏ dịch. Bổ sung 500 µl ethanol 75% 

lạnh, đảo nhẹ và tiếp tục ly tâm 13.000 rpm/10 phút/ 4℃, loại bỏ dịch. Bổ sung 50 µl 

đến 100 µl nước DEPC để thu hồi RNA. Sau đó, mẫu được bảo quản ở -80℃ để làm 

các thí nghiệm tiếp theo. Chất lượng của RNA tổng số được đánh giá qua máy quang 

phổ Eppendorf định lượng RNA Biospectrometer của Đức và điện di trên gel agarose 

2%. 

2.3.4 Khuếch đại gen (PCR) 

2.3.4.1 Thiết kế mồi cho phản ứng PCR và giải trình tự gen  

Đề tài đã sử dụng phần mềm Primer 3 để thiết kế các cặp mồi đặc hiệu. Cặp 

mồi nhân vùng gen được thiết kế dựa trên trình tự nhân chuẩn của các gen JAK2, A20, 

CYLD và Cezanne có nguồn gốc từ người có mã số lần lượt là NM_004972.4, 

NM_001378743.1, NM_001270508.2 và NM_020205.4 trong ngân hàng GenBank. 

Thông tin mồi được ghi chi tiết trong Bảng 2.1. 

Bảng 2.1. Các cặp mồi đặc hiệu cho phản ứng PCR 

Mồi Trình tự -F 5’- 3’ Trình tự -R 5’- 3’ Kích thước 

JAK2 5’TCCTCAGAACGTTG

ATGGCAG 3’ 

5’ATTGCTTTCCTTTTTC

ACAAGAT 3’ 

453 bp 

CYLD 5’TAAGGTCTTGTGCC

TGAGCA 3’ 

5’TTCTTTGGCAGCAGA

AATCC 3’ 

546 bp 

A20 5’TGAGCTAATGATGT

AAAATCTTGTG 3’ 

5’AGGAGGCCTCTGCTG

TAGTC 3’ 

731bp 

Cezanne 5’GCCTCCTGCATCAA

CTTCCT 3’ 

5’TCAGAGGACAGTGG

GATCCA 3’ 

600 bp 

*Phương pháp PCR 

Tổng phản ứng là 25 µl bao gồm 20 ng DNA genome, 0,4 pM mồi mỗi loại, và 

12,5 µl Taq 2X Master Mix (New England Biolab, Ipswich, MA) (Bảng 2.2). 

Quá trình khuếch đại được thực hiện trong các điều kiện sau đây: Giai đoạn 

biến tính ban đầu là 2 phút ở 95°C, tiếp theo là 35 chu kỳ của giai đoạn biến tính ở 
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95°C trong 30 giây; nhiệt độ gắn mồi đặc hiệu cho mỗi mồi trong 30 giây; 68°C trong 

30 giây đến 1 phút và bước cuối cùng ở 68°C trong 5 phút. 

Bảng 2.2. Thành phần phản ứng PCR 

Thành phần Thể tích (µl) 

Taq 2X Master Mix 12,5 

Mồi xuôi (10pM/ µl) 1,0 

Mồi ngược (10pM/ µl) 1,0 

DNA (20 ng/µl) 1,0 

Nước cất 9,5 

Tổng 25,0 

Sản phẩm PCR được phát hiện bằng điện di trên gel agarose 1,2 % có nhuộm 

Ethidium bromide và quan sát dưới ánh sáng UV. 

* Tinh sạch sản phẩm PCR 

Sản phẩm PCR được tinh sạch bằng kit GeneJET của hãng Thermo theo hướng 

dẫn của nhà sản xuất.  

2.3.5 Giải trình tự gen bằng kỹ thuật Sanger và phân tích dữ liệu 

Đọc giải trình tự các cặp mồi trong bảng 2.1. Khuôn dùng cho phản ứng PCR 

này là sản phẩm PCR đặc hiệu đã tinh sạch, sau khi tinh sạch sản phẩm PCR giải trình 

tự, các đoạn DNA được điện di mao quản trên máy giải trình tự ABI 3500 Genetic 

Analyzer. Tín hiệu được ghi tự động, lưu trữ và phân tích trên máy tính. 

* PCR cho giải trình tự gen 

Sản phẩm PCR tinh sạch sẽ được sử dụng làm khuôn cho phản ứng PCR sử 

dụng bộ kit BigDye Terminator V3.1 theo hai chiều xuôi và ngược cho mỗi đoạn cần 

đọc. Mỗi phản ứng PCR cho giải trình tự gen bao gồm: 1 µl BigDye sequencing 

Buffer 5X, 1 µl mồi xuôi hoặc mồi ngược 1,6 pM/µl, 1 µl Big Dye, 2 µl DNA đã được 

tinh sạch, 5.5 µl nước khử ion vô trùng.  

Kỹ thuật PCR cho giải trình tự gen được tiến hành trên máy luân nhiệt (MJ 

Research) với chu trình nhiệt như sau: biến tính ban đầu với 96°C trong vòng 1 phút, 

tiếp theo là 25 chu kỳ của sự biến tính ở 96°C trong 10 giây; 50°C trong 5 giây; 60°C 

trong 4 phút. Giảm nhiệt nhanh đến 4°C và giữ cho đến khi sử dụng. 
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Bảng 2.3. Thành phần phản ứng PCR giải trình tự 

Thành phần Thể tích 

Sản phẩm PCR 4 

Mồi (1,7 pmol/ul) 1 

BigDye Terminator Master Mix (2.5X) 4 

BigDye Terminator 5X Sequencing Buffer (5X) 2 

Nước khử ion 9 

Tổng 20 µl/phản ứng 

* Tinh sạch sản phẩm PCR cho giải trình tự gen  

Sản phẩm PCR Sequencing sau phản ứng được tinh sạch lấy DNA theo quy 

trình như sau: Các mẫu trong đĩa tinh sạch được trộn đều bằng vortex và sau đó spin 

lắng mẫu. Thêm 2,5 μl EDTA 125 mM vào mỗi giếng và gõ nhẹ cho dung dịch trộn 

đều vào nhau. Bổ sung 60 μl ethanol 100% vào mỗi giếng, trộn đều bằng vortex trong 

5 giây sau khi đã dán kín mặt đĩa tinh sạch. Đĩa mẫu được ly tâm với tốc độ 3000 rpm 

trong 30 phút ở 4℃, lúc này DNA kết tủa bám vào đáy giếng. Bỏ băng dính trên mặt 

đĩa và đổ bỏ dung dịch trong đĩa lên giấy thấm bằng cách úp ngược đĩa. Bổ sung 60 μl 

ethanol 80% vào mỗi giếng và dán đĩa lại, không trộn cồn trong giếng ở bước này. Ly 

tâm đĩa đựng mẫu với tốc độ 3000 rpm ở 4℃ trong 30 phút. Tiếp tục đổ bỏ dung dịch 

trong đĩa bằng cách úp ngược, sau đó ly tâm nhanh đĩa mẫu để loại bỏ hoàn toàn cồn 

trong các giếng mẫu. Làm khô đĩa mẫu bằng máy cô quay chân không trong 5 phút ở 

nhiệt độ phòng.  

Lúc này sản phẩm tinh sạch có thể được giữ lạnh ở 4℃ và tránh ánh sáng cho 

tới khi biến tính và giải trình tự. 

* Biến tính sản phẩm PCR và điện di mao quản trên máy giải trình tự 

* Biến tính mẫu: Bổ sung 10 μL Hi-Di vào từng mẫu. Sau đó trộn đều mẫu. 

Tiếp theo mẫu được biến tính bằng máy PCR ở 95°C trong 2 phút trước khi làm lạnh 

nhanh bằng đá.  

* Mẫu đã sẵn sàng cho giải trình tự và chạy điện di mao quản trên máy giải 

trình tự gen ABI 3500 Gentic Analyzer: Các nucleotid trên đoạn gen sẽ được biểu hiện 

bằng các đỉnh (peak) với 4 màu tương đương với 4 loại nucleotid A, T, G, C. Tinh 
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sạch sản phẩm PCR cho sequencing. Sau khi PCR cho giải trình tự, 3 µl EDTA và 60 

µl ethanol 100% được bổ sung vào sản phẩm PCR, tiếp theo tiến hành ly tâm 3000 

rpm trong 30 phút ở 4ºC và sau đó DNA kết tủa được sấy khô ở nhiệt độ phòng trong 

15 phút. Sử dụng phần mềm Bioedit được để phân tích các kết quả giải trình tự từ máy 

giải trình tự tự động. Trình tự nucleotide của các mẫu nghiên cứu được so sánh với 

trình tự tham chiếu bằng phần mềm BioEdit để xác định nucleotide tại vị trí quan tâm. 

Để xác định có phải là biến thể mới hay không, các biến thể thu được tiến hành lọc 

trong cơ sở dữ liệu NCBI SNP (dbSNP) và Ensembl. Đánh giá trạng thái cân bằng 

quần thể Hardy-Weinberg của mỗi biến thể được tiến hành thông qua phần mềm 

(http://www.husdyr.kvl.dk/htm/kc/popgen/genetik/applets/kitest.htm) và 

(http://courses.atlas.illinois.edu/spring2016/STAT/STAT200/pchisq.html). Sử dụng 

công cụ như Polyphen-2, UCSC để dự đoán chức năng của các biến thể mới. 

2.3.6 Tổng hợp cDNA 

Mẫu cDNA được tổng hợp từ RNA tổng số bằng cách lấy 1 µg RNA tổng số 

pha loãng vào nước cất DEPC thành 12,5 µl. Sau đó thêm 1 µl oligo-dT primer (500 

µg/ml, Invitrogen) và ủ ở nhiệt độ 70℃ trong 2 phút. Cho thêm vào ống đựng mẫu 2 

µl 10x reaction buffer (Biolabs), 1 µl dNTP mix (dATP,dCTP, dGTP, dTTP, 10 mM 

mỗi loại), 0,5 µl chất ức chế Rnase (Roche), 0,1 µl enzyme phiên mã ngược M-MuLV 

(Biolabs) và 2,9 µl nước cất DEPC. Mẫu được trộn đều sau đó ủ ở 42℃ trong 1 tiếng. 

Để dừng phản ứng tổng hợp cDNA, các mẫu được ủ ở 94℃ trong 5 phút và dự trữ ở -

80℃. 

2.3.7 Real-Time PCR 

 Realtime PCR là kỹ thuật nhân bản ADN đích có trong ống nghiệm thành 2n 

bản sao dựa vào các chu kỳ nhiệt và kết quả khuếch đại trong ống phản ứng được hiển 

thị cùng lúc với phản ứng khuếch đại xảy ra. Các thuật ngữ đường nền (baseline), 

ngưỡng (threshold), chu kỳ ngưỡng (cycle threshold – Ct), đường chuẩn (standard 

curve) và hệ số tương quan (R) được dùng để đọc kết quả phản ứng real-time PCR. 

Sau khi kết thúc chương trình chạy, tất cả các kết quả được hiển thị lên màn hình. Tiến 

hành kiểm tra các đường chuẩn và mẫu đối chứng âm như sau: 

http://www.husdyr.kvl.dk/htm/kc/popgen/genetik/applets/kitest.htm
http://courses.atlas.illinois.edu/spring2016/STAT/STAT200/pchisq.html
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+ Nếu đạt yêu cầu (theo hướng dẫn của kit sử dụng hoặc theo kết quả lý thuyết 

đã tối ưu) thì tiếp tục phân tích các mẫu khác theo kết quả thu được. 

+ Nếu không đạt yêu cầu (mẫu chuẩn không có tín hiệu huỳnh quang, mẫu đối 

chứng âm bị nhiễm thành dương tính….) thì không đủ cơ sở để phân tích các mẫu 

khác. Trong trường hợp này phải lặp lại xét nghiệm sau khi đã tìm ra nguyên nhân sai 

sót ở xét nghiệm trước [171]. 

+ Đánh giá mức độ biểu hiện gen A20, OTUB1, OUTB2, CYLD, Cezanne, 

STAT1, STAT 3,STAT 5, STAT 6 ; SHP 1, SHP 2  và GAPDH  dựa trên chu kỳ ngưỡng 

(Ct) trung bình và độ lệch chuẩn giữa 2 nhóm nghiên cứu theo phương pháp Livak 

định lượng tương đối [172], sử dụng gen GAPDH (gen giữ nhà) là gen tham chiếu theo 

công thức sau: 

2−ΔΔCt : ΔΔCt = ΔCt(C) - ΔCt(T)  

ΔCt = Ct của gen thử (VD gen A20) - Ct của gen tham chiếu (GAPDH)  

ΔΔCt(T)= ΔCt (C) – ΔCt (T), trong đó ΔCt (C) của nhóm chứng và ΔCt 

(T) nhóm bệnh [172] 

Trong nghiên cứu này, phản ứng real time PCR có tổng thể tích là 20 µl tổng 

thể tích gồm 2 µl cDNA, 2,4 µl MgCl2 (3 µM), 1 µl cho 2 loại mồi (0,5 µM mỗi loại), 

2 µl cDNA Master SybrGreen I mix (Roche Molecular Biochemicals) và 12,6 µl nước 

DEPC. Đoạn cDNA được khuyếch đại ở 95ºC trong 10 giây, 62ºC trong 10 giây, và 

72ºC trong 16 giây, số vòng nhắc lại là 40 vòng. Phương pháp real time PCR được 

thực hiện trên hệ thống LightCycler System (Roche Diagnostics).  

Bảng 2.4. Trình tự mồi được sử dụng trong nghiên cứu 

Gen Mồi xuôi (5’- 3’) Mồi ngược (5’- 3’) 
Kích 

thước 

A20 5’TCCTCAGGCTTTGTATTTGA 3’ 5’TGTGTATCGGTGCATGGTTTT 3’ 125 bp 

OTUB-1 5’ACAGAAGATCAAGGACCTCCA 3’ 5’CAACTCCTTGCTGTCATCCA 3’ 127 bp 

OTUB-2 5’CTCACGTCGGCCTTCATCA 3’ 5’GCCATGGGCTCTACTTCGT 3’ 215 bp 

CYLD 5’TGCCTTCCAACTCTCGTCTTG 3’ 5’AATCCGCTCTTCCCAGTAGG 3’ 256 bp 

IκB-α 5’GCAAAATCCTGACCTGGTGT 3’ 5’GCTCGTCCTCTGTGAACTCC 3’ 227 bp 

SHP-1 5’GCCCAGTTCATTGAAACCAC 3’ 5’GAGGGAACCCTTGCT CTTCT 3’ 240 bp 

SHP-2 5’GAGAGCAATGACGGCAAGTCT 3’ 5’CCTCCACCAACGTCGTATTTC 3’ 77 bp 
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STAT-1 5’CCCTTCTGGCTTTGGATTGAA 3’ 5’CTTCCCGGGAGCTCTCACTGA 3’ 172 bp 

STAT-3 5’GGAGGAGTTGCAGCAAAAAG 3’ 5’TGTGTTTGTGCCCAGAAT GT 3’ 320 bp 

STAT-5 5’CAGACCAAGTTTGCAGCCAC 3’ 5’CACAGCACTTTGTCAGGCAC 3’ 479 bp 

STAT-6 5’GCCCACTCACTCCAGAGGACCT 3’ 5’GGTGTTGGGGAAAGTCGACAT 3’ 305 bp 

GAPDH 5’GGAGCGAGATCCCTCCAAA 3’ 5’GGCTGTTGTCATACTTCTCAT 3’ 197 bp 

2.3.8 Một số phương pháp tin sinh sử dụng trong luận án 

2.3.8.1 Polyphen2 

Phần mền PolyPhen 2 được sử dụng để dự đoán sự ảnh hưởng của axit amin thay 

thế lên cấu trúc và chức năng của protein sử dụng dựa trên sự tương đồng về trình tự, 

chú thích Pfam, cấu trúc 3D, từ PDB, và một số cơ sở dữ liệu và công cụ khác (bao 

gồm cả DSSP, ncoils…). Chỉ số Polyphen đưa ra xác suất mà việc thay thế là có hại, 

vì vậy giá trị gần với mức 1 sẽ được hiểu như là có hại. Dự đoán định tính dựa trên tỉ 

lệ dương tính giả (False Positive Rate hay còn gọi là tỉ lệ giả) của việc phân loại 

phương thức được sử dụng để dự đoán. [173] 

2.3.8.2 MaxEntScan 

Công cụ MaxEntScan được sử dụng để dự đoán ảnh hưởng của đột biến trượt gen 

lên cấu trúc và chức năng của protein. Phương pháp này dựa trên 'Nguyên tắc Entropy 

tối đa' và khái quát hầu hết các mô hình xác suất trước đó của các chuỗi như mô hình 

ma trận trọng lượng và mô hình Markov không đồng nhất. 

