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1
MO PAU
1. Tinh cép thiét cia luin an

Bénh bach cau dong tay 1a mdét trong cac loai bénh bach cau kha phé
bién va xay ra & moi l¢ra tudi nhung thudng gip nhat 1a ¢ ngudi truong
thanh. Bénh bach ciu dong tiy c6 hai loai: Bénh bach ciu dong tiy cap
tinh (AML — Acute myeloid leukemia) va bénh bach cdu dong tiy man
tinh (CML — Chronic myeloid leukemia). Hon mét ntra bénh nhan bach
cau dong tiiy duoc phat hién trén 60 tudi, véi tudi mic bénh trung binh cua
cac bénh nhan la 64. Hién nay, viéc diéu tri cho cac bénh nhan bach cau
dong tuy chu yéu thudong duge thuc hién bang bién phap hoa tri va ghép té
bao dong loai. Tuy nhién ty 1¢ lui bénh sau hoa tri liéu cling nhu thoi gian
6n dinh bénh déu giam, d@)ng tho1 cac tac dung phu cua viéce diéu tri nay lai
tang dang ké ¢ nguoi bénh 1én tudi. Do d6, hién nay nhiéu nha khoa hoc
trong va ngoai nuéc déu quan tim nghién ciru vé nguyén nhan giy bénh
bach cau dong tuy.

Céc gen A20, CYLD ma héa cho cac protein thuéc nhém DUB
(Deubiquitinase) dong vai trd quan trong trong diéu hoa qua trinh ting sinh
va qué trinh chét té bao theo chuong trinh (apoptosis). Céc protein DUB
nay phan cit cac lién két peptide hoic isopeptide giita protein dich va
ubiquitin dé lam dao ngugc qua trinh sinh hoc bén trong té bao. Protein
A20, CYLD tham gia diéu hoa am tinh phan ¢mg mién dich va giai phong
cac cytokine viém qua con dudng tin hiéu STAT. Khi 420, CYLD biéu
hién bat thudng c6 thé lién quan dén sy hinh thanh va phat trién cia bénh
bach cau va bénh ung thu hach.

Gan day, ty 16 ngudi mac bénh bach cau dong tuy ngay cang tang,
trong khi d6 viéc diéu tri bénh 1y nay con gip nhiéu kho khan, déng thoi
A20, CYLD da duogc xac dinh 1a c6 lién quan dén nguy co mic bénh CLL
va ALL. Pay la Iy do ma nhiéu nha khoa hoc trén thé gidi va Viét Nam
dang tap trung nghién ctru da hinh/dot bién va biéu hién gen 420, CYLD,
biéu hién viém va gen tin hiéu lién quan & bénh bach cau dong tuy.

Vincristine 1a thudc chéng ung thu c6 ban chit alkaloid, duoc tach
chiét tir cay Dira can (Catharantus roseus). Vincristine thuc day qua trinh
apoptosis ctia mot s6 té bao ung thu. Chinh vi vy, cting véi viée xac dinh
dugc cac da hinh gen CYLD, 420 & bénh bach cau dong tuy thi tiép tuc
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danh gia vai trd cta cac gen nay ddi véi qua trinh ting sinh va apoptosis
ctia t& bao ung thu mau - K562 khi dugc xtr 1y boi vincristine ¢ thé 1a mot
budc tién méi trong viéc tim ra bién phap wc ché su phat trién cua cac
dong té bao bénh bach cau dong tiy. Bén canh do, dai thuc bao cling c6
vai trd quan trong trong cac phan tng chdng viém, stra chita mé, cin bang
nd1 moi va dac biét 1a co6 kha nang trc ché sy phat trién khéi u va qua trinh
apoptosis cua té bao ung thu. Do vy, tim ra vai trd ctia gen CYLD hodc
A20 vo1 chuc nang cua dai thuc bao cling 1a nhi€ém vu quan trong hudng
t61 xay dung bién phap hd trg diéu tri bénh ung thu hiéu qua. TUr nhiing 1y
do trén, luan an “Nghién ciru vai tro ciia gen A20 va CYLD trong diéu
hoa chive ning té bao ¢ bénh nhin bach cau dong tiy” duoc thuc hién.
2. Muc tiéu nghién ciru cua luan an

- X4c dinh da hinh, biéu hién gen 420, CYLD, biéu hién viém va mot sb
gen tin hiéu lién quan ¢ bénh bach cau dong tuy.

- Xéc dinh vai trd ctia gen 420, CYLD diéu hoa chtic nang cua té bao ung
thu mau va dai thuc bao trén bénh nhan bach cau dong tuy.

3. Cac ngi dung nghién ciru chinh cida luan an:

- Xé4c dinh mot s6 diém da hinh/dot bién, biéu hién gen 420, CYLD; biéu
hién gen tin hi¢u STATI, STAT3 va néng do IL-6, TNF-a ¢ bénh nhan
bach cau dong tuy.

- Xac dinh vai trd cia gen 420/CYLD d6i véi qua trinh ting sinh va
apoptosis cua té bao K562 va chuc nang cua dai thyc bao biét hoa tur
PBMC cua nguoi bénh AML khi dugce xu Iy vai fludarabine

CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Bénh bach cau dong tiy cap tinh

Bénh bach cau dong tily cip tinh (AML) 13 mot bénh bach cau pho
bién & nguoi truong thanh. Bénh AML dugc dac trung boi sy tang sinh
ctia cac té bao blast, chu yéu ton tai trong tuy xuong, dan dén qua trinh tao
mau binh thudng bi e ché va hién tuong suy tiy xuong. Gan day, viéc
diéu tri bénh bach cau dong tuy cip tinh & ngudi tré tudi da c6 nhitng bude
tién dang ké nhung viéc diéu tri cho nguoi bénh 16n tudi van con gap nhiéu
trd ngai. Mac du da co6 nhiing cai thién trong viéc diéu tri bénh nhung viéc
tién luong tinh trang ctia bénh van gip rat nhiéu kho khin.