 2.3.8.3 BioEdit 

BioEdit là một chương trình soạn thảo bắt cặp trình tự sinh học bằng văn bản cho 

Windows 95/98/NT/2000/XP/Vista /7. Một giao diện tài liệu nhiều trực quan với các 

tính năng thuận tiện giúp liên kết và các thao tác của các trình tự tương đối dễ dàng 

trên máy tính để bàn của bạn. Một số thao tác trình tự và phân tích các lựa chọn và các 

liên kết đến các chương trình phân tích bên ngoài tạo điều kiện môi trường làm việc 

cho phép người dùng xem và thao tác chuỗi với các hoạt động đơn giản.  

Đây là chương trình phần mềm rất phổ biến khi làm việc với DNA. Trong luận 

án, phần mềm BioEdit được sử dụng để so sánh trình tự của các đoạn gen, sau khi 

được giải trình tự bằng phương pháp Sanger. 

2.3.8.4 ClustalW 

Chương trình ClustalW là phiên bản phần mềm phân tích kết quả thí nghiệm về 

cấu trúc chuỗi DNA hay protein, bằng phương pháp so sánh đồng thời giữa tất cả các 
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chuỗi mà người yêu cầu đã lựa chọn cung cấp cho chương trình để tìm kiếm phát hiện 

ra những đặc điểm đồng nhất, đặc điểm gần gũi hay phân ly giữa chúng. Qua đó, 

chương trình sẽ xây dựng cây tiến hóa và cung cấp thông tin liên quan để dự đoán đặc 

tính của chuỗi phân tích. Việc xử lý phân tích cấu trúc chuỗi đã trở thành công cụ hết 

sức quan trọng ngày nay trong nghiên cứu công nghệ sinh học, đặc biệt là công nghệ 

gen và protein. So sánh cấu trúc chuỗi DNA/protein cho phép chỉ ra các vùng bảo thủ 

và vùng phân ly của chuỗi kiểm tra. Trên cơ sở này, nhà nghiên cứu có thể dự đoán 

được đặc tính chuỗi, hoạch định được các thực nghiệm để kiểm tra lại các đặc tính của 

chuỗi, hoặc tìm kiếm phương án tác động nhằm thay đổi cấu trúc chuỗi, hay từ đó dự 

đoán được cấu trúc và đặc tính của các protein mới. 

2.3.9 Đưa siRNA vào trong tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

Phương pháp đưa siRNA đặc hiệu gen đích A20 và Otubain-1 vào trong PBMC 

nhằm bất hoạt gen A20 và Otubain-1, từ đó tạo ra đối tượng tế bào để nghiên cứu vai 

trò, chức năng của gen A20 và Otubain-1 trong các quá trình sinh lý và các con đường 

tín hiệu phân tử trong tế bào. 

SiRNA đặc hiệu gen đích A20 và gen đích Otubain-1 được đưa vào PBMC sử 

dụng dung dịch Lipofectamine RNAiMAX Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

theo quy trình của nhà sản xuất. Các tế bào được ủ trong 48 giờ ở 370C, 5% CO2. Sau 

khi rửa với PBS, các tế bào sẽ được sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo. Tiến hành 

chuẩn bị các dung dịch cần thiết cho thí nghiệm. Pha loãng dung dịch Lipofectamine® 

RNAi trong môi trường Opti-MEM® của hãng ThermoFisher, pha loãng siRNA trong 

môi trường Opti-MEM®. Sau đó chuẩn bị hỗn hợp siRNA và Lipofectamine® 

RNAiMAX pha loãng theo tỷ lệ 1:1 và ủ trong 5 phút ở nhiệt độ thường. Tế bào được 

thêm phức hợp siRNA-lipid. Quan sát và phân tích tế bào được biến đổi. Tế bào được 

ủ trong 48 giờ ở 37℃, 5% CO2. Sau khi rửa 3 lần với PBS, các tế bào sẽ được sử dụng 

cho các thí nghiệm tiếp theo.  

2.3.10 Phân lập và nuôi cấy tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

 Nguyên lý 

 Tỷ trọng của Ficoll là 1.077, cao hơn tỷ trọng của tế bào PBMC nhưng lại thấp 

hơn tỷ trọng của hồng cầu và bạch cầu hạt. Khi ly tâm, hồng cầu và bạch cầu hạt lắng 
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xuống đáy ống ly tâm, còn lớp bufy coat chứa tế bào gốc tạo máu, bạch cầu lympho và 

các tế bào đơn nhân khác nằm ở giữa lớp Ficoll và huyết tương (Hình 2.1). Thu hoạch 

lớp bufy coat này sẽ thu được sản phẩm sau xử lý máu ngoại vi chứa tế bào PBMC.  

 

Hình 2.1. Phân lập tế bào PBMC sử dụng Ficoll 

 Tóm tắt quy trình thực hiện 

Mẫu máu tổng số ban đầu được chia vào 2 ống falcon 50 ml, ly tâm 3000 

rpm/10 phút/18℃ để tách phân pha huyết tương và tế bào máu. Sau đó đưa mẫu vào 

trong tủ cấy, hút tách huyết tương, lượng tế bào máu còn lại được bổ sung thêm PBS 

theo tỷ lệ 1:1, trộn đều. Lấy 15ml Filcoll-Paque (p=1.077g/ml) từ bình ra mỗi ống 

falcon mới để ở nhiệt độ phòng 10 phút. Bổ sung 25 ml đến 30 ml máu nhẹ nhàng vào 

ống falcon đã chuẩn bị, ly tâm mẫu ở 400 g/40 phút/20℃. Sau khi ly tâm, trong ống 

falcon sẽ phân thành 3 lớp, dùng pipet thủy tinh hút loại bỏ lớp trên cùng để lại lớp 

PBMC nhẹ nhàng. Chuyển lớp tế bào PBMC sang ống falcon 50 ml mới, bổ sung 

lượng PBS (1:1) đảo nhẹ nhàng, ly tâm 300 g/10 phút/ 20℃. Thu tế bào kết tủa lại 

thành viên bên dưới đáy ống, loại bỏ dung dịch đệm bên trên. Bổ sung MTNC, vortex 

bằng pipet thủy tinh, ly tâm ở 200 g/15 phút/ 20℃. Loại bỏ dịch bên trên và thu tế bào 

được kết tủa lại trong ống falcon. Tiếp tục bổ sung 10 ml MTNC, sử dụng tryptan blue 

để đếm tế bào trong buồng đếm, tùy thuộc vào mục đích chia tế bào vào từng đĩa 

NCTB. Để mẫu trong tủ nuôi cấy 30 phút sau đó bổ sung siA20, siOtubain-1, 

lipofectamin và LPS, IL6 theo từng điều kiện và mục đích nghiên cứu.  

 Nuôi cấy tế bào 

Tổng lượng tế bào thu được chia vào các đĩa peptri với mật độ nuôi cấy là 

2x106 tế bào trên một điều kiện nuôi cấy. Mỗi đĩa nuôi cấy chứa 3 ml môi trường 

NCTB (44 ml RPMI: 5 ml FBS: 0,5 ml Streptomycin, 0,5 ml L-glutamin). Xử lý siA20 
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và siOtubain-1 có nồng độ 40 nM/L (3µl/1 điều kiện 3ml). Lipofectamin 3000 được bổ 

sung theo tỷ lệ hướng dẫn của nhà sản xuất vào các điều kiện có xử lý siA20 và 

siOtubain-1 với mục đích làm suy giảm sự bền vững của màng tế bào. Sau 3 ngày nuôi 

cấy, bổ dung LPS (nồng độ 1µg/ml) vào điều kiện nuôi cấy.  

 

Hình 2.2. Đĩa nuôi cấy tế bào PBMC 

 Quá trình xử lý tế bào làm bất hoạt gen 

Chuẩn bị lipofectamin+ siRNA phức hợp 

- ống Eppendorf 1: 610 µl OPTIMEM +36 µl lipofectamin 

- ống Eppendorf 2: 310 µl OPTIMEM + 6 µl siA20 

- ống Eppendorf 3: 310 µl OPTIMEM + 6 µl siOtubain-1 

Ủ các ống 1, 2, 3 trên ở nhiệt độ phòng 5 phút. Sau đó bổ sung 300 µl ở ống 1 

vào các  ống 2, 3 ủ ở nhiệt độ phòng 20 phút. Bổ sung vào các đĩa nuôi cấy tế bào hình 

2.2 như sau: 

Đĩa nuôi 

cấy tế 

bào 

1 2 3 4 5 6 

Đối 
chứng 

LPS siA20 siOtubain-1 
siA20 

+LPS 

siOtubain-1 

+LPS 

Bổ sung 

ống 2 
  X  X  

Bổ sung 

ống 3 
   X  X 

Bổ sung 

LPS 
 X   X X 

 Thu tế bào cho phương pháp đếm tế bào dòng chảy và tách RNA 

Dùng lược vô khuẩn cạo tế bào nhẹ nhàng sau đó dùng pipet thủy tinh hút dịch 

nuôi cấy vào ống falcon 15 ml. Ly tâm ống falcon chứa tế bào tại điều kiện 1500 rpm, 

7 phút ở nhiệt độ phòng để thu cặn tế bào lắng xuống dưới đáy ống. 

Sau khi ly tâm, dùng pipet thủy tinh vô khuẩn thu dịch bên trên để sử dụng cho 

phương pháp ELISA. Tế bào lắng bên dưới được sử dụng cho phương pháp đếm tế 
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bào dòng chảy. Tương tự như vậy, tế bào lắng xuống bên dưới thu được dùng cho tách 

chiết RNA tổng số. 

2.3.11 Đếm tế bào theo dòng chảy  

Phương pháp đếm tế bào dòng chảy là sự kết hợp giữa kỹ thuật đo đạc tín hiệu 

quang học và tán xạ ánh sáng huỳnh quang, bằng cách kết hợp công nghệ đo đạc dòng 

tế bào với các thiết bị điện tử và xử lý tín hiệu chuyên dụng. Đếm tế bào dòng chảy 

cho phép phân tích lên đến trên 100.000 tế bào trong một phút. Trong đó, nhiều thông 

tin về các đặc tính về sinh, hóa và lý của mỗi tế bào được phân tích đồng thời. Đây là 

một kỹ thuật được dùng để phát hiện kháng nguyên bề mặt tế bào. Nó bao gồm việc 

đánh dấu tế bào với kháng thể đơn dòng huỳnh quang đặc hiệu cho kháng nguyên bề 

mặt. 

2.3.11.1 Thí nghiệm xác định kiểu hình miễn dịch của bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn  

Mẫu máu bệnh nhân THCVC được ly lâm 3000 rpm/10 phút/ RT để phân pha 

huyết thanh và huyết tương. Dùng pipet hút nhẹ nhàng phần huyết tương có màu vàng 

nhạt bên trên sang ống mới. Phần này dùng để làm thí nghiệm ELISA với kháng thể 

CA125, IL-6, TNF-α, IL-1β. Bổ sung 2000 µl lysis buffer (RBC), tùy thuộc vào lượng 

máu 4 ml tương đương với 2000 µl RBC vào mỗi ống chứa mẫu đã loại bỏ phần huyết 

tương, vortex nhẹ nhàng, ủ 10 phút ở nhiệt độ phòng. Ly tâm 1500 rpm trong 5 phút 

nhiệt độ phòng loại bỏ dịch. Thêm 1000 µl RBC vào mỗi ống mẫu, vortex, ủ 10 phút ở 

nhiệt độ phòng sau đó bổ sung 3-5 ml PBS tùy thuộc vào lượng mẫu. Bước này có thể 

lặp lại 2, 3 lần nếu tế bào còn lẫn nhiều hồng cầu màu đỏ. Ly tâm 1500 rmp trong 5 

phút ở nhiệt độ phòng để loại bỏ dịch. Bổ sung vào mỗi ống effendorf 300 µl FACs 

buffer và bổ sung vào mỗi ống chứa tế bào lượng FACs buffer vừa đủ để chia tế bào 

vào mỗi ống Effendorf trên. Chia tế bào vào các ống 50 µl/ 1 ống FACs. Vortex nhẹ, 

ly tâm 1800 rmp trong vòng, 4℃ sau đó thấm khô. Tiếp tục bổ sung các loại kháng thể 

tùy thuộc vào từng thí nghiệm khác nhau. Các kháng thể sử dụng trong nghiên cứu này 

bao gồm: CD3, CD4, CD19, CD11b, CD11c, CD56, CA125. Bổ sung 500 µl FACS 

vào mỗi ống, ly tâm 1500 rpm/6’/4℃ loại bỏ dịch. Bước này được thực hiện hai lần. 

Bổ sung 300 µl FACS (1:100) buffer vào mỗi ống mẫu, vortex nhẹ nhàng và đo kết 

quả bằng máy FACSAria Fusion của hãng BD Biosciences. 

2.3.11.2 Thí nghiệm xác định sự thuần thục và sự chết apoptosis của tế bào  
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Tế bào PBMC được phân lập và nuôi cấy và thu hoạch ở mục 2.2.9 sẽ được sử 

dụng cho thí nghiệm này. Đầu tiên dùng lược cạo và thu tế bào vào ống falcon 15 ml 

sau đó đem ly tâm 1500 rpm/ 5 phút/ RT. Dịch huyền phù bên trên được thu lại để làm 

thí nghiệm ELISA. Phần tế bào bên dưới ống được dùng để làm các thí nghiệm phân 

tích sự thuần thục và apoptosis của PBMC.  

Đầu tiên bổ sung 300 µl FACs buffer vào mỗi ống tế bào sau đó ly tâm rửa 2 

lần với FACs buffer để loại bỏ dịch. Tiếp tục bổ sung vào mỗi ống tế bào lượng FACs 

buffer vừa đủ để chia tế bào vào mỗi ống Effendorf trên. Chia tế bào vào mỗi ống 50 

µl/ống FACs. Vortex nhẹ và ly tâm 1500 rmp/ 5 phút/ 4℃, thấm khô. Sau đó bổ sung 

các loại kháng thể tùy thuộc vào từng thí nghiệm khác nhau, các kháng thể sử dụng 

trong nghiên cứu này bao gồm CD11b, CD19, CD3, CD4, Annexin V, propidium 

iodide (PI) và caspase-3, vortex nhẹ nhàng và ủ 45 phút ở 4℃. Bổ sung 500 µl FACS 

vào mỗi ống, ly tâm 1500 rpm/ 6 phút/ 4℃ loại bỏ dịch. Bổ sung 300 µl FACS (1:100) 

buffer vào mỗi ống mẫu, vortex nhẹ nhàng, và đo kết quả. 

Đối với quá trình apoptosis thông qua chất chỉ thị Caspase-3, tế bào PBMC 

được rửa 2 lần bằng dung dịch PBS lạnh và cố định bằng dung dịch 

“Cytofix/Cytoperm”. Sau đó, tiến hành rửa hai lần bằng dung dịch đệm 

“Perm/Wash”. Bước tiếp theo là nhuộm các tế bào với kháng thể FITC anti-Caspase-

3 pha trong đệm “Perm/Wash” trong 60 phút. Sau hai bước rửa, các tế bào được phân 

tích bằng phương pháp đếm tế bào dòng chảy. 

Đối với quá trình apoptosis thông qua chất chỉ thị là annexin V. Annexin V là 

một protein có khả năng gắn với phân tử phosphatidylserine ở bề mặt tế bào. Tế bào 

apoptosis được đánh giá bằng cách nhuộm với kháng thể Annexin V-FITC. Tiến 

hành thí nghiệm bằng cách: Tế bào (2 x106) được rửa hai lần bằng dung dịch đệm rửa 

annexin (AWB, 10 mM Hepes/ NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl, 5 mM CaCl2). Sau đó 

được ngâm lại trong 100 ml dung dịch annexin-V-Fluos (Roche) (20 µL thuốc thử 

Annexin-V-Fluos trong 1 mL AWB), ủ trong 15 phút ở nhiệt độ phòng. Tiếp tục rửa 

tế bào bằng AWB, sử dụng phương pháp đếm tế bào dòng chảy để xác định lượng tế 

bào chết. 
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2.3.12 Xác định sự di cư tế bào 

Tế bào PBMC được rửa 2 lần bằng PBS và hòa tan trong môi trường RPMI 

1640. Khả năng di cư của tế bào được đánh giá ba lần trong một buồng hai tầng có 

đường kính lỗ rỗng là 3 µm (BD Falcon). Dịch huyền phù của tế bào với nồng độ 2 x 

106 tế bào/ml được đặt trong khoang phía trên để di cư xuống buồng dưới, trong đó sử 

dụng CCL19 (250 ng/mL, PeproTech) hoặc một loại môi trường riêng biệt với vai trò 

là chất kiểm soát đối với sự di cư của PBMC. Sau đó buồng được đặt trong một máy ủ 

5% CO2, 37°C trong 24 giờ.  

PBMC di cư vào buồng dưới được thu thập và đếm dưới kính hiển vi quang học 

sử dụng thuốc nhuộm Trypan blue. Số lượng trung bình của PBMC di cư tự phát đã 

được trừ khỏi tổng số tế bào di cư và sự di cư của tế bào được phân tích bằng cách tính 

tỷ lệ phần trăm tế bào di cư trên tổng số tế bào lúc đầu cho vào. 

2.3.13 ELISA phân tích nồng độ cytokine  

 Kỹ thuật ELISA định lượng nồng độ các cytokine IL-6, TNF-α, IL-12p70, IL-

1β và CA125 trong dịch huyền phù sử dụng kít ELISA của các hãng thương mại trên 

thị trường của hãng BioLegend. Các bước tiến hành kỹ thuật ELISA đo nồng độ 

cytokine được thực hiện theo hướng dẫn của bộ kít thương mại. 

Mẫu máu của bệnh nhân THCVC và người khỏe mạnh được ly tâm ở 3000 rpm 

trong 7 phút để thu lớp huyết tương bên trên. Để phân tích nồng độ IL-6, TNF-α, IL-

12p70, IL-1β, CA125 có trong mẫu huyết tương, sử dụng bộ dụng cụ kít ELISA 

thương mại và thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Human IL-6 ELISA kit 

(Châu Âu/Mỹ); Human IL-1β ELISA kit (Châu Âu/Mỹ); Human CA-125 ELISA kit 

(Châu Âu/Mỹ); Human TNF-α ELISA kit (Châu Âu/Mỹ). 

Các bước chuẩn bị hóa chất và tiến hành thí nghiệm ELISA như sau:  

 Chuẩn bị hóa chất: 

- Dung dịch đệm PBS (Phosphate Buffered Saline) trong 500 ml dung dịch 

H2O (2X), pH=7,4 

- Dung dịch đệm rửa (washing buffer) : 250 µl Tween-20 trong 500 ml PBS 

- Dung dịch đệm khóa (NaHCO3+ Na2CO3 trong H2O 2X ; ph=9,5) 
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- Kháng thể bắt (IL-6, TNF-α, IL-1β, CA125, IL-12p70) : 50 µl kháng thể bắt 

trong bộ kít thương mại với 10ml dung dịch dung dịch đệm khóa 

- Dung dịch pha loãng: 10 ml dung dịch pha loãng A (5X) trong bộ kít thương 

mại + 40 ml PBS 

- Protein chuẩn pha ở các nồng độ khác nhau tùy thuộc vào từng loại kít theo 

hướng dẫn của nhà sản xuất. Ví dụ đường chuẩn protein của IL-6 là : 500; 

250; 125; 62; 31; 16; 8 pg/ml 

- Kháng thể phát hiện có gắn enzyme (horseradish peroxidase) HRP: 10 ml 

dung dịch pha loãng + 10 µl kháng thể phát hiện có gắn enzyme của bộ kít 

thương mại 

- Dung dịch TMB: 10 ml 

- Dung dịch H2SO4 2N: 10 ml 

 Tiến hành thí nghiệm 

- Cho 100 µl kháng thể bắt (IL-6, TNF-α, IL-1β, CA125, IL-12p70) vào mỗi 

giếng của đĩa ELISA. Đậy nắp lại bằng parafilm, để qua đêm ở 4℃. 

- Rửa 4 lần bằng dung dịch rửa, mỗi lần 300 µl/giếng/30 giây 1 lần, sau đó 

thấm giấy khô sau mỗi lần rửa. Bổ sung 200 µl dung dịch pha loãng /1 

giếng, ủ ở nhiệt độ phòng trong 1 giờ 

- Rửa đĩa 4 lần bằng dung dịch rửa, mỗi lần 30 µl/giếng/30 giây 1 lần rồi 

thấm giấy sau mỗi lần rửa 

- Mẫu protein chuẩn được pha loãng trong dung dịch đệm thành 7 nồng độ 

khác nhau: 500; 250; 125; 62; 31; 16; 8; 0 pg/ml 

Chuẩn bị 8 ống Eppendorf 1.5ml sạch được đánh số từ 1 đến 8; ống 1 chứa 

500 µl dung dịch đệm khóa, các ống còn lại chứa 250 µl dung dịch khóa 

 

Bổ sung 100 µl protein chuẩn theo thứ tự từ 1 đến 8 vào dãy giếng 1, ủ 2 h ở 

nhiệt độ phòng. 

Các giếng còn lại cho 100 µl huyết tương mẫu bệnh nhân 
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- Rửa 4 lần bằng dung dịch đệm rửa, mỗi lần 300 µl/giếng. Bổ sung 100 µl 

kháng thể phát hiện vào mỗi giếng, ủ 1 giờ ở nhiệt độ phòng 

- Rửa 5 lần bằng dung dịch đệm rửa, mỗi lần 300 µl/1 giếng. Bổ sung 100 µl 

kháng thể phát hiện có gắn enzyme -HRP vào mỗi giếng, ủ 15 phút trong 

bóng tối. Đo mức độ hấp thụ quang (Optical Density - OD) ở bước sóng 450 

nm. 

- Đọc và ghi kết quả thí nghiệm 

2.3.14 Hội đồng đạo đức trong nghiên cứu y sinh 

Các nghiên cứu trên đối tượng bệnh nhân được tuân thủ đúng theo y đức và 

được thông qua Hội đồng đạo đức trong nghiên cứu Y sinh bởi Hội đồng đạo đức 

trong nghiên cứu y sinh của Viện Nghiên cứu hệ gen, Viện Hàn Lâm Khoa học và 

Công Nghệ Việt Nam. Tất cả các đối tượng tham gia nghiên cứu đều được cung cấp 

đầy đủ thông tin, mục tiêu nghiên cứu và tham gia nghiên cứu tự nguyện theo đúng 

quy định về đạo đức trong nghiên cứu y sinh học của tổ chức trong nước và trên thế 

giới. Tất cả các thông tin liên quan đến bệnh nhân và nghiên cứu đều được bảo mật. 

Các gia đình và bệnh nhân có thể rút khỏi nghiên cứu khi không muốn tham gia. Kết 

quả phân tích sẽ được thông báo cho gia đình bệnh nhân. 
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CHƯƠNG 3 : KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1 Kết quả nghiên cứu trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

3.1.1 Chỉ số sinh hóa máu bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

Xét nghiệm sinh hóa máu được thực hiện để xác định nồng độ các chỉ số như 

LDH (Lactate Dehydrogenase), các chỉ số khác trong máu bệnh nhân THCVC, từ đó 

có thể đánh giá sự thay đổi các chỉ số lâm sàng trên người bệnh. Nghiên cứu này đã 

cho thấy rằng, tỷ lệ bệnh nhân THCVC có chỉ số axit uric, bilirubin gián tiếp, protein 

toàn phần, globulin và LDH cao hơn người khỏe mạnh tương ứng là 29,87%, 24,68%, 

45,45%, 24,68% và 59,74% (Bảng 3.1). Nồng độ các chỉ số sinh học này tăng cao chỉ 

ra mức độ ảnh hưởng cao của bệnh đến sự tổn thương các cơ quan thận, gan và một số 

cơ quan khác. Nồng độ LDH tăng cao dẫn đến tăng nồng độ lactat trong máu và tổn 

thương mô. Ngoài ra, các chỉ số hóa sinh khác như ure, glucose, ferritin, AST và ALT 

cũng có một số bệnh nhân có các chỉ số này cao hơn bình thường (Bảng 3.1). 

Bảng 3.1. Tỷ lệ bệnh nhân THCVC có chỉ số xét nghiệm sinh hóa máu cao hơn bình 

thường 

STT Chỉ số bệnh 

Bệnh nhân 

(n)/ Tổng số 

bệnh nhân 

(77) 

% Bệnh 

nhân  

Giá trị trung 

bình 

Giá trị 

bình 

thường 

1 Ure (mmol/l) 12/77 15,58 7,5 ± 1,67 3,3-6,6 

2 Glucose (mmol/l) 8/77 10,38 5,36 ± 0,7 3,9-5,6 

3 Creatinin (µmol/l) 0/77 0 79,8 ± 20,5 50-110 

4 Axid uric (µmol/l) 23/77 29,87 336,8 ± 112,2 < 420 

5 
Bilirubin toàn phần 

(µmol/l) 
10/77 12,99 14,15 ± 4,8 0-21 

6 
Bilirunbin trực tiếp 

(µmol/l) 
0/77 0 2,4 ± 1,2 0-5 

7 
Bilirubin gián tiếp 

(µmol/l) 
19/77 24,68 11,75 ± 4,3 0-17 

8 Protein toàn phần (g/l) 35/77 45,45 80,8 ± 3,9 60-80 

9 Albumin (g/l) 0/77 0 43,8 ± 2,48 35-50 



63 

 

10 Globulin (g/l) 19/77 24,68 37 ± 4 20-35 

11 Chỉ số A/G 0/77 0 1,87 ± 2,7 >1 

12 Ferritin 8/77 10,38 255 ± 230,69 10-300 

13 Calci ion hóa (mmol/l) 0/77 0 1,19 ± 0,07 1,7-2,5 

14 AST (GOT) U/l-37℃ 8/77 10,38 27,65 ± 6,8 0-40 

15 ALT (GPT) U/l-37℃ 16/77 20,78 29,3 ± 23,2 0-40 

16 LDH   U/l-37℃ 46/77 59,74 600,4 ± 238,1 0-240 

17 
Canxi toàn phần 

(mmol/l) 
0/77 0 2,35 ± 0,12 1,7-2,5 

18 
Định lượng Sắt huyết 

thanh (µmol/l) 
8/77 10,38 15,47 ± 6,7 5,5-25 

19 Na+ (mmol/l) 0/77 0 140,11 ± 1,57 135-145 

20 K+(mmol/l) 0/77 0 3,91 ± 0,34 3,5-5,0 

21 Cl- (mmol/l) 0/77 0 104,08 ± 2,41 95-110 

3.1.2 Phân tích sự biểu hiện một số gen deubiquitinase trên bệnh nhân tăng hồng cầu 

vô căn 

 Phân tích mức độ biểu hiện một số gen thuộc nhóm DUB bao gồm A20, 

Cezanne, Otubain-1, Otubain-2 và CYLD chỉ ra rằng mức độ biểu hiện mRNA của các 

gen A20, Cezanne và CYLD giảm đáng kể ở bệnh nhân THCVC so với nhóm đối 

chứng (Hình 3.1 A), tuy nhiên, không có sự khác biệt trong biểu hiện phiên mã của các 

gen DUB khác bao gồm gen Otubain-1 và Otubain-2 giữa nhóm bệnh nhân và nhóm 

chứng (Hình 3.1 B). Bằng chứng cho thấy rằng sự biểu hiện bất hoạt của các gen A20, 

Cezanne và CYLD có thể là kết quả của sự thay đổi di truyền của chúng trong tế bào 

THCVC.  



64 

 

 

Hình 3.1. Mức độ biểu hiện gen của gen DUB ở bệnh nhân THCVC và nhóm chứng 

Giá trị trung bình ± SEM (n = 15) mức độ biểu hiện của các gen A20, CYLD, Otubain-

1, Otubain-2 và Cezanne trên mẫu đối chứng và mẫu bệnh nhân THCVC. ** (p <0,01) 

và *** (p <0,001) chỉ ra sự khác biệt đáng kể so với những người khỏe mạnh (thử 

nghiệm Mann – Whitney U, n = 5–7). Các cột trên biểu đồ biểu thị giá trị trung bình, 

độ trải giữa (interquartile range- IQR), giá trị tối thiểu và giá trị tối đa. 

3.1.3 Mức độ biểu hiện một số gen tín hiệu trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

 Tương tự các nghiên cứu về biểu hiện gen chức năng, khảo sát về gen tín hiệu 

tham gia kiểm soát chức năng sinh lý tế bào ung thư máu cũng được chú trọng. Nhóm 

gen STAT đã được chỉ ra tham gia điều hòa các phản ứng miễn dịch trên cơ thể người 

bệnh như khả năng tiết cytokine, sự tăng sinh và biệt hóa của tế bào. Kết quả kiểm tra 

mức độ biểu hiện một số gen tín hiệu trên bệnh nhân THCVC bao gồm các gen 

STAT1, STAT3 và STAT5 đều có biểu hiện tăng cao ở bệnh nhân THCVC so với mẫu 

đối chứng (Hình 3.2). Điều này phản ánh rằng, gen STAT đặc biệt quan trọng điều hòa 

sự phát triển của bệnh THCVC. Đây là nghiên cứu đầu tiên chỉ ra sự tăng biểu hiện 

của 3 gen STAT1, STAT3, STAT5 trên bệnh nhân THCVC. Các nghiên cứu khác trên 

bệnh nhân ung thư máu cũng phân tích biểu hiện nhóm gen STAT, tuy nhiên chưa có 

nghiên cứu nào chỉ ra biểu hiện tăng lên của cả 04 gen này trong một bệnh ung thư.  
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Hình 3.2. Mức độ biểu hiện của các gen tín hiệu phân tử STAT 

                         

Hình 3.3. Biểu hiện gen SHP1 và SHP2 trên bệnh nhân THCVC 

 Phân tích biểu hiện gen SHP-1 và SHP-2 liên quan cho thấy rằng biểu hiện của 

gen SHP-2 không thay đổi so với người khỏe, tuy nhiên gen SHP1 có biểu hiện giảm 

hơn so với mẫu đối chứng (Hình 3.3).  

3.1.4 Biểu hiện một số gen kiểm soát miễn dịch trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

Ngoài nghiên cứu về biểu hiện gen chức năng, gen tín hiệu, nghiên cứu này cũng 

đánh giá ảnh hưởng biểu hiện một số gen kiểm soát miễn dịch đến bệnh nhân THCVC 

bao gồm các gen: Klotho, LAG3, CTLA4 và PD1. Vai trò điều hòa hoạt động hệ miễn 

dịch trên bệnh nhân ung thư của gen LAG3 được phát hiện muộn nhất trong các gen 
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này. Gen LAG3 tham gia ức chế hoạt động tế bào tua, từ đó cảm ứng hệ miễn dịch đối 

kháng thông qua sự gắn kết với phân tử biểu hiện kháng nguyên MHC II, vì thế biểu 

hiện gen LAG3 bất thường liên quan đến hoạt động của hệ miễn dịch bẩm sinh và hoạt 

động của các loại tế bào biểu hiện kháng nguyên. 