1.2. Bénh bach cau dong tiily man tinh

Bénh bach cau dong tay man tinh (CML) a2 mét loai ung thu bat
ngudn tir mot sd té bao tao mau ¢ trong tiry xuwong. Bénh CML duoc dic
trung boi sy gia tdng cua cac té bao bach cau hat di duoc biét hoa. Ban
dau, t& bao bach cdu hat tang 1én trong mau ngoai vi nhung chung hoat
dong tuong ddi binh thudng. Tuy nhién, khi bénh tién trién, cac té bao
bach ciu chua truong thanh (nguyén bao tuy) bat dau tich tu trong mau va
tay Xuong. Su phét trién qua muc cua céc nguyén bao tuy lam giém sy
phat trién cua cac té bao mau khac, dan dén sy thiéu hut cac té bao hong
cau va tiéu cau. Su thay d6i ndy tao ra su dung hop gen BCR-ABL, tu do
san xuat qua muc tyrosine kinase gdy nén bénh CML. Cac té bao bach cau
phat trién trong tiy xuong roi di vao trong mau va di chuyén tdi cac bd
phan khac cta co thé. Bénh CML phat trién kha cham va c6 thé chuyén
thanh bénh bach ciu cap tinh rit nhanh va kho diéu tri.

1.3. Giéi thiéu chung vé enzyme deubiquitinase A20 va CYLD
1.3.1. Protein A20

A20 1a protein kich thich yéu t6 hoai tr khdi u 3, duoc ma hoa bai
gen TNFAIP3. A20 nam trén nhiém sic thé sd 6923.3, trinh tu cDNA dai
4.440 bp voi khung doc mé gém 2.370 Nu mé héa cho protein chira 790
axit amin. A20 hoat dong diéu hoa 4m tinh NF-kB dé dap Gng véi nhiéu
kich thich va duoc coi 13 mot chat (e ché khéi u. Réi loan chirc nang A20
c6 thé lién quan dén bénh 4c tinh té bao lympho. Hon thé nira, cac protein
lién két A20 va A20 c6 thé duoc str dung lam dAu 4n sinh hoc va 1a muc
tiéu diéu tri moi trong cac khéi u ac tinh té bao lympho.
1.3.2. Protein CYLD

Protein CYLD la enzyme deubiquitinase dugc ma hoa boi gen
cylindromatosis (CYLD). CYLD nam trén nhiém sic thé 16q12.1 & nguoi,
co kich thude 60 kb va ma hoa cho enzyme thioesterase chira 956 amino
acid v6i ba ving bao thu protein-glycine (Cap-Gly) dé tuong tac véi cac
protein muc tiéu trong con duong tin hi¢u NF-kB. Protein CYLD hoat
dong nhu mot chit Grc ché khdi u nén khi CYLD bi d6t bién hoic giam murc
dd biéu hién s& thic drfly su phat trién cua céac loai khdi u. CYLD ¢6 vai tro
trc ché su hinh thanh khéi u thong qua su diéu hoa qua trinh apoptosis, va
hoai tir cua té bao. Nhitng phat hién nay cho thiy CYLD c6 thé coi la mot
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dau 4n sinh hoc, ciling nhu 13 nhan t6 dé thuc day cho qua trinh diéu tri
bénh bach cau hiéu qua hon.
1.4. Tin hiéu STAT1 va STAT3

STATI1 tham gia truyén tin hiéu boi ca IFN loai I va II trong céc
phan tng viém sau khi co thé bi nhiém virus va bao vé vat chii khoi su tn
cong cta vi khuan va ky sinh trung; STAT3 duoc kich hoat s& thuc day
qua trinh hinh thanh bénh ung thu dau cd, cac té bao da u tay, mot sd khdi
u ran, bénh bach ciu va u lympho.
1.5. Vai tro cua Vincristine

Vincristine 1a mot chdt duoc chiét xudt tir cdy dua can
(Cantharanthus roseus) c6 tac dung tc ché hiéu qua ddi v&i mét sd bénh
ung thu. Co ché hoat dong cua Vincristine dugc xac dinh la tuong tu véi
cac chat chéng ung thu dic hiéu dua theo chu ky cua té bao. Trong qua
trinh diéu tri, vincristine thudng gy doc & hé théng than kinh, rdi giai
phong céac chat trung gian cho qué trinh tién viém nhu IL-6 va TNF-a.
Béng cach kich hoat con duong tin hiéu NF-kB/STAT, vincristine 1a tac
nhan diéu hoa mét phan hoat dong chéng ung thu.
1.6. Té bao PBMC

Té bao PBMC la loai té bao chinh trong hé mién dich cta co thé con
nguodi. Té bao PBMC dugc sir dung dé nghién ctru vé cac bénh truyén
nhiém, phat trién vaccine, mién dich hoc, khdi u 4c tinh huyét hoc va liéu
phap cdy ghép. Vé co ban, cac nghién ciru PBMC trong diéu kién in vitro
cung cip nhitng thong tin lién quan dén chirc nang té bao, nhan dang dau
4n sinh hoc va mé hinh bénh. Viéc su dung PBMC cua nguoi dé thac déy
su phuc hdi cua nhitng con chudt bi suy giam mién dich duoc coi 14 co sé
dé nghién ctru hé thdng mién dich ctia ngudi va phan ung cia cac té bao
nay d6i véi mam bénh, chat doc hoic ung thu trong mé hinh in vivo.

CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. P6i twong nghién ciru
Pbi tuong nghién ciu 13 92 bénh nhan dugc chan doan mic bénh
AML va 50 bénh nhan duge chan doan méic bénh CML (nhung chua dugc
diéu tri). Nhom d6i chimg 1a 80 ngudi tinh nguyén khoe manh.



Céac té bao bach ciu dong tay man K562 dugc mua tor mdt t6 chirc

ATCC (American type culture collection — B6 suu tap gidng chuan cua

My)

Pai thuc bao dugc biét hoa tir té bao PBMC cua nguoi khoe va bénh

nhan mac bénh nhan AML.

2.2. So dd nghién ciru

Mau méu cua 92 ngudi bénh AML, 50 nguwoi bénh CML,
80 nguoi khoe

v

Huyeét twong | Ficoll \l,
\l/ Tach DNA Tach RNA \l/ PBMC nguoi khoe
Xéc dinh nong Khueéch dai X4c dinh mre do va bénh AML
doIL-6, TNF-a  trinh tw 420, biéu hién CYLD, \L
bang ELISA CYLD bang A20, STATI, STAT3 Biét hoa dai
PpR va giai bang RT-PCR fhute bio bing
trinh tw gen M-CSF thanh
\l/ dai thyce bao
Xac dinh da hinh
A20, CYLD Pai thuce bao bi
‘ 1 ' bat hoat CYZD
Xic dinh da hinh, biéu hién gen 420, CYLD, biéu hién bang siRNA
viém va gen tin hiéu lién quan & bénh bach cau dong tiy +LPS/
| + Fludarabine
s
Teé bao K562 (bénh CML) .
Xac dinh mirc dg bieu  Xac dinh kha nang
-+ Vine 1 hien CYLD, STAT1,  thyc bao va hap thu
Tich RNA—»cDNA, Bt hoat 420,CYLD ﬁi{;ﬁﬁiﬂ ECR EHC‘d’:"m; bang
xac dinh muc do bang siRNA v g OW CyLoIeay
bieu hi¢n CYLD, |+ Vine Xic dinh vai trd ciia CYLD trong diéu
420, bang RT-PCR hoa chirec nang cua dai thuc bao &
Téch RNA—> ¢cDNA, Xac dinh so lwong bénh nhin AML
xac dinh mre do té bao duong tinh
biéu hién CYLD, vo1 Annexin V va

A20, bang RT-PCR ~ DCFDA bang
flow cytometry

Xac dinh vai tro cia A20, CYLD trong diéu hoa
hoat dong cua te bao K562 (Bénh CML)

Hinh 2.1. So d6 nghién ctru



2.3. Phuong phap nghién ciru

Thu thap mau

Tach chiét DNA va khuéch dai gen 420/CYLD

Giai trinh tu bang phuong phap Sanger va xac dinh diém da hinh
Tach chiét RNA, tong hop cDNA va k¥ thuat Realtime-PCR
Nudi cdy, xir Iy dong té bao K562 boi incristine

Phan 1ap va biét héa t& bao PBMC sir dung M-CSF

Bat hoat gen

ELISA

Western blot

Pém té bao theo dong chay (Flow cytometry)

Phan tich sb liéu

NN N R NN

CHUONG 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.2. Panh gia da hinh trén gen CYLD, A20
3.2.1. Pa hinh gen CYLD ¢ bénh bach ciu dong tiiy
3.2.1.1. Pa hinh gen CYLD & bénh bach cau dong tity cdp tinh

Xac dinh duogc 4 nucleotide trén exon 16 bi thay doi, trong do co 3
SNP (p.Q723H/c.2435 G>C; p.E735K/c.2445 G>A; p.E747K/c.2481
G>A) la SNP khong dong nghia khién cho amino acid cii bj thay thé boi
amino acid méi (Hinh 3.1) va SNP (p.E723E/c.2411 G>A) la SNP dong
nghia. Trong s6 cac da hinh nay, su phan b kiéu gen tai vi tri p.E723E,
p.Q731H va p.E735K tudn theo dinh luit cin bang HWE trén ca nhom
bénh, nhom chimg va trén toan bd quan thé nghién ctru (p > 0,05);

Péi v6i diém da hinh tai vi tri p.Q731H su khéc biét dang ké vé kiéu
gen GC gitra bénh nhan AML va nhom chuing khoe manh dugc phat hién
khi so sanh véi kiéu gen GG (p = 0,0024). Bén canh do, tan sb allele C
cling cho thay kha nang lién quan dén giam nguy co méic bénh AML cao
(p =0,0032).

Pé xac dinh duoc liéu tic dong cua SNP khong dong nghia trén gen
CYLD l1am thay doi axit amin dén cdu tric va chic ning cta protein hay
khong thi nghién ctru nay di st dung cong cu Polyphen-2. Dua trén két
qua du doan c6 thé nhan thay, SNP tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD duoc
du doan c6 thé 12 nguyén nhan gy bénh (Hinh 3.2).