  
Hình 3.4. Biểu hiện gen Klotho, LAG3, CTLA4, PD1 trên bệnh nhân THCVC 

Biểu hiện gen Klotho, LAG3, CTLA4, PD1 trên bệnh nhân THCVC (cột đen) và người 

khỏe (cột trắng). ** (p<0.01) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa nhóm đối 

chứng và nhóm bệnh nhân (ANOVA). 

 Kết quả kiểm tra mức độ biểu hiện các gen LAG3, CTLA4 và PD1 cho thấy các 

gen này đều có mức biểu hiện thấp hơn, trong đó biểu hiện của LAG3 thấp hơn đáng 

kể so với mẫu đối chứng (Hình 3.4), chứng tỏ rằng hệ miễn dịch của bệnh nhân 

THCVC bị ảnh hưởng ít liên quan đến hoạt động kiểm soát miễn dịch của 3 gen 

LAG3, CTLA4 và PD1. Sự khác biệt về biểu hiện của các gen này trên bệnh nhân 

THCVC so với bệnh nhân bạch cầu đóng góp một phần vào công tác phân loại bệnh 

một cách chính xác. Bên cạnh đó, phân tích gen Klotho trên bệnh nhân THCVC chỉ ra 

biểu hiện gen này giảm so với người khỏe. Do đó, kết quả biểu hiện giảm các gen trên 

chỉ ra hệ miễn dịch đối kháng chưa hoạt động trong bệnh nhân THCVC. Hoạt động 

mạnh mẽ của hệ miễn dịch đối kháng liên quan đến mức độ nặng của bệnh. 
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3.1.5 Phân tích đột biến gen JAK2 trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

3.1.5.1 Đột biến gen JAK2 trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

 Trong nghiên cứu này, tần số kiểu gen của đột biến JAK2 trên bệnh nhân THCVC 

được phân tích và thấy rằng, có 51/77 (66,24%) trường hợp THCVC chưa được điều 

trị dương tính với đột biến JAK2V617F (Bảng 3.3). Đột biến này là đột biến sai nghĩa tại 

vị trí nucleotide số 1849 trên trình tự cDNA biến đổi Guanine thành Thymine. Kết quả 

giải trình tự Sanger từ sản phẩm PCR tinh sạch chứa điểm đột biến cho thấy tín hiệu 

giải trình tự rõ ràng, sắc nét, không có tín hiệu nhiễu hay ngoại lai. Kết quả có thể sử 

dụng để phân biệt dễ dàng các kiểu gen đồng hợp GG (kiểu dại), dị hợp GT hay đồng 

hợp TT (đột biến gen) mà không gây ra nhầm lẫn (Hình 3.5, Bảng 3.2). 

  

Hình 3.5. Điểm đa hình JAK2V617F ở bệnh nhân THCVC và nhóm chứng   

Kết quả giải trình tự Sanger vị trí JAK2 p.G17F c. G1849T ở các kiểu gen khác nhau 

với mồi được sử dụng để giải trình tự là mồi ngược. 

Bảng 3.2. Sự phân bố kiểu gen của SNP JAK2V617F ở bệnh nhân THCVC và nhóm 

chứng 

 

Bảng 3.3. So sánh tần số kiểu gen của gen JAK2V617F giữa bệnh nhân THCVC và nhóm 

chứng 

 
3.1.5.2 Kết quả dự đoán in-silico của gen JAK2 
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Kết quả phân tích bằng các phần mềm như PredictSNP, Polyphen-2, SIFT, 

SNAP đều dự đoán rằng đột biến JAK2V617F có khả năng cao làm thay đổi cấu trúc 3D 

của protein, qua đó làm suy giảm hoạt tính của enzyme tương ứng (deleterious). Ngoài 

ra, vị trí axit amin số 617 (Valine) ở gen JAK2 cũng cho thấy sự bảo thủ lớn giữa các 

loài động vật khác nhau, cho thấy vùng trình tự axit amin này đóng một vai trò quan 

trọng trong cấu trúc và chức năng của protein JAK2 (Hình 3.6). 

 

Hình 3.6. So sánh trình tự amino axit tại vị trí JAK2V617F giữa các loài khác nhau 

Không chỉ bệnh THCVC, các loại bệnh tăng sinh tủy ác tính khác như bệnh xơ 

tủy cấp, bệnh tăng tiểu cầu tiền phát đều xuất hiện đột biến này trên gen JAK2 tại vị trí 

V617F. Trong nghiên cứu này, các mô hình dự đoán in-silico cũng đã dự đoán đột 

biến V617F có tiềm năng gây ảnh hưởng lớn đến cấu trúc và chức năng của enzyme 

tương ứng, từ đó có khả năng làm thay đổi mạng lưới phân tử tín hiệu bên trong tế bào 

gốc tủy xương sinh máu. 

3.1.6 Phân tích đột biến gen CYLD trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

3.1.6.1 Đột biến gen CYLD trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

 Giải trình tự gen CYLD đã xác định được 6 nucleotide ở exon 15 bị thay đổi (Hình 

3.7 A), trong đó 5 trong số 6 SNP, bao gồm p.A705P (c.2355 G>C), p.Q731H (c.2435 

G>C ), p.E735K (c.2445 G>A), p.W736G (c.2448 T>G) và p.E747K (c.2481 G>A) là 

SNP không đồng nghĩa, đây là những SNP gây ra những thay đổi axit amin cũ và thay 

thế bằng axit amin mới, và một SNP p.E723E còn lại (c.2411 G>A) là SNP đồng 

nghĩa. Ngoài ra nghiên cứu còn tìm thấy năm thay đổi nucleotide, bao gồm 2 SNP 

c.2351-118delA và c.2351-31 T>G trong intron 14 và 3 SNP c.2483 + 6 T>G, c. 2483 

+ 39 T>G và c. 2483 + 53 G>A trong intron 15 (Hình 3.7 B). 
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Hình 3.7. Các điểm đa hình của gen CYLD ở bệnh nhân THCVC và nhóm chứng. 

 Trong số 11 SNP, sự phân bố của tất cả kiểu gen, ngoại trừ 2 SNP p.E747K và 

c.2483+53 G> A đều phù hợp với định luật Hardy-Weinberg (HWE) (p> 0,05). Tần số 

alen nhỏ (MAF) của biến thể p.W736G cao hơn đáng kể ở nhóm THCVC so với nhóm 

đối chứng (p = 0,022) và không có sự khác biệt trong 10 SNP còn lại giữa hai nhóm 

nghiên cứu (Bảng 3.4). 

Bảng 3.4. Sự phân bố kiểu gen của các SNP trên gen CYLD ở bệnh nhân THCVC và 

nhóm chứng 
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 Để đánh giá tác động của SNP không đồng nghĩa trong gen CYLD lên chức năng 

của protein, nghiên cứu đã sử dụng phần mềm tin sinh học Polyphen-2. Kết quả chỉ ra 

rằng, trong số 5SNP chỉ có SNP p.W736G được dự đoán là có thể gây bệnh với số 

điểm là 0,9456 (phạm vi điểm: 0 –1; độ nhạy: 0,8; độ đặc hiệu: 0,95) (Hình 3.8). 

Chính vì thế, biến thể p.W736G có thể là một trong những SNP không đồng nghĩa gây 

bệnh có mặt trong gen CYLD.  

 

Hình 3.8. Dự đoán chức năng biến thể p.W736G bằng chương trình Polyphen-2 

Bên cạnh đó, kiểu gen TG của biến thể p.W736G có tần suất cao hơn ở bệnh 

nhân THCVC (18,2%) so với người khỏe mạnh (1,81%; p = 0,018, Bảng 3.5), trong 

khi đó, 10 SNP khác trong gen CYLD không liên quan đáng kể với kiểu hình THCVC. 

Các bằng chứng cho thấy đột biến p.W736G trong gen CYLD có thể là đột biến gây 

bệnh THCVC. 

 Bên cạnh đó, kiểu gen TG của biến thể p.W736G có tần suất cao hơn ở bệnh nhân 

THCVC (18,2%) so với người khỏe mạnh (1,81%; p = 0,018, Bảng 3.5), trong khi đó, 

10 SNP khác trong gen CYLD không liên quan đáng kể với kiểu hình THCVC. Các 

bằng chứng cho thấy đột biến p.W736G trong gen CYLD có thể là đột biến gây bệnh 

THCVC.  
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Bảng 3.5. So sánh tần số kiểu gen của các gen CYLD giữa bệnh nhân THCVC và 

nhóm chứng 

 

3.1.6.2 Kết quả dự đoán in-silico của gen CYLD 

  

 Tiếp theo, nghiên cứu phân tích tác động của 5 SNP có mặt trong vùng intron liên 

quan đến bệnh THCVC bằng chương trình dự đoán SD-Score. Nghiên cứu cho thấy 

rằng, chỉ có SNP c.2483+6 T> G được dự đoán là SNP thay đổi vị trí cắt (splicing 

SNP) (Bảng 3.6 A). Bên cạnh đó, phần mềm dự đoán MaxEntScan thông qua phân 

tích điểm của MaxENT (Mô hình Entropy tối đa), MDD (Mô hình phân hủy phụ thuộc 

tối đa), MM (Mô hình Markov bậc nhất) và WMM (Mô hình ma trận trọng lượng) chỉ 

ra rằng chỉ số các loại trên của SNP c.2483+6 T>G thấp hơn nhóm đối chứng (Bảng 

3.6 B), điều đó cho thấy rằng SNP c.2483+6 T>G có thể là SNP thay đổi vị trí cắt. 
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Bảng 3.6. Ảnh hưởng gây bệnh THCVC của SNP c.2483 + 6 T> G. Dự đoán bởi 

chương trình phần mềm SD-Score (A) hoặc MaxEntScan (B). 

 

 Kiểm tra sâu hơn về sự liên kết của protein CYLD bằng phần mềm Polyphen 2 cho 

thấy rằng trình tự amino axit tại vị trí p.W736 được bảo tồn cao giữa các loài khác 

nhau bao gồm con người (Homo sapiens), chuột (Rattus norvegicus), opossum đuôi 

ngắn xám (Monodelphis domestica), quỷ tasmanian (Sarcophilus harrisii), mỏ vịt 

(Ornithorhynchus anatinus), dơi nâu nhỏ (Myotis lucifugus), gà (Gallus gallus), gà tây 

hoang dã (Meleagris gallopavo), ếch móng vuốt phương tây (Xenopus Tropicalis), cá 

rô phi nile (Oreochromis niloticus), cá ngựa vằn (zebrafish Danio rerio), cá ba gai 

(Gasterosteus aculeatus), voi châu Phi (Loxodonta africana), cá nóc xanh đốm 

(Tetraodon nigroviridis) (Hình 3.9). 

 

Hình 3.9. So sánh trình tự amino axit tại vị trí p.W736G trong protein CYLD.  

 Kết quả phân tích bằng phần mềm như Polyphen-2 dự đoán rằng đột biến 

p.W736G có khả năng cao làm thay đổi cấu trúc 3D của protein, qua đó làm suy giảm 
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hoạt tính của enzyme tương ứng (deleterious). Ngoài ra, vị trí acid amin số 736 

(Valine) ở gen CYLD cũng cho thấy sự bảo thủ lớn giữa các loài động vật khác nhau, 

cho thấy vùng trình tự acit amin này đóng một vai trò quan trọng trong cấu trúc và 

chức năng của CYLD (Hình 3.9). Trong nghiên cứu này, các mô hình dự đoán in-

silico cũng đã dự đoán đột biến p.W736G có tiềm năng gây ảnh hưởng lớn đến cấu 

trúc và chức năng của enzyme tương ứng, từ đó có khả năng làm thay đổi mạng lưới 

phân tử tín hiệu bên trong tế bào gốc tủy xương sinh máu. 

 Hơn nữa, phân tích đột biến 2 gen JAK2 và CYLD ta nhận thấy rằng có mối liên 

quan giữa các đột biến gen JAK2 và CYLD ở bệnh nhân THCVC. Trong số các bệnh 

nhân, có 10/14 (71,4%) trường hợp mang đột biến p.W736G và 4 trong 4 (100%) 

người mang gen đột biến c.2483+6 T>G dương tính với đột biến JAK2V617F. 

3.1.7  Phân tích đột biến gen A20 trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn  

 Giải trình tự gen A20 xác định được 3 sự thay đổi nucleotide ở exon 7 bao gồm 

rs776591390 G>T, rs141376366 G>A và rs745670694 G>A (Hình 3.10). Sự phân bố 

kiểu gen của 3 SNP trong gen này phù hợp với định luật HWE (p> 0,05) (Bảng 3.8). 

Kết quả MAF của SNP rs776591390 cao hơn một chút, trong khi MAF của 2 SNP còn 

lại ở nhóm THCVC thấp hơn so với nhóm đối chứng. Trong số 3 SNP, tần suất SNP 

rs776591390 được phát hiện ở một bệnh nhân THCVC (1,29%) và 2 SNP còn lại 

rs141376366 và rs745670694 chỉ được tìm thấy ở các cá thể đối chứng với tần số lần 

lượt là 1,81% và 3,63% tương ứng (Bảng 3.7).  

 

Hình 3.10.  Điểm đa hình của gen A20 ở bệnh nhân THCVC và nhóm chứng 
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Bảng 3.7. Sự phân bố kiểu gen của các SNP trên gen A20 ở bệnh nhân THCVC và 

nhóm chứng 

 

Bảng 3.8. So sánh tần số kiểu gen của các gen A20 giữa bệnh nhân THCVC và nhóm 

chứng 

 

 Bên cạnh đó, phân tích dự đoán ảnh hưởng của các SNP trong gen A20 bằng 

phần mềm tin sinh Polyphen-2 cho thấy rằng, không có mối liên quan nào giữa các 

biến thể trên với bệnh THCVC (p> 0,05). 

3.1.8  Phân tích đột biến gen Cezanne trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

 Cuối cùng, giải trình tự gen Cezanne đã xác định được 7 thay đổi nucleotide trong 

intron 10 và 3 trong số 7 biến thể (c.1584-287 C>G, c.1584-167 G>T và c.1584-122 

G>T) là mới chưa được công bố trước đó. Bốn biến thể còn lại (rs1168285629 A>G, 

rs1394369937 A>G, rs1158787149 C>G và rs1553772411 C>G) được báo cáo trong 

cơ sở dữ liệu SNP của NCBI là SNP không xác định (Hình 3.11).  
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Hình 3.11.  Điểm đa hình của Cezanne ở bệnh nhân THCVC và nhóm chứng 

Sự phân bố kiểu gen của 7 SNP trong gen Cezanne phù hợp với định luật HWE 

(p> 0,05) (Bảng 3.9). MAF của 7 SNP ở nhóm THCVC cao hơn một chút so với 

những người khỏe mạnh. Trong số các SNP này, 5 trong số 7 SNP (c.1584-287 C> G, 

rs1394369937 A> G, c.1584-167 G> T, rs1158787149 C> G và rs1553772411 C> G) 

xuất hiện ở bệnh nhân THCVC, nhưng không xuất hiện trong nhóm đối chứng, với tần 

số lần lượt là 7,79%, 5,19%, 2,6%, 5,19% và 3,89% (Bảng 16).  

Bảng  3.9. SNP của các gen Cezanne ở bệnh nhân THCVC và nhóm chứng 
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 Phân tích các biến thể trên gen Cezanne cho thấy, 7 trong số 77 (9,09%) bệnh nhân 

THCVC mang ít nhất 2 SNP trong gen Cezanne. Ngoài ra, để xác định mối liên quan 

giữa các đột biến trong gen CYLD và Cezanne, chúng tôi cũng quan sát thấy các mẫu 

THCVC mang biến thể p.W736G và/ hoặc c.2483+6 trong gen CYLD không có biến 

thể trong gen Cezanne. 