HumDiV This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.989 (sensitivity: 0.72; specificity: 0.97)

r T T T T 1
.00 0,20 8,40 0,60 0.80 1,00

HumVar
This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.638 (sensitivity: 0.80; specificity: 0.84)

r T T T T 1
6.00 6.20 0.48 0.68 0.80 1.08

Hinh 3.2. Du doan kha nang gay bénh cua SNP khong dong nghia
p.Q731H trén gen CYLD bing Polyphen-2

3.2.1.2. Da hinh gen CYLD o bénh CML

Xac dinh dugc 2 nucleotide trén exon 16 bi thay doi, trong d6 SNP
p.Q731H (c.2435 G>C) 1a SNP khong dong nghia khién cho amino acid cii
bi thay thé bdi amino acid méi va SNP p.V725V (c.2417 T>G) la SNP
dong nghia (Hinh 3.3). Trong s6 cac da hinh ndy, su phan b kiéu gen tai
vi tri p.V725V, p.Q731H tuan theo dinh luat can b::ing HWE trén toan bd
quan thé nghién ctru (p > 0,05) (Bang 3.3).

Pbi véi diém da hinh tai p.V725V, kiéu gen TG giita bénh nhéan
CML va nhéom chung khée manh dugc phat hién 1a khong c6 su khac biét
dang ké khi so sanh v&i kiéu gen TT (p > 0,05) va tan sd allele G khong
lién quan dén kha nang giam nguy co mic bénh CML. Trong khi dé, tai vi
tri p.Q731H kiéu gen GC giira bénh nhan CML va nhém ching khoe manh
duoc phat hién 13 c6 su khac biét dang ké khi so sanh véi kiéu gen GG (p
= (,0275). Bén canh do, tan sb allele C ciing cho thay kha ning lién quan
dén kha nang tang nguy co méic bénh CML cao (p = 0,0336).

Dua trén két qua du doan co thé nhan théy, SNP tai vi tri p.Q731H
trén gen CYLD ciing dugc du doan 1a ¢ thé giy bénh.

3.2.2. Pa hinh gen A20 ¢ bénh bach ciu dong tiy
3.2.2.1. Da hinh trén gen A20 o bénh AML

Xac dinh dugc 4 nucleotide & exon 7 (p.L335S/c.1303 T>C;
p.K337Q/c.1308 A>C; p.K354N/c.1361 G>T; p.S376T/c.1425 T>A) bi
thay doi va déu 1a SNP khong dong nghia khién cho amino acid cii b thay
thé boi amino acid méi (Hinh 3.4). Su phan bd kiéu gen tai vi tri p.L3358,
p.K337Q, p.K354N va p.S376T déu tuan theo dinh luat cin bing HWE
trén nhém bénh va trén toan bo quan thé nghién ciru (p > 0,05) (Bang 3.5).
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Bén canh do, diém da hinh tai 4 vi tri p.L335S, p.K337Q, p.K354N
va p.S376T, kiéu gen TC, AC, GT va TA khong co su khac biét dang ké
khi so sanh véi kiéu gen TT, AA, GG va TT tuong tGng (p < 0,05), dong
thoi tan s6 allele C (p.L3358S), C (p.K337Q), T (p.K354N) va A (p.S376T)
cling khong lién quan dén kha niang méc bénh AML.

3.2.2.2. Da hinh trén gen A20 o bénh CML

Xac dinh dugc 2 nucleotide trén exon 7 (rs374721883/p.G456V;
rs200878487/p.S466G) bi thay d6i va déu 1a SNP khong dong nghia khién
cho amino acid cii bj thay thé bai amino acid méi (Hinh 3.5). Bén canh
d6, su phan bd kiéu gen tai vi tri 1374721883 va rs200878487 déu tuan
theo dinh luat can béng HWE trén nhom bénh va toan bo doi tuong nghién
ctru (p > 0,05) (Bang 3.7).

Pbi voi diém da hinh tai rs374721883 va rs200878487, su danh gia
moi lién quan gitta kiéu gen voi bénh CML chi duoc kiém tra ¢ kiéu hinh
gen troi vi kiéu gen TT va GG tuong Gmg khéng c6 trong quan thé nghién
ctru. Kiéu gen GT (rs374721883), CG (rs200878487) giita bénh nhan
CML va nhom ching khée manh dugc phat hién la khong cé su khac biét
dang ké khi so sanh véi kiéu gen GG (rs374721883), CC (rs200878487) (p
> 0,05) va tan sb allele ciing khong lién quan dén kha nang mac bénh CML
(Bang 3.9).

3.3. Mitc dd biéu hién gen & bénh nhan bach ciu dong tay
3.3.1. Biéu hién gen CYLD, A20 ¢ bénh nhén bach ciu dong tiy

A B
8 - Q08 B Nouoi khoe
7 4 > 0.7 - | Bénh AML

@ Bénh CML
6 = 0.6 -

*% <D (1.3 -

*

-

0.1 1

]
0 4 L e = )

Mire dd biéu hién cua 420

Hinh 3.6 Biéu hién cua 420, CYLD trén bénh nhan bach ciu dong tuy
*(p < 0,05), ** (p < 0,01) chi ra sw khdc biét c6 y nghia théng ké giita nhém nguwoi khée va

nhom bénh nhan
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Murc d6 biéu hién mRNA cua gen 420 giam khoang 3 14n & cic bénh
nhan bach cau tay cép va 39 1an & cac bénh nhan bach cau tuy man so voi
ngudi khoe (Hinh 3.6A). Tuong tu nhu vAy, biéu hién mRNA cua gen
CYLD & nguoi khoe cao hon & cac bénh nhan bach cau tiy cap va bénh
nhén bach cau tay man lan luot khoang 2 lan va 89 lan (Hinh 3.6B). Nhu
vay, 0 cac bénh nhan bach cu dong tuy, biéu hién cua cac gen A20 va
CYLD déu thip hon so véi & nguoi khoe va sy khac biét nay 1a co ¥ nghia
théng ké (p < 0,01 va p < 0,05)

3.3.2. Biéu hién gen STAT1, STAT3 6 bénh nhén bach cau dong tiy

Muc d6 biéu hién cua gen STATI, STAT3 déu ting & bénh nhan
AML so véi nhom ngudi khoe. Tuy nhién, su thay doi nay 1a khong cé ¥
nghia théng ké (p > 0,05). Twong ty nhu vay, mac du cac dir liéu cho théy,
biéu hién cia STATI tang, con biéu hién cia STAT3 giam & cic bénh nhan
CML so vd1 nhém nguoi khoe, nhung sy khac bi€t nay cling khong c6 y
nghia théng ké (p > 0,05).

3.3.3. Néng do cytokine IL-6, TNF-a dwoc tiét ra ¢ bénh nhéan bach ciu
dong tuy
M Nguoi khoe

- [IBénh AML
B Bénh CML

=

S
r
s

.

ta
=
1
)
=5

Edek

sk

=
=

60 - il
S 40 -
20 4 ) -
1 s IS
Hinh 3.8. Mtic d6 biéu hién IL-6, TNF-a & bénh nhan bach cau dong tay
** (1)<0,01) va *** (p<0,001): chi ra sw khdc biét c6 y nghia thong ké giita nhém nguwoi khoe

Nong do cua IL-6 [pg/ml]
Nong do cua TNF-a [pg/ml]
=

va nhom bénh nhan
Nong d6 IL-6 tang & ca bénh nhan AML va CML lan luot khoang 84

va 138 1an so v6i nhom ngudi khoe. Sy thay dbi nay dugc ghi nhan 1a co y
nghia thdng ké (p<0,05). Tuong tu nhu vay, néng d6 TNF-o dugc tiét ra &
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cac bénh nhan bach cau dong tiy (AML va CML) tang cao lan luot
khoang 5 va 269 1an so v6i nhém ngudi khoe. Su thay d6i ndy ciing co ¥
nghia théng ké (p < 0,05).

3.4. Méi lién quan giira da hinh nucleotide don, biéu hién ciia gen va
ndng do cytokine & bénh bach ciu dong tiy

Dua trén kiém dinh Mann-Whitney U, ching t61 xac dinh duogc mbi
lién quan gitta d4 hinh tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD v&i néng d6 IL-6
& cac bénh nhan AML (p < 0,05) (Bang 3.11, Hinh 3.9), nhung khong tim
duoc mbi lién quan gitta sy phan bd kiéu gen ctia da hinh tai vi tri
p.Q731H trén gen CYLD va biéu hién gen CYLD (Bang 3.9); biéu hién gen
tin hiéu STAT! (Bang 3.10) va ndng do TNF-a & cac bénh nhan bach cau
dong tuy.

o
L
(=]
=

1

45.00

30.00

Nong dé cua IL-6 [pg/mi]

15.004

T T
GG GC

Hinh 3.9. Méi lién hé giita da hinh tai vi tri p.G731H trén gen CYLD va
ndéng do IL-6 & bénh nhan AML
Bén canh do, dua trén kiém dinh Spearman ciing cho théy, khong tim
thay mdi lién hé ndo gitta biéu hién gen 420, CYLD va gen tin hiéu STATI
& bénh nhan bach ciu dong tiy (AML va CML) (Bang 3.12).

3.5. Xac dinh vai tro cia 420, CYLD dbi v6i qua trinh ting sinh va
apoptosis ciia té bao K562
3.5.1. Xdc dinh vai tro ciia gen A20, CYLD dbi véi sw ting sinh ciia té
bao K562

Trong nghién ctru nay, khi té bao K562 duoc xir Iy boi vincristine &
cac ndng d6 khac nhau (60-300 nM) thi mtc do biéu hién mRNA cua gen
A20, CYLD déu cao hon rd rét so véi nhom doi chung, dac biét khi té bao
nay dugc xu Iy boi vincristine & néng d6 300 nM (Hinh 3.10). Dua vao
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biéu d6 huynh quang CFSE thu duoc tir cac té bao K562 c6 thé nhan thay,
su tang sinh cua K562 giam dang ké khi dugc xir 1y bai vincristine 300nM.
Tuy nhién, trong truong hop té bao bj lam bat hoat 420, CYLD thi tac dung
trc ché cua vincristine ddi voi su ting sinh cua té bao khong con nira (Hinh
3.11). Nhu vay, vincristine e ché sy tang sinh té bao thong qua su biéu
hién cua gen 420, CYLD.
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Hinh 3.11. Anh huong cta A20, CYLD dén su ting sinh cua té bao K562
* (p<0.05) chi ra sw khdc biét ¢6 ¥ nghia thong ké giita té bao K562 dwoc va khéng dwoc xir
Iy boi vincristine; * (p<0.05) va ** (p<0.01) chi ra su khdc biét ¢é y nghia thong ké giita té
bao K562 xir Iy vdi vincristine trong truong hop bat hoat va khéng bat hoat A20, CYLD

3.5.2. Xdc dinh vai tro ciia A20, CYLD véi qud trinh apoptosis ciia té bao
K562

Dua vao biéu d6 huynh quang cho thiy, viéc xir Iy bang vincristine
(300 nM) da lam tang cudong dang ké sé lugng té bao K562 duong tinh véi
Annexin V*/PI va sy tich tu ROS. Tuy nhién, khi té bao K562 bi lam bat
hoat gen 420 thi sé luong té bao nay duong tinh véi khang thé Annexin
V*/PI" va su tich tu ROS giam dang ké so vdi té bao khong bi bat hoat gen
va sy thay d6i duoc ghi nhan 1a co y nghia théng ké (p < 0,05), con khi
gen CYLD bj bét hoat thi hiéu qua lam giam s6 luong té bao duong tinh
v61 Annexin V'/PI™ va sy tich tu ROS khong con rod rang nira.