Bảng 3.10. So sánh tần số kiểu gen của Cezanne giữa bệnh nhân THCVC và nhóm 

chứng 

 

 Đối với 7 biến thể được kiểm tra ở bảng trên, dựa vào tỷ lệ chênh lệch và 

khoảng tin cậy, giá trị p cho thấy không có mối liên quan nào giữa các biến thể trên 

với bệnh THCVC (p> 0,05) (Bảng 3.10). 

Đáng chú ý là trong số 14 bệnh nhân mang gen SNP W736G trong gen CYLD, 

13 trường hợp (92,8%) được phát hiện mang SNP p.E747K; 11 (78,6%) trường hợp có 

cả SNP p. Q731H G> C và SNP c.2483 + 53 G> A; 9 (64,3%) trường hợp được phát 

hiện mang SNP p.E735K; 3 (21,4%) mang SNP c. 2483 + 6 T> G và 5 (35,7%) trường 

hợp mang SNP c. 2483 + 39 T> G (Hình 3.12). Theo kết quả thử nghiệm Kruskal – 

Wallis, có sự liên quan đáng kể giữa các SNP trong gen CYLD (𝜒2 = 7,364, p = 

0,007), cho thấy rằng người bệnh THCVC mang SNP W736G có nhiều SNP trong gen 

CYLD. Chúng tôi cũng quan sát thấy rằng các bệnh nhân THCVC mang SNP W736G 

và SNP c. 2483 + 6T> G trong gen CYLD không có SNP trong A20 hoặc Cezanne 

(Hình 3.12). 
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Hình 3.12. Mối liên hệ giữa SNP W736G và 9 SNP khác trong gen CYLD trên bệnh 

nhân THCVC 

Giá trị P được tính bằng phép thử Kruskal – Wallis (K mẫu liên quan). P = 0,007 cho 

thấy có sự liên quan đáng kể giữa các SNP trong gen CYLD. 

3.1.9 Kiểu hình miễn dịch trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

Sự bất hoạt các gen A20, CYLD và có thể được gây ra do sự biến đổi các gen 

này trong bệnh nhân THCVC. Những thay đổi này có thể dẫn đến việc kích hoạt và 

huy động các tế bào miễn dịch vào cơ quan hệ thống của cơ thể. Do đó, những thay 

đổi về số lượng và sự hoạt hóa của tế bào dòng tủy (CD11b+) và tế bào T CD4 có mặt 

trong PBMC của bệnh nhân THCVC đã được kiểm tra.  

Trong kết quả này, các tế bào CD45+  là tế bào bạch cầu được kiểm tra trong tất 

cả các thí nghiệm. Phân tích tế bào dòng chảy cho thấy tỷ lệ tế bào CD11b+  tăng lên 

trong máu tuần hoàn của bệnh nhân THCVC là 38% so với mẫu đối chứng là 28,1%. 

(Hình 3.13A, 3.14A). Sự họat hóa của tế bào T CD3+CD4+ đã được tăng cường trong 

bệnh nhân THCVC. Ở đây, tế bào CD3+CD4+CD25+ tăng đáng kể ở bệnh nhân 

THCVC là 18,6% so với mẫu đối chứng là 7,5% (Hình 3.13B). Số lượng tế bào 

CD3+CD4+CD44+ dường như không tăng ở bệnh nhân THCVC và mẫu chứng (Hình 

3.13B, 3.14B).  
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Hình 3.13. Hình dot blot của những tế bào CD11b+ và tế bào T CD4 trên bệnh nhân 

THCVC.  

A, Hình dot blot biểu hiện tế bào CD45+CD11b+ được hiển thị trên mẫu đối chứng (ô 

trên) và bệnh nhân THCVC (ô dưới). B. Hình dot blot biểu hiện CD3+CD4+CD44+, 

CD3+CD4+CD25+ được hiển thị trên mẫu đối chứng (ô trên) và ô bệnh nhân THCVC 

(ô dưới). 

Tuy nhiên, sự hoạt hóa của tế bào tủy CD11b+ trong các trường hợp THCVC 

được phát hiện là tương tự như ở những người khỏe mạnh, vì số lượng tế bào biểu hiện 

CD11b+CD86+ và CD11b+CD40+ vẫn không thay đổi ở những bệnh nhân này (Hình 

3.14A). 

 

Hình 3.14. Biểu đồ biểu hiện về tỷ lệ phần trăm các loại tế bào trên bệnh nhân THCVC 

so với mẫu đối chứng. 



79 

 

A,B: Biểu đồ thể hiện tỷ lệ phần trăm của số lượng tế bào CD45+CD11b+, 

CD11b+CD40+ và CD11b+ CD86+ và CD45+CD3+, CD3+CD4+CD44+ và CD3+CD4+ 

CD25+. ** (p <0,01); p*<0,05 cho thấy sự khác biệt đáng kể giữa bệnh nhân THCVC 

so với những người khỏe mạnh (thử nghiệm Mann – Whitney U, n = 5–7). Các cột trên 

biểu đồ biểu thị giá trị trung bình, độ trải giữa (interquartile range- IQR), giá trị tối 

thiểu và giá trị tối đa. 

Tiếp theo, phân tích thành phần của tế bào T hoạt hóa cho thấy, các tế bào T 

biểu hiện CD3+CD4+CD25+FoxP3+ (Treg- tế bào T điều hòa) và CD3+CD4+IFN-γ+ 

(Th1) trong máu ngoại vi bệnh nhân tăng lên đáng kể so với người khỏe. Số lượng tế 

bào CD3+CD4+IFN-γ+ (Th1) và CD3+CD4+CD25+FoxP3+ ở mẫu chứng lần lượt là 

0,7%;  0,31% trong khi ở bệnh nhân THCVC tương ứng là 1,6% ; 2,3% (Hình 3.15). 

Phù hợp với một nghiên cứu trước đây, các tế bào Treg được huy động vào hệ tuần 

hoàn để tạo điều kiện thuận lợi cho sự phát triển của bệnh THCVC [174], cho thấy 

rằng sự giảm biểu hiện của các gen A20, CYLD và Cezanne ở bệnh nhân THCVC có 

thể liên quan đến việc làm tăng số lượng các tế bào CD25+ CD4 T và tế bào T điều hòa 

trong máu. 

Ngoài ra, số lượng tế bào biểu hiện CD3+CD4+IL-4+ (Th2) ở bệnh nhân 

THCVC là 0,9% so với mẫu đối chứng là 0,6%. Lượng tế bào CD3+CD4+IL-17+ 

(Th17) ở hệ tuần hoàn bệnh nhân THCVC là 1,2% trong khi ở mẫu chứng là 0,8% 

(Hình 3.15, 3.16). Kết quả chỉ ra rằng không có sự thay đổi lớn của hai loại tế bào này 

trên bệnh nhân THCVC. 

 

Hình 3.15.  Hình dot blot biểu hiện khả năng hoạt hóa của các loại tế bào T trên bệnh 

nhân THCVC.  
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Các tế bào T hoạt hóa biểu hiện CD3+CD4+IFN-γ+ (Th1), CD3+CD4+IL-4+ (Th2), 

CD3+CD4+IL-17+(Th17), CD3+CD4+CD25+FoxP3+ được hiển thị ở mẫu đối chứng (ô 

trên) và mẫu bệnh nhân THCVC (ô dưới). 

 

Hình 3.16.  Tỷ lệ phần trăm số lượng hoạt hóa của các loại tế bào T trên bệnh nhân 

THCVC 

Biểu đồ thể hiện tỷ lệ phần trăm của số lượng tế bào CD3+CD4+IFN-γ+ (Th1), 

CD3+CD4+IL-4+ (Th2), CD3+CD4+IL-17+(Th17), CD3+CD4+CD25+FoxP3+ (***p 

<0,001; p*<0,05) cho thấy sự khác biệt đáng kể so với những người khỏe mạnh (thử 

nghiệm Mann – Whitney U, n = 5–7). Các cột trên biểu đồ biểu thị giá trị trung bình, 

độ trải giữa (interquartile range- IQR), giá trị tối thiểu và giá trị tối đa. 

3.1.10 Sự tiết cytokine và kháng nguyên ung thư ở bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

 Mức độ biểu hiện gen của A20 và CYLD giảm đáng kể ở bệnh nhân THCVC so 

với người khỏe (Hình 3.1),  do đó việc sản xuất cytokine trong huyết tương của bệnh 

nhân THCVC có thể liên quan đến mức độ biểu hiện hai gen trên. Tương tự như một 

nghiên cứu gần đây, nghiên cứu cũng chỉ ra rằng mức IL-6 và TNF-α ở bệnh nhân 
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THCVC được tìm thấy cao hơn so với bệnh nhân đối chứng, tuy nhiên, những bệnh 

nhân này không cho thấy sự thay đổi về mức độ IL-1β trong huyết tương (Hình 3.17).  

 

Hình 3.17. Kết quả đo nồng độ IL-6, TNF-α, IL-1β bằng phương pháp ELISA.   

Biểu đồ thể hiện nồng độ IL-6, TNF-α và IL-1β thu được từ huyết tương của bệnh nhân 

THCVC (***p <0,001; p**<0,01) cho thấy sự khác biệt đáng kể so với những người 

khỏe mạnh (thử nghiệm Mann – Whitney U, n = 5–7). Các cột trên biểu đồ biểu thị giá 

trị trung bình, độ trải giữa (interquartile range- IQR), giá trị tối thiểu và giá trị tối đa. 

 Mức CA-125 đã được kiểm tra bằng ELISA vì hàm lượng của kháng nguyên 

ung thư này được tìm thấy là cao hơn ở bệnh nhân nữ cao tuổi mắc bạch cầu lympho 

mãn tính ở độ tuổi 50-75 trong nghiên cứu gần đây của chúng tôi. Dấu hiệu này được 

coi là dấu hiệu liên quan đến sự phát triển và bệnh sinh của bệnh bạch cầu. Như dự 

đoán, mức CA-125 ở bệnh nhân THCVC cao hơn đáng kể so với nhóm chứng khỏe 

mạnh (Hình 3.18) và 18 trong số 77 (23,4%) bệnh nhân THCVC có mức CA125 cao 

hơn ngưỡng lâm sàng, 35 UI/mL [175]. 
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Hình 3.18. Kết quả đo nồng độ CA125 bằng phương pháp ELISA. 

Giá trị trung bình ± SEM (n = 53-77) của hàm lượng CA-125 thu được từ huyết tương 

của người cho khỏe mạnh (thanh trắng) và bệnh nhân THCVC (thanh đen). ** (p 

<0,01) cho thấy sự khác biệt đáng kể so với những người khỏe mạnh (ANOVA). 

Nhiều nghiên cứu gần đây trong các bệnh máu đã và đang chỉ ra vai trò của 

CA125. Nghiên cứu của Bairey và cộng sự chỉ ra rằng, mức độ biểu hiện của CA125 

trong huyết tương ở những bệnh nhân bạch cầu lympho mạn là 16,3 U/mL (giá trị bình 

thường < 35 U/mL). Một nghiên cứu khác trên 14 bệnh nhân bạch cầu lympho mạn 

cũng cho thấy nồng độ CA125 không có sự khác biệt giữa nhóm bệnh và nhóm khỏe 

mạnh. Nồng độ CA125 ở bệnh nhân bạch cầu lympho cấp đã được phát hiện tăng cao 

và có sự khác biệt giữa bệnh nhân cao tuổi so với bệnh nhân trẻ tuổi và người khỏe 

mạnh [176]. Nồng độ CA125 biểu hiện cao trong bệnh THCVC, cho thấy biểu hiện 

của CA125 trong những bệnh nhân THCVC khác biệt rõ rệt so với những người khỏe 

mạnh. 

3.2 Kết quả nghiên cứu trên tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

3.2.1 A20 điều hòa kiểu hình miễn dịch tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

Các loại tế bào dương tính với CD45+ trong quần thể tế bào PBMC được phân 

tích về tỷ lệ phần trăm và sự hoạt hóa. Đầu tiên, kết quả của việc bất hoạt A20 đã được 

kiểm tra bằng kỹ thuật Real-time PCR sau khi sử lý tế bào PBMC với siRNA. Kết quả 

chỉ ra rằng mức độ biểu hiện gen A20 đã bị giảm rõ rệt sau khi sử dụng siRNA A20 

(Hình 3.19A). Tiếp theo, khi tế bào PBMC được xử lý bằng LPS dẫn đến hoạt hóa tế 
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bào dòng tủy, tế bào T và B (Hình 3.20B-C) và khi sử dụng A20 siRNA làm tăng 

cường hơn nữa tỷ lệ CD11b+CD40+ (tế bào dòng tủy hoạt hóa), CD19+CD25+ (tế bào 

B hoạt hóa ) và các tế bào biểu hiện CD3+CD25+ (tế bào T được kích hoạt). Tuy nhiên, 

số lượng các tế bào CD11b+CD86+, CD19+CD44+ và CD3+CD44+ tương tự với nhóm 

đối chứng (Hình 3.19B-C). Bằng chứng cho thấy A20 ức chế một phần sự hoạt hóa 

của các quần thể tế bào T và B và tế bào dòng tủy. 

 

Hình 3.19. Kiểu hình miễn dịch của PBMC khi bất hoạt gen A20 

A. Mức độ biểu hiện ± sai số chuẩn  (n = 6) của A20 được thể hiện trong mẫu đối 

chứng siRNA (cột trắng) và PBMC được xử lý bằng siRNA (cột đen). *** (p <0,001) 

cho thấy sự khác biệt đáng kể so với PBMC được xử lý bằng siRNA A20 (ANOVA). 

B. Biểu đồ FACs mô tả mật độ huỳnh quang của các tế bào biểu hiện CD11b+CD40+, 

CD3+CD25+ và CD19+CD25+, các nhóm này được xử lý với LPS có hoặc không có 

A20-siRNA. 

C Giá trị trung bình ± SEM (n = 6) tỷ lệ các tế bào biểu hiện CD11b+CD40+, 

CD11b+CD86+, CD19+CD25+, CD3+CD25+, CD19+CD44+ và CD3+CD44+ được 

hiển thị chưa xử lý (đối chứng, thanh màu trắng) và PBMC được xử lý bằng LPS khi 

có (thanh xám) hoặc không có (thanh đen) A20-siRNA. Tất cả các mẫu đều được kiểm 
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tra bằng tế bào CD45+. * (p <0,05) và ** (p <0,01) chỉ ra sự khác biệt đáng kể giữa 

các nhóm được xử lý bằng LPS (ANOVA). 

3.2.2 A20 điều hòa sự tiết cytokine  

Để bất hoạt gen A20 trong tế bào PBMC, phân tử siRNA đặc hiệu đích A20 

(siRNA được thiết kế trước, cung cấp bởi công ty Applied Biosystems, Mỹ) được đưa 

vào tế bào PBMC với nồng độ 40 ng/ml (2x105 tế bào/ml), sử dụng chất dẫn 

Lipofectamine RNAiMAX. Sau đó, chúng tôi tiến hành kiểm tra và so sánh mức độ 

biểu hiện của các cytokine, kết quả thu được như Hình 3.20. 

 

Hình 3.20. Kết quả giải phóng các cytokine từ PBMC được bất hoạt gen A20.  

Tế bào PBMC đối chứng (cột trắng), PBMC được xử lý LPS (cột đen), PBMC được 

bất hoạt gen A20 và xử lý LPS (cột xám). Gía trị trung bình ± sai số chuẩn (n = 6) 

nồng độ của của IL-6, IL-12p70, TNF-α và IL-1β, * (p <0,05) và *** (p <0,001) ) cho 

thấy sự khác biệt đáng kể so với PBMC được xử lý bằng siRNA A20 (ANOVA). 