Nhu viy, biéu hién cua gen 420 c6 mdi lién hé v6i qua trinh tang
sinh, apoptosis cua té bao K562, con biéu hién cua gen CYLD cling c6 thé
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cO6 moi lién h¢ vai cac qua trinh nay nhung méi lién hé nay can dugc tiép
tuc nghién ctru va danh gié rd hon.
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Hinh 3.12. Anh huong ctia A20, CYLD dén kha niang sdng sot cta té bao
K562
** (9<0,01) chi ra sw khdc biét c6 y nghia thong ké giita té bao K562 dwoc va khéng dwoc
xit Iy béi vineristine; * (p<0.05) chi ra sw khdc biét ¢6 ¥ nghia théng ké giita té bao K562
dwge xir Iy véi vineristine trong triong hop bat hoat va khéng bat hoat A20, CYLD
3.6. Xac dinh vai tro cia gen CYLD d6i véi dai thuce bao dwoc biét héa
béi M-CSF thong qua tin hiéu STAT1
3.6.1. Vai tro ciia CYLD déi véi dai thue bao dwoc biét héa béi M-CSF
Céac té bao sau khi dugc biét hoa tir té bao PBMC s& duoc lam bat
hoat gen CYLD bang phuong phdp can thi€p siRNA nham ngan chan su
biéu hién cua gen CYLD véi tinh dac hi€u va hiéu qua cao, tor do danh gia
anh hudng cua gen CYLD dén su bi€u hién cua cac gen tin hi€u khéc.



13

-
£
(=]
]

=

o
=~ n]
o * #
E‘;’“-": s v p-STAT1
3 ar) [ R
2 20~ v GAPDH g G W SN
'§ Bi chimg + - + - -
- v CHLDSRNA - + - 4 +
3 109 2 bl Fl llmh 7 - : & 3
P * IIClarasane - - - -
D L 57 )
bl :hlimg- + - + - =
CYLD-SIRNA -+ - +
LFS - + + +
Fludarabine - - - +
c -
204 o
=
15
G
510+
F o
"2 5+ °
= & =
a— \
0-— — [
aRNA CY¥LD siRNA CYLD
D chimg  siRNA Ddi chimg siENA
Béi chimg LPS
Hinh 3.13. Anh huong ciia CYLD dén tin hiéu STAT1 trén dai thuc bao
(M-HP)

*(p < 0,05) chi ra sw khdc biét cé y nghia thong ké giita M-HP b bat hoat va khong bat
hoat CYLD;, # (1)<Q, 05) chi ra su khac biét cg’ ¥ nghia thong ké giita M-HP bi bat hoat hodc
khong bat hoat CYLD so vdi cdc té bao nay khi dwoc kich hoat boi LPS

Két qua ghi nhan ¢ hinh 3.13A-B ciing cho thiy, viéc cac dai thuc
bao dugce xtr Iy boi CYLD siRNA lam ting dang ké mirc d6 biéu hién
mRNA cua STATI va qua trinh phosphoryl hoa STAT]1 khi dugc kich hoat
boi LPS, nhung khong 1am anh huong dén muic do biéu hién cia STATS3
(Hinh 3.13C). Tuy nhién khi dai thuc bao dugc xur ly vdi véi fludarabine
thi hiéu qua lam ting muc d6 biéu hién mRNA cua STAT! giam xudng. Do
d6, biéu hién ctia CYLD d3 goép phan dang ké trong viéc (e ché kich hoat
tin hi€u STAT1 trong dai thuc bao.

3.6.2. Vai tro ciia CYLD dbi véi cdc chivc ning ciia dai thue bao théng
qua tin hiéu STATI

Két qua nghién ctru thé hién & hinh 3.14A-B cho thdy, binh thudng
ty 1& phan tram dai thuc bao biéu hién CD40" va CD86" 1an luot 1 3,9%
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va 4,22%, nhung khi dugc kich hoat bdi LPS thi ty 1& phan tram té bao
biéu hién cac d4u 4n sinh hoc ndy ting cao. Pic biét hon, khi khéng co su
biéu hién ctia CYLD thi ty 1& ndy con ting cao hon va dat 1an luot khoang
22,1% (CD40%), 26% (CD86"). Tuy nhién, mirc do biéu hién CD40" va
CD86" clia dai thuc bao truong thanh bi bt hoat gen CYLD lai giam dang
ké khi dugc xur 1y véi fludarabine.
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Hinh 3.16. Anh hudng ctia CYLD dén chirec nang hoat dong cia M-HP qua
tin hiéu STATI
*(p<0,05), ** (p<0,01) chi ra sw khdc biét ¢6 y nghia thong ké giita 1y 1é dai thwc bdo M-
HP bj bét hoat va khong bat hoat CYLD dwong tinh voi FITC-dextran va Annexin V'/PI';
#(p<0,05) va ##(p<0,01) chi ra sw khdc biét c6 y nghia thong ké gita M-HP dwoc kich hoat
boi LPS va bat hoat CYLD trong trieong hop xir Iy hay khéng xir Iy véi fludarabine dwong
tinh véi FITC-dextran va Annexin V*/PI
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Tuong tu nhu vay, khi dugce kich hoat bdi1 LPS, cac dai thuc bao déu
tang kha ning giai phong IL-6 va ndng do cytokine ndy con cao hon khi
dai thuc bao bi 1am bat hoat gen CYLD so vdi cac té bao khong dugc xu ly
v6i CYLD siRNA. Trong khi d6 ndng do IL-6 khong co su khac biét gitra
dai thuc bao bi bat hoat gen va khong bi bat hoat CYLD khi fludarabine c6
mit trong moi truong nudi cdy té bao (Hinh 3.15).

Trong nghién clru nay, viéc chuyén nap CYLD siRNA vao dai thuc
bao l1am giam dang ké sy hip thu FITC-dextran (Hinh 3.16) va ngin chan
mot phan qua trinh thuc bao cia té bao AML (Hinh 3.17) ciing khang dinh
16 hon vé kha nang thuc bao cua dai thuc bao trudng thanh. Tuy nhién, voi
su hién dién cua fludarabine, vai tro cua CYLD dbi voi su hép thu FITC-
dextran cua cac dai thuc bao cling loai boé (Hinh 3.16).

Béng phuong phap dém té bao theo dong chay cé thé xac dinh dugc
ty 16 té bao duong tinh v&i Annexin V*/PI" va qua d6 co thé biét duoc kha
nang séng sot clia cac té bao nay. Cu the khi dai thuc bao dugce chuyén
nap CYLD siRNA lam giam dang ké sd luong té bao duong tinh véi
Annexin V*/PI, tuy nhién hi€u qua nay bi loai bo khi ¢6 su hién dién ctia
fludarabine (Hinh 3.16C-D). Nhu vdy, CYLD thic day sy hap thu FITC-
dextran va qua trinh apoptosis cta dai thuc bao khi ¢ su biéu hién cua tin
hiéu STATI.

3.6.3. Xdc dinh vai tro ciia CYLD déi véi qua trinh thwc bao cua dai
thuc bao 0 bénh AML

Khi dai thuc bao M-AML duge xtr Iy bai fludarabine cho thay, murc
d6 biéu hién cua CYLD ting dang ké (Hinh 3.17A) va trong trudng hop
gen STAT1 bi bat hoat, sb luong dai thuc bao dugc biét hoa tur cac thé cua
bénh AML biéu hién CD11b"CD68"CD86" va CD11b"CD68"CD40" 1a
khong thay doi. Tuong tu nhu vay, néng do6 IL-6 va TNF-a do M-AML
tiét ra boi cac thé 1a khong thay doi trong truong hop té bao duge xir Iy vai
fludarabine. C4c thong tin ndy di khang dinh giita biéu hién CYLD va céc
phan tmg viém & bénh nhan AML khéng c6 méi lién quan. Hon thé nira,
trong khi sy hap thu FITC-dextran cia M-AML tuong duong véi su hap
thu ctia ctia M-HP (Hinh 3.17B) thi qué trinh thuc bao do M-AML lai thap
hon dang ké so v6i M-HP (Hinh 3.17C-D). Céc dit liéu nay cho thy hoat
dong thuc bao cia M-AML da bi anh huong do sy hinh thanh cua bénh.
Do vay, v6i nhiing thong tin vé chirc ning hoat dong cua STATI, ciing
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nhu mbi lién hé véi CYLD thi khi 1am bat hoat STAT! c6 cai thién hoat
dong cua M-AML trong truong hop dugc xu ly boi fludarabine hay
khong?

Két qua ghi nhan dugc ¢ hinh 3.18A da cho théy, su hép thu FITC-
dextran cia M-AML (thé M4/M5b) di tang dang ké so véi M-HP khi duoc
xu ly voi fludarabine, tuy nhién hi¢u irng nay s€ bi loai bo khi dai thuc bao
dugc chuyén nap CYLD siRNA (Hinh 3.18A). Ngoai ra, khi xur 1y bang
fludarabine cling da kich thich viéc M-AML loai bo cac té bao bach cau rat
nhiéu dbi véi thé M5b va chi mot phan d6i véi thé M4 (hinh 3.18B-C).
Nhu vy, CYLD déng vai trd quan trong d6i véi qua trinh thuc bao ctia M-

AML (M4/M5b).
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Hinh 3.18. Anh huong ctiia CYLD dbi véi su thuc bao cia M-AML
*(p<0,05), **(p<0,01) va *** (p<0,001) chi ra sw khdc biét c6 y nghia thong ké giita dai
thuc bao M-AML trong viéc hd}) thu FITC-dextran va su thue bao té bao bach cau khi dwoc
xu Iy va khong dwoc xu ly boi fludarabine. #(p<0,05) va ## (p<0,01) chi ra su khac biét co
¥ nghia thong ké giita M-AML bj lam bdt hoat va khéng bat hoat CYLD trong viéc hdp thu
FITC-dextran va su thuc bdo té bao bach cau khi dwoc xir ly boi fuldarabine
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CHUONG IV. BAN LUAN

4.1. Panh gia da hinh, biéu hién gen 420, CYLD & bénh nhén bach ciu
dong tuy
4.1.1. Danh gia da hinh trén gen A20/ CYLD

Protein A20, CYLD duoc biét dén 1a hai enzyme DUB doéng vai tro
quan trong trong viéc phan cat chudi polyubiquitin ¢ cac protein muc tiéu
nham trc ché su hoat dong ciia cac con dudng tin hiéu NF-xB dé dap ung
lai duoc cac tin hiéu kich thich, tir d6 thuc drfly su phat trién, tang sinh va
qua trinh apoptosis cta té bao. Do d6, nghién ctru xac dinh cac bat thuong
trén gen A20 va CYLD & cac bénh, dac bi¢t 1a bénh ung thu dugc thuc hién
nham tim ra co ché bénh sinh cta bénh, déng thoi xay dung bién phap diéu
tri bénh hi¢u qua.