 Như được minh họa kết quả trong Hình 3.21, sau khi xử lý tế bào PBMC với 

LPS, nhóm tế bào này đã tăng cường sản xuất các cytokine gây viêm IL-6, TNF-α, IL-

12p70 và IL-1β. Hơn nữa, nồng độ các cytokine TNF-α, IL-12p70 và IL-1β còn được 

tiết nhiều hơn nữa khi tế bào PBMC được xử lý bằng LPS không có sự hiện diện của 

gen A20. TNF-α tăng từ 230 lên 400 (pg/ml); IL-12p70 tăng từ 150 lên 180 (pg/ml) và 

IL-1β tăng từ 50 lên 385 (pg/ml). Kết quả chỉ ra rằng sự hiện diện của A20 rất nhạy 

cảm với việc tiết TNF- α và IL-1β của tế bào PBMC. 
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3.2.3 A20 điều hòa sự di cư tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

Ngoài việc điều hòa các phản ứng miễn dịch bằng cách tiết ra các cytokine khác 

nhau, sự di chuyển của tế bào cũng là một dấu hiệu chức năng của các PBMC được 

kích hoạt. Tương tự như tác dụng ức chế của A20 đối với sự trưởng thành chức năng 

của PBMC, sự di chuyển của tế bào này tăng lên đáng kể khi được bất hoạt gen A20 

(Hình 3.21). 

 

Hình 3.21. Sự di chuyển của tế bào PBMC khi được bất hoạt gen A20. 

Ảnh hưởng của A20 đến sự di chuyển của các PBMC. Gía trị trung bình ± SEM (n = 

6) tỷ lệ phần trăm PBMC đã di chuyển, không được xử lý (đối chứng) hoặc được xử lý 

bằng LPS khi không có hoặc có mặt A20-siRNA. ** (p <0,01) chỉ ra sự khác biệt đáng 

kể giữa các nhóm được xử lý bằng LPS (ANOVA). 

3.2.4 Protein A20 điều hòa quá trình apoptosis tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

Cùng với hoạt động chức năng tiết các cytokine của tế bào PBMC thì quá trình 

apoptosis đóng vai trò đặc biệt quan trọng. Nó quy định nhiều yếu tố trong cân bằng 

nội môi miễn dịch, đồng thời kiểm soát sự khởi đầu, chấm dứt, cường độ và thời gian 

các phản ứng miễn dịch. Các marker sinh học liên quan đến sự chết apoptosis của tế 

bào bao gồm nhiều loại khác nhau trong đó có các marker: Annexin V, propidium 

iodide (PI) và caspase-3.  
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Hình 3.22. Phân tích khả năng sống sót của PBMC dưới ảnh hưởng của gen A20 

Giá trị trung bình ± sai số chuẩn (n = 6) tỷ lệ phần trăm của các tế bào PBMC biểu 

hiện caspase 3+ và annexin V+ được xử lý bằng siRNA đối chứng hoặc A20 siRNA khi 

có hoặc không xử lý cùng LPS. 

Khả năng sống của tế bào được kiểm tra bằng cách đo liên kết annexin V với 

màng tế bào và hoạt động của caspase 3. Kết quả được hiển thị trong (Hình 3.22) chỉ 

ra rằng, LPS giúp bảo vệ các tế bào PBMC chống lại quá trình apoptosis của tế bào, vì 

tỷ lệ phần trăm của annexin V+ và caspase 3+ PBMC đã giảm sau khi xử lý bằng LPS. 

Các kết quả không thay đổi đáng kể khi bất hoạt gen A20 bằng A20 siRNA, chỉ ra rằng 

sự hiện diện của A20 không nhạy cảm với tín hiệu apoptosis trong tế bào PBMC.  

3.2.5 Otubain-1 điều hòa chức năng tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

Protein Otubain-1 được nghiên cứu rộng rãi trong nhiều con đường liên quan đến 

ung thư nhưng vai trò của nó trong điều hòa chức năng tế bào PBMC thì vẫn là một ẩn 

số. Otubain-1 được chứng minh là góp phần ức chế đáp ứng miễn dịch qua trung gian 

phân tử NF-κB đối với các tác nhân truyền nhiễm [177]. Để hiểu các tế bào miễn dịch 

khác nhau bị ảnh hưởng như thế nào bởi Otubain-1, các tế bào đã được bất hoạt gen 

Otubain-1 bởi siRNA và sau đó được xử lý bằng LPS. Kết quả của việc bất hoạt 

Otubain-1 đã được kiểm tra bằng kỹ thuật Real-time PCR sau khi sử lý tế bào PBMC với 

siRNA. Kết quả chỉ ra rằng Otubain-1 đã bị giảm mức độ biểu hiện rõ rệt sau khi sử 

dụng siRNA Otubain-1 (Hình 3.23A). 
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Hình 3.23. Ảnh hưởng của Otubain-1 đến hoạt động và sự chết apoptosis của PBMC.  

A. Mức độ biểu hiện ± sai số chuẩn  (n = 5) của Otubain-1 được thể hiện trong mẫu 

đối chứng siRNA (cột trắng) và PBMC được xử lý bằng siRNA (cột đen). *** (p 

<0,001) cho thấy sự khác biệt đáng kể so với PBMC được xử lý bằng siRNA Otubain-

1 (ANOVA).  

B. Giá trị trung bình ± sai số chuẩn (n = 5) tỷ lệ phần trăm của các tế bào biểu hiện 

Annexin V+ PI- được xử lý siRNA đối chứng (cột trắng) và PBMC được xử lý bằng 

siRNA Otubain-1 (cột đen) khi có hoặc không xử lý cùng LPS (500ng)/ml).  

C-D. Hình dot pot (C) và giá trị trung bình ± sai số chuẩn (n = 5) (D) của các tế bào 

biểu hiện CD56+ CD44+ được xử lý siRNA đối chứng (hình bên trái) và PBMC được 

xử lý bằng siRNA Otubain-1 (hình bên phải) với sự hiện diện của LPS (500ng/ml). * 

(p< 0,05) cho thấy sự khác biệt đáng kể so với PBMC được xử lý bằng siRNA 

Otubain-1 (ANOVA). 

Phân tích tế bào dòng chảy cho thấy, sử dụng Otubain-1 siRNA làm tăng đáng kể 

số lượng tế bào biểu hiện CD56+CD44+ (tế bào NK đã kích hoạt) biểu hiện trong tế bào 
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PBMC (Hình 3.23 C-D) và không ảnh hưởng đến mật độ của các lọai tế bào 

CD11b+CD40+ (tế bào dòng tủy được kích hoạt), CD11c+CD40+, CD11c+ CD86+ (TBT 

được kích hoạt), CD19+CD25+, CD19+CD44+ (tế bào B được kích hoạt), 

CD3+CD4+CD25+, CD3+CD4+CD44+ (tế bào T CD4 được kích hoạt), CD3+CD8+CD25+, 

CD3+CD8+CD44+ (tế bào T CD8 được kích hoạt) và CD56+CD25+ (tế bào NK được kích 

hoạt) so với các tế bào có mặt trong PBMC đối chứng. Bằng chứng chỉ ra rằng gen 

Otubain-1 điều hòa sự xâm nhập của các tế bào biểu hiện CD56+CD44+ vào hệ thống 

tuần hoàn khi kích hoạt bằng LPS. 

Để kiểm tra sự chết apoptosis của tế bào PBMC có được điều hòa bởi sự hiện diện 

của Otubain-1 hay không, tỷ lệ tế bào AnnexinV+, PI- được xác định bằng cách nhuộm tế 

bào PBMC với kháng thể AnnexinV và PI để phát hiện sự phơi nhiễm 

phosphatidylserine (PS) với môi trường ngoại bào. Như được hiển thị trong Hình 3.23B, 

số lượng tế bào annexinV+ PI- không thay đổi trong các tế bào PBMC bất hoạt Otubain-

1, chỉ ra rằng quá trình apoptosis của PBMC không nhạy cảm với Otubain-1 khi xử lý 

LPS. 

3.2.6  Otubain-1 điều hòa các sản phẩm cytokine 

Tiếp theo chúng tôi đã kiểm tra các sản phẩm cytokine trong phản ứng với LPS để 

kiểm tra hoạt động tiết cytokine của tế bào PBMC.  

 

Hình 3.24. Kết quả giải phóng các cytokine từ tế bào PBMC bất hoạt gen Otubain-1. 
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PBMC đối chứng (cột trắng), PBMC xử lý LPS (cột đen), PBMC bất hoạt gen 

Otubain-1 xử lý LPS (cột xám). Gía trị trung bình ± sai số chuẩn (n = 6) của các 

cytokine IL-6, IL-12p70, TNF-α và IL-1β. 

Kết quả được minh họa trong Hình 3.24 chỉ ra rằng, sau khi xử lý tế bào PBMC 

với LPS, khả năng sản xuất các cytokine gây viêm IL6, TNF-α, IL-12p70 và IL-1β 

tăng lên. Tuy nhiên, sự giải phóng các cytokine này không thay đổi so với mẫu đối 

chứng khi không có sự hiện diện của gen Otubain-1. Kết quả chỉ ra rằng sự hiện diện 

của Otubain-1 không nhạy cảm với việc tiết IL6, TNF-α, IL-12p70 và IL-1β của tế bào 

PBMC.  

3.2.7 Otubain-1 điều hòa tín hiệu trong tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

 Nghiên cứu vai trò của Otubain-1 đến tín hiệu phân tử STAT trong tế bào 

PBMC lần đầu tiên được xác định trong nghiên cứu này. Kết quả chỉ ra rằng trong số 

các gen được kiểm tra, nồng độ mRNA của STAT6 trong tế bào PBMC bất hoạt 

Otubain-1 đã biểu hiện tăng so với mẫu đối chứng. Ngoài ra, sự biểu hiện của các gen 

SHP1, SHP2, IκB-α, STAT1, STAT3 và STAT5 không thay đổi khi bất hoạt gen 

Otubain-1 (Hình 3.25). 

 Mặc dù có vai trò quan trọng nhưng vẫn chưa có nghiên cứu nào đánh giá vai 

trò của gen Otubain-1 đến điều hòa tín hiệu phân tử SHP-1, SHP2. Xuất phát từ những 

lí do trên, đề tài đã tiến hành nghiên cứu vai trò của Otubain-1 với tín hiệu phân tử 

SHP-1 và SHP-2 trên PBMC. Kết quả SHP-1 có biểu hiện tăng đáng kể so với mẫu đối 

chứng sau khi được kích thích bằng LPS (Hình 3.25), điều này chỉ ra rằng sự bất hoạt 

gen Otubain-1 có thể ảnh hưởng đến sự trưởng thành của tế bào PBMC thông qua tín 

hiệu phân tử SHP-1. 
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Hình 3.25.  Ảnh hưởng của Otubain-1 đến con đường tín hiệu trong PBMC.  

Giá trị trung bình ± sai số chuẩn (n = 5) mức độ phiên mã của IκB-α, SHP1, SHP2, 

STAT1, STAT3, STAT5 và STAT6 trong tế bào PBMC được xử lý bằng siRNA đối 

chứng (cột trắng) hoặc bằng siRNA Otubain-1 (cột đen) có hoặc không xử lý bằng 

LPS (500ng/ml). *(p <0,05) cho thấy sự khác biệt đáng kể với PBMC được xử lý bằng 

siRNA Otubain-1 (ANOVA). 
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CHƯƠNG 4: THẢO LUẬN 

4.1 Đa hình và biểu hiện gen deubiquitinase, gen JAK2 và kiểu hình miễn dịch 

trên bệnh tăng hồng cầu vô căn 

Trong nghiên cứu này, 77 bệnh nhân tham gia thuộc nhóm bệnh đa hồng cầu là 

một trong 3 bệnh thuộc nhóm bệnh tăng sinh tủy ác tính. Nguyên nhân gây ra các căn 

bệnh trên thường tập trung vào các đột biến trên gen JAK2 mà chủ yếu là đột biến tại 

vị trí V617F thuộc gen này [178]. Đột biến này xuất hiện trên 95% số ca bệnh đa hồng 

cầu và khoảng 50%-60% số ca bệnh tăng tiểu cầu tiền phát và bệnh xơ tủy cấp trên 

toàn thế giới [6]. Đột biến này cũng đã được chứng minh rằng có liên quan đến tình 

trạng tăng huyết khối, qua đó dẫn đến rối loạn chức năng tim mạch ở các nghiên cứu 

in vitro trên mô hình tế bào nội mô cũng như trên mô hình chuột [179]. Trong nghiên 

cứu này, các mô hình dự đoán in-silico cũng đã dự đoán đột biến V617F có tiềm năng 

gây ảnh hưởng lớn đến cấu trúc và chức năng của enzyme tương ứng, từ đó có khả 

năng làm thay đổi mạng lưới phân tử tín hiệu bên trong tế bào gốc tủy xương sinh 

máu. Do đó, việc xác định sự hiện diện của đột biến JAK2V617F ở bệnh nhân THCVC là 

tiền đề cho các thí nghiệm tiếp theo để xác định mối liên quan giữa đột biến gen này 

với đa hình và biểu hiện gen deubiquitinase và kiểu hình miễn dịch trên bệnh THCVC. 

 Đột biến p.V617F (c.1849G> T) trên gen JAK2 (JAK2V617F) được biết đến là đột 

biến gây bệnh THCVC [180], do vậy đột biến gen này được sử dụng như một dấu hiệu 

phân tử trong chẩn đoán bệnh THCVC [181]. Gen JAK2 mã hóa cho thụ thể tín hiệu 

JAK2 trên màng tế bào. Tín hiệu này đóng vai trò quan trọng liên quan đến hoạt động 

của một số con đường truyền tín hiệu khác như JAK/STATs, MAPK và PI3K/AKT. 

Các tín hiệu phân tử này đều liên quan đến quá trình kiểm soát miễn dịch, sự phát triển 

của tế bào và quá trình chết theo chương trình [182]. 

Đầu tiên, sự hiện diện của đột biến JAK2V617F ở bệnh nhân THCVC được tiến 

hành để xác định mối liên quan của các đột biến trong gen JAK2 với các gen DUB. 

Đột biến JAK2V617F xảy ra ở 66,67% bệnh nhân THCVC được chẩn đoán trong nghiên 

cứu này, trong khi nghiên cứu khác [180] chỉ ra rằng sự hiện diện của đột biến này 

trong ≥ 90% trường hợp bệnh THCVC. Tần suất xuất hiện của đột biến JAK2V617F 

được biết là tăng theo thời gian trong các trường hợp bệnh THCVC [183]. Một nghiên 

cứu gần đây chỉ ra rằng bệnh nhân THCVC không có đột biến JAK2V617F vẫn đáp ứng 

điều trị bằng các chất ức chế con đường tín hiệu JAK/STAT [184], cho thấy rằng sự 
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kích hoạt con đường tín hiệu JAK-STAT có thể không chỉ gây ra do đột biến 

JAK2V617F mà còn các đột biến khác.  

Hơn thế nữa, biểu hiện bất hoạt các gen A20, Cezanne và CYLD ở bệnh nhân 

THCVC đã được phát hiện giảm đi so với người khỏe. Trong số 3 gen, A20 và CYLD 

được coi là chất ức chế tín hiệu JAK/STAT, mà sự kích hoạt của chúng dẫn đến sự 

phát triển và bệnh sinh của bệnh ung thư máu và ung thư hạch trong đó có bệnh 

THCVC [185]. Biểu hiện không bình thường và đột biến của gen CYLD có liên quan 

đến sự phát triển của bệnh bạch cầu và ung thư hạch [186]. Nghiên cứu này quan sát 

thấy rằng 11 SNP trong gen CYLD, trong đó p.W736G và c.2483+6 T>G được dự 

đoán là đột biến mới liên quan đến cơ chế bệnh sinh của THCVC. Điều quan trọng là, 

2 đột biến này không được tìm thấy trong 90 mẫu bệnh nhân CML, 32 mẫu bệnh nhân 

AML, 16 mẫu bệnh nhân ALL và 21 mẫu bệnh nhân CLL trong khảo sát này (dữ liệu 

chưa được công bố), cho thấy rằng hai đột biến p.W736G và c.2483+6 T>G có thể liên 

quan đến nguy cơ phát triển bệnh THCVC mà có thể không liên quan đến một số bệnh 

bạch cầu khác. 

Các nghiên cứu khác về sự thay đổi di truyền của gen A20 chỉ ra rằng các đột 

biến ở gen A20 ở exon 5, 6 và 7 có nguy cơ cao đối với bệnh tự miễn và bệnh bạch cầu 

tế bào dòng lympho [187]. Trong nghiên cứu này, SNP rs776591390 của gen A20 

được phát hiện ở bệnh nhân THCVC với tần suất là 1,29%, cho thấy rằng các đa hình 

gen A20 liên quan đến sự tiến triển của bệnh ung thư máu là khác nhau.  

Khác với gen A20 và CYLD, tác dụng điều hòa của Cezanne đối với việc kích 

hoạt tín hiệu JAK/STAT cũng như mối liên hệ của SNP với nguy cơ ung thư máu có 

thể xảy ra nhưng vẫn chưa được làm rõ, mặc dù biểu hiện gen Cezanne có liên quan 

đến tiên lượng xấu trong ung thư biểu mô tế bào gan [188]. Nghiên cứu này lần đầu 

tiên chỉ ra rằng những thay đổi của 7 nucleotide ở intron 10 trong gen Cezanne được 

tìm thấy ở bệnh nhân THCVC và 7/77 (9,09%) bệnh nhân THCVC mang ít nhất 2 

SNP trong gen này. Tương tự như 2 đột biến bất thường trong gen CYLD, 7 SNP trong 

gen Cezanne không được phát hiện trên bệnh nhân AML và CML (dữ liệu chưa được 

công bố). Ngoài ra, MAF của 7 SNP có tần số cao hơn một chút trong các nhóm 

THCVC so với các nhóm đối chứng, cho thấy những người mang SNP ở Cezanne có 

thể có xu hướng gặp rủi ro về sự phát triển của THCVC. 
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Bên cạnh các đột biến đã biết liên quan đến cơ chế bệnh sinh của THCVC bao 

gồm JAK2, MPL và CALR, chúng tôi cho rằng bệnh nhân THCVC mang đột biến 

p.W736G có nhiều SNP trong gen CYLD và không có SNP trong gen Cezanne. Điều 

này chứng tỏ đột biến p.W736G trong CYLD gắn liền với cơ chế bệnh sinh của 

THCVC và độc lập với SNP ở Cezanne. CYLD được biết là ngăn chặn phản ứng viêm 

thông qua việc kích hoạt một số con đường tín hiệu bao gồm JAK/STAT [189], do đó 

nghiên cứu sâu hơn sẽ phân tích xác định vai trò của đột biến p.W736G trong việc 

điều hòa chức năng của các tế bào miễn dịch cũng như hoạt động của các con đường 

tín hiệu nội bào. 

Để phân tích sự liên quan đến đột biến gen và kiểu miễn dịch ở bệnh nhân 

THCVC, đột biến JAK2V617F được báo cáo là không ảnh hưởng đến những thay đổi 

chức năng của tế bào T [180], do đó, việc tăng số lượng cũng như hoạt động của tế bào 

T hỗ trợ (tế bào dương tính với CD3+CD4+CD25+) và tế bào T điều hòa (Treg, tế bào 

dương tính với CD3+CD4+CD25+ FoxP3+) vào hệ tuần hoàn trên bệnh nhân THCVC 

có thể sẽ liên quan đến hoạt động điều hòa của 2 đột biến gen CYLD. Là một phần của 

phản ứng miễn dịch, tế bào Treg đóng một vai trò quan trọng trong việc ngăn chặn khả 

năng miễn dịch đặc hiệu với khối u [190]. Biểu hiện không bình thường của CD25 trên 

tế bào T hỗ trợ có liên quan đến tiên lượng bệnh xấu ở bệnh nhân AML [191] và bệnh 

nhân CML [192]. Một nghiên cứu trước đây chỉ ra rằng, bệnh THCVC liên quan đến 

biểu hiện tăng huyết khối bao gồm: tăng hematocrit, tăng tiểu cầu, hoạt hóa tiểu cầu và 

hoạt hóa bạch cầu [193], cho thấy có thể có tác động của 2 đột biến gen CYLD đối với 

sự phát triển của huyết khối ở bệnh nhân THCVC.  

Ngoài ra, trong nghiên cứu này đã không tìm thấy mối liên quan đáng kể của 

SNP trong gen A20, Cezanne và CYLD với sự tăng nồng độ IL6 và TNF-α cũng như 

CA125 ở bệnh nhân THCVC.  

Như vậy, đột biến p.W736G của gen CYLD có thể tham gia điều hòa sự tiến 

triển của bệnh THCVC và là một ứng cử gen tốt để nghiên cứu sâu hơn về vai trò của 

nó trong việc điều hòa hoạt hóa chức năng của tế bào bạch cầu trong bệnh ung thư 

máu cũng như bệnh THCVC.  

4.2 Biểu hiện một số gen tín hiệu trên bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

Nhóm gen STAT đóng vai trò đặc biệt quan trọng trong điều hòa sự phát triển 

một sô bệnh ung thư máu. Đây là nghiên cứu đầu tiên chỉ ra sự tăng biểu hiện của 3 
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gen STAT1, STAT3, STAT5 trên bệnh nhân THCVC. Hoạt động bộc phát của tín hiệu 

STAT3 và STAT5 cũng được chỉ ra ở bệnh u lympho và bệnh bạch cầu [194]. Các 

nghiên cứu khác trên bệnh nhân ung thư máu cũng phân tích biểu hiện nhóm gen 

STAT, tuy nhiên chưa có nghiên cứu nào chỉ ra biểu hiện tăng lên của cả 04 gen này 

trong một bệnh ung thư. Biểu hiện của STAT1 tăng cao trong bệnh bạch cầu bao gồm 

bệnh bạch cầu cấp dạng tiền tủy bào đã được biết đến trong một số nghiên cứu [195]. 

Mức độ biểu hiện gen STAT6 tăng cao cũng được tìm thấy trên một số bệnh ung thư 

máu [196] và tương quan thuận với sự khả năng xâm lấn và di căn của tế bào ung thư 

[197].  

Ngoài nhóm gen STAT, nhóm gen SH2 cũng đóng góp vai trò quan trọng không 

kém điều hòa các quá trình sinh lý tế bào. Nhóm gen SHP là những gen thuộc họ tín 

hiệu protein tyrosine phosphatase điều hòa sự tăng sinh của tế bào ung thư thông qua 

các quá trình sinh lý tế bào như sự thuần thục, sự di cư và quá trình chết apoptosis 

[198]. Nhóm gen này gồm hai loại gen chính là SHP-1 và SHP-2. SHP-1 có mặt ở hầu 

hết các loại tế bào gốc tạo máu và có vai trò ức chế khối u và tham gia điều hòa ngược 

hoạt động sinh học của tế bào bởi quá trình khử phosphoryl hóa một số tín hiệu phân 

tử như JAKs/STATs và PI3K/AKT/mTOR [199].  

 Sự methyl hóa vùng promoter của gen SHP-1 làm giảm biểu hiện của gen này 

[200]. Ngược với SHP-1, SHP-2 điều hòa thuận sự phát triển và chức năng của tế bào 

gốc tạo máu [201]. SHP-2 hoạt hóa tín hiệu ERK thông qua hoạt động xúc tác làm 

tăng sự sống sót của tế bào ung thư [202]. Chuột thiếu hụt SHP-2 chết sớm ở giai đoạn 

phôi thai. Biểu hiện bất thường của gen SHP-2 là một trong những nguyên nhân gây ra 

các loại bệnh mãn tính và ung thư [201]. 

4.3 Vai trò gen A20 điều hòa chức năng tế bào đơn nhân máu ngoại vi  

 Protein A20 đã được chỉ ra tham gia điều hòa ức chế hoạt động chức năng của 

một số tế bào miễn dịch bao gồm tế bào T và tế bào B, TBT, tuy nhiên vai trò của A20 

đối với tế bào PBMC thì vẫn chưa được đề cập đến [203]. Ngoài sự hiện diện của các 

TBT, T và B và PBMC còn bao gồm các loại tế bào khác như tế bào tiền bào tủy, tế 

bào NK và tế bào bạch cầu đơn nhân. Hơn nữa, sự liên quan giữa biểu hiện các gen 

DUB với mật độ tế bào và biểu hiện kích hoạt của chúng cần được phân tích sâu hơn 

để xác định vai trò chức năng của các loại gen DUB điều hòa từng loại tế bào miễn 
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dịch trong quần thể tế bào PBMC. Do đó, chúng tôi đã quan sát thấy rằng biểu hiện 

giảm gen A20 trên tế bào PBMC liên quan đến biểu hiện tăng của CD25 trên bề mặt 

các tế bào B và T và mật độ CD40 cao hơn trên các tế bào tiền bào tủy cũng như sự 

tăng cường giải phóng các cytokine gây viêm như TNF-α và IL-1β, nhưng không liên 

quan đến hoạt động apoptosis của các tế bào PBMC.  

 Nghiên cứu trước đây của nhóm chúng tôi [204] cho thấy protein A20 ức chế 

biểu hiện của CD40 trên các tế bào B và sự nhận diện phối tử CD40L trên thụ thể 

CD40 đã kích hoạt sự tăng sinh và hoạt động của tế bào B [205], do đó tăng biểu hiện 

CD40 có thể liên quan đến sự tăng số lượng tế bào B xâm nhập vào hệ tuần hoàn. 

Trong một nghiên cứu chưa được công bố, chúng tôi cũng chỉ ra rằng, dòng lympho 

cấp tính có số lượng tế bào biểu hiện CD11b+CD40+ và CD19+CD25+ tăng lên. Ngoài 

ra, chuột thiếu gen A20 trong tế bào T làm tăng biểu hiện dương tính với marker CD25 

[206] và bất hoạt gen A20 có liên quan đến sinh bệnh học của các u lympho tế bào B 

khác nhau [207]. Do đó, ảnh hưởng ức chế của gen A20 với biểu hiện kích hoạt của tế 

bào PBMC có thể liên quan đến rối loạn điều hòa tế bào miễn dịch ở bệnh nhân mắc 

bệnh ung thư máu. 

 Một nghiên cứu khác cũng cho thấy vai trò điều hòa của gen A20 với chức năng 

sinh lý của tế bào miễn dịch như di chuyển tế bào và sự chết apoptosis [208]. Tương 

tự, chúng tôi đã sử dụng LPS để kích hoạt sự di chuyển của tế bào và quan sát thấy 

việc di chuyển tế bào được tăng cường trong các tế bào PBMC đã được bất hoạt gen 

A20 so với các tế bào đối chứng. Di chuyển tế bào là một trong những bước thiết yếu 

để các tế bào ung thư di căn. Đến nay chưa có nghiên cứu nào kiểm tra vai trò của gen 

A20 trong việc điều hòa apoptosis của các tế bào miễn dịch. Trong nghiên cứu này kết 

quả đã chỉ ra rằng việc bất hoạt A20 không ảnh hưởng đến quá trình apoptosis của tế 

bào PBMC. Trong khi đó, Soizic và công sự lại cho rằng, A20 có tác dụng bảo vệ tế 

bào khỏi các yếu tố kích thích apoptosis. Nhóm nghiên cứu này ghi nhận rằng A20 đã 

tham gia ức chế biểu hiện gen Fas và hoạt động của phân tử caspase 3. Tuy nhiên, A20 

lại được báo cáo ở một nghiên cứu khác là không có khả năng ức chế sự chết apoptosis 

và không ảnh hưởng đến hoạt động của phân tử caspase 3 ở các tế bào ung thư MCF-7 

và tế bào Jurket. 
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 Tóm lại, nghiên cứu hiện tại chỉ ra rằng bất hoạt gen A20 làm tăng hoạt động 

của tế bào tủy, tế bào B và tế bào T và làm tăng giải phóng TNF-α và IL-1β từ tế bào 

PBMC. Tuy nhiên, sự chết apoptosis của PBMC không liên quan đến sự có mặt của 

gen A20 trong tế bào PBMC. Vì thế, biểu hiện gen A20 có thể liên quan đến đáp ứng 

miễn dịch trong bệnh tự miễn và ung thư. 

4.4 Vai trò gen Otubain-1 điều hòa chức năng tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

Nghiên cứu vai trò của gen Otubain-1 điều hòa hoạt động chức năng của tế bào 

PBMC là chưa được chú ý đến. Otubain-1 tham gia hoạt hóa chức năng tế bào T CD8 

và tế bào NK trong các phản ứng đáp ứng miễn dịch chống nhiễm trùng và ung thư. 

Trong nghiên cứu này, bất hoạt gen Otubain-1 kích hoạt tế bào NK có mặt trong tế bào 

PBMC (tế bào CD56+CD44+) và không làm thay đổi hoạt động của tủy bào, tế bào B 

và tế bào T cũng như không ảnh hưởng đến sự giải phóng cytokine và sự chết 

apoptosis của tế bào PBMC (Hình 3.25-3.26). Kích hoạt tế bào NK thông qua biểu 

hiện tăng cường của CD44 đã được chứng minh là tăng hoạt động gây độc của tế bào 

NK [209]. Tương tự, một nghiên cứu gần đây cũng chỉ ra rằng gen Otubain-1 tham gia 

điều hòa sự trưởng thành và kích hoạt các tế bào NK [210].  

Bên cạnh đó, cytokine được tiết ra bởi các tế bào miễn dịch trong tình trạng 

viêm, nghiên cứu này cho thấy rằng, sự hiện diện của gen Otubain-1 không liên quan 

đến phản ứng viêm trong các tế bào PBMC. Trong một nghiên cứu khác đã chỉ ra rằng 

IL6 được tiết ra bất thường trong tế bào B của chuột thiếu Otubain-1. IL6 có nguồn 

gốc từ tế bào B và có liên quan đến bệnh sinh của các bệnh tự miễn, mặc dù cơ chế 

biểu hiện của IL6 trong tế bào B vẫn chưa được xác định rõ ràng [210]. Trong nghiên 

cứu này, sự hiện diện của Otubain-1 không nhạy cảm với việc tiết các cytokine IL6, 

TNF-α, IL-12p70 và IL-1β của tế bào PBMC. 

Tiếp theo, phân tích biểu hiện gen cho thấy biểu hiện của tín hiệu SHP1 và 

STAT6 tăng khi kích hoạt tế bào PBMC đã bất hoạt gen Otubain-1 bằng kháng 

nguyên LPS và không thay đổi của biểu hiện hoạt động của IκB-α. Nghiên cứu này 

phù hợp với nghiên cứu trước đó của chúng tôi rằng, sự hiện diện của gen Otubain-1 

trong TBT không nhạy cảm với sự hoạt hóa và sự trưởng thành của TBT qua trung 

gian NF-κB khi kích thích bằng LPS [117]. Trong tế bào TBT và tế bào NK, Otubain-

1 được biết đến là gen điều hòa một số con đường nội bào bao gồm MAPK, NF-κB, 
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ERα, RAS, p53 và SMAD2 [117, 177] khi tiếp xúc với các tác nhân lây nhiễm. Bên 

cạnh đó, Otubain-1 cũng kiểm soát quá trình hoạt hóa tín hiệu phân tử AKT (protein 

kinase B)- một kinase quan trọng để kích hoạt tế bào T, thông qua sự tiếp xúc với IL-

15 [116, 211]. Khác với Otubain-1, gen A20 và CYLD tham gia điều hòa hoạt động 

của tế bào miễn dịch thông qua tín hiệu STAT1 và STAT3 [203]. Do đó, ảnh hưởng 

của Otubain-1, A20 và CYLD với chức năng của PBMC là khác nhau dưới các tín hiệu 

kích thích đa dạng khác nhau. Một nghiên cứu của NT Xuân cũng đã phát hiện ra rằng, 

Otubain-1 ngăn chặn sự hoạt hóa kéo dài phân tử p38MAPK, do đó làm ảnh hưởng 

đến chức năng của TBT [117]. Tuy vậy, đến nay vẫn chưa có nghiên cứu nào chỉ ra 

được vai trò của nó trong điều hòa con đường tín hiệu phân tử  STAT. Mặc dù ngày 

càng nhiều các tài liệu chứng minh vai trò của Otubain-1 điều hòa các con đường tín 

hiệu phân tử liên quan đến ung thư như MAPK, P53, ERa [108].  

Quá trình tăng sinh, thuần thục, biệt hóa và chết theo chương trình apoptosis 

của tế bào có liên quan đến tín hiệu hoạt động của phân tử STAT [212]. STAT1 và 

STAT2 điều hòa sự tiết của IFN-γ, trong khi STAT4 và STAT6 điều hoà sự giải phóng 

của IL-2 và IL-4. Đột biến trên gen STAT1 ở người dẫn tới giảm khả năng chống chịu 

với các bệnh nhiễm trùng do nấm hay vi khuẩn [213]. Như vậy, STAT có vai trò rất 

quan trọng ảnh hưởng đến toàn bộ các tổ chức cơ thể, và liên quan đến nhiều chuỗi 

phản ứng truyền tín hiệu tế bào. Chuột thiếu hụt STAT1 hay STAT2 cho thấy chúng 

nhạy cảm với các vi khuẩn gây bệnh và thường nhạy cảm hơn với các hoá chất gây ra 

sự phát triển của khối u. Các tế bào ung thư ở người thường mất chức năng của tín 

hiệu STAT điều hòa sự tiết IFN-γ dẫn đến thuận lợi cho sự phát triển của tế bào ung 

thư [214]. Cho đến nay có rất ít nghiên cứu về vai trò của protein Otubain-1 điều hòa 

chức năng tế bào PBMC thông qua các dòng tín hiệu STAT. STAT là họ các protein 

phiên mã nội bào điều hoà nhiều chức năng khác nhau của tế bào như: sự tăng sinh, sự 

chết theo chương trình và sự biệt hoá [215]. Sự mất kiểm soát của nhân tố này thường 

gặp ở các khối u nguyên phát làm tăng cường khả năng sống sót của khối u và ức chế 

miễn dịch. Các nghiên cứu bất hoạt gen STAT cho thấy các protein STAT có liên quan 

đến chức năng của hệ miễn dịch và đóng một vai trò quan trọng trong việc duy trì khả 

năng miễn dịch và giám sát khối u [216]. Đột biến gen STAT1 ở người dẫn tới giảm 

khả năng chống chịu với các bệnh nhiễm trùng do nấm hay vi khuẩn [213]. 



98 

 

Kết luận, nghiên cứu hiện tại chỉ ra rằng khi bất hoạt Otubain-1 ảnh hưởng đến 

mức độ biểu hiện của SHP1 và STAT6 trong tế bào PBMC, không làm thay đổi sự biểu 

hiện của các gen tín hiệu IκB-α, SHP2, STAT1, STAT3 và STAT5 và quá trính chết 

apoptosis của tế bào PBMC. Hoạt động của tín hiệu SHP1 và STAT6 trong tế bào 

PBMC đã được bất hoạt gen Otubain-1 có thể liên quan đến hoạt động của tế bào NK 

có mặt trong tế bào PBMC. 
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CHƯƠNG 5: KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

5.1 Kết luận  

 Đa hình, biểu hiện gen và kiểu hình miễn dịch trên bệnh nhân THCVC 

- Phân tích di truyền trên tổng số 77 bệnh nhân THCVC của gen CYLD xác 

định được 11 SNP, trong đó SNP p. W736G được xác định ở exon 15 là đột biến mới 

có khả năng gây bệnh và một SNP c.2483 + 6 T> G thuộc intron 15 được dự đoán là 

đột biến trong vùng nối với tần số xuất hiện lần lượt là 18,2% và 5,2%. Giải trình tự 

gen Cezanne xác định được 7 SNP trong vùng intron 10 và bệnh nhân THCVC mang 

ít nhất 2 SNP trong gen này. Đặc biệt, bệnh nhân THCVC mang SNP p.W736G có 

nhiều SNP trong gen CYLD, nhưng không có SNP trong gen A20 hoặc Cezanne. 

- Đã xác định được mức độ biểu hiện của một số gen liên quan đến hoạt động 

của hệ miễn dịch bao gồm gen Klotho và gen LAG3 giảm đi ở bệnh nhân THCVC. 

Mức độ biểu hiện các gen tín hiệu phân tử STAT bao gồm các gen STAT1, STAT3 và 

STAT5 đều có biểu hiện tăng cao, trong khi biểu hiện của gen tín hiệu SHP1 và SHP2 

không bị ảnh hưởng ở bệnh nhân THCVC.  

- Bệnh nhân THCVC có biểu hiện bất hoạt các gen A20, CYLD và Cezanne; 

nồng độ IL-6 và TNF-α tăng cao; số lượng tế bào T hoạt hóa CD25+CD4, tế bào Th1 

và tế bào T điều hòa tăng lên đáng kể so với người khỏe. Ngoài ra, nồng độ kháng 

nguyên ung thư CA125 tăng lên trong máu ở bệnh nhân THCVC. 

 Vai trò của gen A20 điều hòa chức năng tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

- Tế bào PBMC được bất hoạt gen A20 có mật độ và mức độ hoạt hóa của các 

tế bào biểu hiện CD3+CD25+, CD19+CD25+ và CD11b+CD40+ tăng lên; sự giải phóng 

tăng một số cytokine TNF-α và IL-1β; và sự di chuyển của tế bào được tăng cường. 

Tuy nhiên, sự chết apoptosis của tế bào PBMC không phụ thuộc vào sự hiện diện của 

gen A20. Chính vì thế, biểu hiện A20 có thể liên quan đến phản ứng miễn dịch trong 

bệnh tự miễn và ung thư. 

 Vai trò của Otubain-1 điều hòa chức năng tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

- Tế bào PBMC được bất hoạt gen Otubain-1 làm tăng mức độ biểu hiện của 

gen SHP1 và STAT6 và không làm thay đổi sự biểu hiện của các gen tín hiệu IκB-α, 

SHP2, STAT1, STAT3 và STAT5. 
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- Bất hoạt gen Otubain-1 kích hoạt tế bào NK (CD56+CD44+ ); và không làm 

thay đổi hoạt động của tủy bào, tế bào B và tế bào T có mặt trong tế bào PBMC cũng 

như không ảnh hưởng đến sự giải phóng cytokine IL-6, IL-12p70, TNF-α và IL-1β và 

sự chết apoptosis của tế bào PBMC. 

5.2 Kiến nghị 

Đột biến gen CYLD trên bệnh nhân THCVC cần được xác định chức năng 

thông qua kỹ thuật chuyển gen để có thể xác định đươc vai trò của đột biến này liên 

quan đến hoạt động của tế bào ung thư.  
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Phụ lục tài liệu 

PHỤ LỤC I: Danh sách bệnh nhân 

Bảng 3.11. Danh sách bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

TT HỌ VÀ TÊN 
NĂM 

SINH 
MÃ SỐ TÊN BỆNH 

1 Trần Anh Q. 1993 17057708 THCVC 

2 Hoàng Thị U. 1965 170068865 THCVC 

3 Nguyễn Văn T. 1958 6004597 THCVC 

4 Nguyễn Đức T. 1970 16034158 THCVC 

5 Tạ Thị H. 1968 9003079 THCVC 

6 Phạm Thị N. 1949 6001555 THCVC 

7 Nguyễn Thị Đ. 1950 13008213 THCVC 

8 Nguyễn Văn T. 1953 14038160 THCVC 

9 Tăng Thị N. 1976 15001463 THCVC 

10 Vũ Thị L. 1948 14035126 THCVC 

11 Vũ Thị M. 1958 12000243 THCVC 

12 Lê Hồng C. 1953 13002402 THCVC 

13 Dương Thị L. 1957 15008207 THCVC 

14 Trịnh Quang B. 1953 14035516 THCVC 

15 Hoàng Văn T. 1957 16037753 THCVC 

16 Nguyễn Thị M. 1956 16018009 THCVC 

17 Hoàng Thị T. 1972 15024808 THCVC 

18 Võ Anh T. 1973 12010299 THCVC 

19 Phạm Tân H. 1952 17007626 THCVC 

20 Trần Văn T. 1939 16025316 THCVC 

21 Khuất Văn B. 1949 14005996 THCVC 

22 Lê Hồng M. 1956 1500701 THCVC 

23 Ngô Thị L. 1964 18015435 THCVC 

24 Nguyễn Thị Kh. 1954 18008092 THCVC 

25 Trần Thị Th. 1956 11007274 THCVC 



 

26 Nguyễn Thị B. 1950 18004772 THCVC 

27 Bùi Trần S. 1935 10003738 THCVC 

28 Đỗ Ngọc M. 1959 15015070 THCVC 

29 Nguyễn Duy Ng. 1940 9004571 THCVC 

30 Nguyễn Thị K. 1954 16016562 THCVC 

31 Vũ Ngọc A. 1957 12040500 THCVC 

32 Dương Văn Th. 1956 14036211 THCVC 

33 Nguyễn Ngọc Th. 1977 17054352 THCVC 

34 Hoàng Đức M. 1959 14036435 THCVC 

35 Dương Văn Ch. 1963 10002818 THCVC 

36 Vũ Thị Y. 1953 17008538 THCVC 

37 Nguyễn Cao Tr. 1984 15089761 THCVC 

38 Trần Thị L. 1938 6003199 THCVC 

39 Trình Tiến Nh. 1958 14034527 THCVC 

40 Phạm Thị Ng. 1905 18001767 THCVC 

41 Hoàng Nghĩa Đ. 1971 15023596 THCVC 

42 Bùi Gia Th. 1945 17020137 THCVC 

43 Lê Thị Ch. 1955 16040358 THCVC 

44 Nguyễn Thị Th. 1953 14052980 THCVC 

45 Phạm Thị N. 1949 06001555 THCVC 

46 Nguyễn Văn Tr. 1977 16017610 THCVC 

47 Nguyễn Thị L. 1953 18002711 THCVC 

48 Trịnh Thị H. 1976 14031548 THCVC 

49 Trần Đức Th. 1931 06001708 THCVC 

50 Vũ Văn Kh. 1964 17039989 THCVC 

51 Nguyễn Viết Nh. 1940 14050196 THCVC 

52 Đặng Văn T. 1990 16007911 THCVC 

53 Trần Hải L. 1937 08004315 THCVC 

54 Nguyễn Gia C. 1944 12014695 THCVC 



 

55 Nguyễn Tiến Th. 1953 17013848 THCVC 

56 Hoàng Văn D. 1959 16002672 THCVC 

57 Vàng Thị Nh. 1943 17005203 THCVC 

58 Hà Vũ T. 1964 12009406 THCVC 

59 Nguyễn Đình H. 1965 17005129 THCVC 

60 Tống Thị Ch. 1972 14035890 THCVC 

61 Trần Văn C. 1960 13003696 THCVC 

62 Đặng Anh T. 1962 15031714 THCVC 

63 Phùng Thị Anh Th. 1957 15017372 THCVC 

64 Nguyễn Văn T. 1935 16013673 THCVC 

65 Nguyễn Thị Kh. 1954 18008092 THCVC 

66 Lê Duy B. 1958 17031315 THCVC 

67 Hoàng Thị L. 1958 17020768 THCVC 

68 Nguyễn Thị V. 1937 13003167 THCVC 

69 Đặng Ngọc M. 1959 15015070 THCVC 

70 Lê Văn S. 1957 14006474 THCVC 

71 Nguyễn Việt H. 1965 10000049 THCVC 

72 Nguyễn Viết Kh. 1964 12013501 THCVC 

73 Nguyễn Thị Nh. 1982 17066338 THCVC 

74 Nguyễn Hữu T. 1959 18000672 THCVC 

75 Lê Văn L. 1960 16030991 THCVC 

76 Bùi Thị X. 1953 13010100 THCVC 

77 Cao Thị Th. 1947 15013806 THCVC 

 

Bảng 3.12. Danh sách người khỏe 

STT Họ và tên Giới tính Năm sinh Kí hiệu 

1 Đặng Thị Thu H. Nữ 1970 DK103-212 

2 Vũ Văn Đ. Nam 1995 DK103-213 

3 Nguyễn Thị B. Nữ 1955 DK103-214 



 

4 Bùi Qúy M. Nam 1979 DK103-215 

5 Nguyễn Thị L. Nữ 1962 DK103-216 

6 Vũ Thăng L. Nam 1981 DK103-216 

7 Nguyễn Thị H. Nữ 1965 DK103-218 

8 Nguyên NgọcTh. Nam 1982 DK103-219 

9 Đỗ Thị Hải H. Nữ 1971 DK103-220 

10 Đào Thị H. Nữ 1966 DK103-221 

11 Nguyễn Hồng V. Nữ 1978 DK103-222 

12 Vũ Minh Đ. Nam 1972 DK103-223 

13 Phạm Thị Th. Nữ 1973 DK103-224 

14 Phạm Thị X. Nữ 1980 DK103-225 

15 Vũ Văn Ph. Nam 1969 DK103-226 

16 Lương Văn N. Nam 1996 DK103-227 

17 Lê Đình T. Nam 1965 DK103-228 

18 Trần Thị M.  Nữ 1982 DK103-229 

19 Nguyễn Thị Th. Nữ 1971 DK103-230 

20 Nguyễn Hồng Đ. Nữ 1966 DK103-231 

21 Hoàng Văn N. Nam 1978 DK103-232 

22 Nguyễn Thị Ch. Nữ 1972 DK103-2234 

23 Nguyễn Thị H.  Nữ 1973 DK103-235 

24 Phạm Văn Th. Nam 1980 DK103-236 

25 Phạm Thị Tuyết A. Nữ 1955 DK103-237 

26 Nguyễn Thị D. Nữ 1979 DK103-238 

27 Phạm Văn B. Nam 1962 DK103-238 

28 Phạm Văn Ch. Nam 1981 DK103-239 

29 Đặng Thị D. Nữ 1965 DK103-240 

30 Trương Thị H. Nữ 1982 DK103-241 

31 Hoàng Văn K. Nam 1971 DK103-242 

32 Nguyễn Văn V.  Nam 1966 DK103-243 



 

33 Mai Qúy Ch. Nam 1956 DK103-244 

34 Nguyễn Thụy Ch. Nữ 1964 DK103-245 

35 Đặng Thị H. Nữ 1973 DK103-246 

36 Trần Thị Mỹ L. Nữ 1988 DK103-247 

37 Nguyễn Văn Ch. Nam 1980 DK103-248 

38 Phạm Mai H. Nữ 1974 DK103-249 

39 Trần Thị Quế A. Nữ 1968 DK103-250 

40 Lê Văn S. Nam 1970 DK103-251 

41 Phùng Thị X. Nữ 1972 DK103-252 

42 Lưu Thùy D. Nữ 1967 DK103-253 

43 Trịnh Thị Ng. Nữ 1991 DK103-254 

44 Đỗ Văn Ch. Nam 1969 DK103-255 

45 Phạm Thị L. Nữ 1979 DK103-256 

46 Nguyễn Thị H.  Nữ 1965 DK103-257 

47 Trần Văn L. Nam 1976 DK103-258 

48 Hoàng Ngọc M. Nữ 1992 DK103-259 

49 Lê Văn M. Nam 1978 DK103-260 

50 Đinh Hải A. Nam 1977 DK103-261 

51 Nguyễn Văn Th. Nam 1981 DK103-262 

52 Trần Thị M. Nữ 1965 DK103-263 

53 Trần Văn H. Nam 1982 DK103-264 

54 Mỹ Thị Lan A. Nữ 1971 DK103-265 

55 Tạ Thị Th. Nữ 1966 DK103-266 

 

 