Mot sb6 nghién ctru vé 420 & bénh viém da khép dang thip da ching
minh méi lién quan gitta mot s6 SNP véi nguy co bénh tat. Nghién ctu
toan bo hé gen ngudi da chi ra rang, cac SNP cua gen 420 c¢6 mdi tuong
quan véi kha nang nhay cam ctia cac bénh ly giy viém va bénh ty mién &
ngudi. Do chirc ning chéng viém manh ctia A20 nén cac SNP cua gen nay
déu lién quan dén bénh va lam giam kha ning biéu hién hoac lam giam
chtc nang cua A20. Pa hinh don nucleotide (SNP) trén gen 420 lam giam
kha ning lién két cia A20 v&i cac tiéu don vi NE- kB, tir d6 dan dén giam
biéu hién chirc nang 420, dong thoi dan dén co ché bénh sinh ciia bénh tu
mién va ung thu.

Nam 2002, Gutierrez sau khi phan tich dgt bién dua trén DNA cua
bach ciu, cling nhu DNA va RNA cta khéi u cia mot gia dinh bdn thé hé
ngudi Ple déu cho thdy dot bién 1éch khung trén gen CYLD (2253delG).
Cac nghién ctru vé gen CYLD déu cho rang CYLD dugc biéu hién nhiéu
trong qua trinh nguyén phan va nd c6 tham gia vao cic chu ky té bao.
Nhiing phat hién nay 13 tién dé dé Yunfan Yang va cong su (2015) kham
phé ra vai tro tiém ning cua CYLD trong viéc diéu chinh d6 nhay cua té
bao bach ciu véi céac loai thude nhim muc tiéu vi 6ng. Su rdi loan cua
CYLD di duoc chimg minh 1a mot trong nhitng yéu té thuc day su tién
trién ctia bénh bach ciu lympho cdp tinh va man tinh. Chac nang cua
CYLD trong viéc ngin té bao lympho khoi su hinh thanh khéi u thong qua
su diéu hoa qua trinh apoptosis, va hoai tir ctia té bao.
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Trong nghién ciru nay di tim ra mot sé diém da hinh trén gen 420,
CYLD & bénh bach cau dong tuy. Cu thé 1a 4 diém da hinh trén gen CYLD
o bénh AML (p.E723E/c.G2411A; p.E731H/c.G2435C;
p.E735H/c.G2445A va p.E747K/c.G2481A) va 2 diém da hinh trén gen
nay & bénh CML (p.V725V/c.T2417G; p.Q731H/c.G2435C); 4 diém da
hinh trén gen 420 6 bénh AML (p.L335S/c.T1303C; p.K337Q/c.A1308C;
p.K354N/c.G1361T; p.S376T/c.T1425A) va 2 diém hinh trén gen nay &
bénh CML (rs37471883/p.G456V; rs200878487/p.S466R). Trong do, SNP
1s200878487/p.S466R di dugc Yuli (2016) xac dinh nam & exon 7 trén
gen A20 va c6 lién quan dén nguy co mic bénh ung thu biéu mé té bao vay
miéng; SNP rs374721883/p.G456V cling da dugc tim théy va ghi nhan la
mot dot bién trén gen 420 & bénh nhan u lympho té bao v6 (Bang sang ché
quéc té, s6 WO 2016/071770); Cac SNP p.E723E/c/G2411A;
p.E731H/c.G2435C va p.E735K/c.G2445A ciing di duge Db Thi Trang va
cong su (2022) khéng dinh 1a nhiing dot bién trén gen CYLD & cac bénh
nhan tang héng cAu vo can; Con cac SNP con lai (p.V725V/c.T2417G;
p.L335S/c.T1303C; p.K337Q/c.A1308C; p.K354N/c.G1361T;
p.S376T/c.T1425A) déu 1a nhitng SNP méi. Trong sb cac da hinh nay, chi
c6 da hinh tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD la c6 sy khac biét dang ké vé
kiéu gen GC giira bénh nhan bach cau dong tuy va nhom ngudi khoe manh
khi so sanh véi kiéu gen GG. Pong thoi tan sb allele C ciing ¢6 lién quan
dén kha nang giam nguy co méc bénh bach ciu dong tiy. Bén canh do,
dua trén két qua phan tich béng phén mém PolyPhen-2 nhim du doan kha
ning anh huong ctua diém da hinh/dot bién téi cAu trac va chic ning
protein da cho thdy, tai diém da hinh ¢.G2435C di 1am thay d6i amino acid
Glutamine (Q) & vi tri 731 thanh Histidine (H) trong chudi protein, dong
thoi. vi tri ndy ¢6 murc anh hudng tuong ddi cao dén cAu tric va chirc nang
protein voi diém sd tin cdy HumDiv va HumVar dat gia tri lan luot 13
0,989 va 0,638. Két qua nay budc diu di cung cap nhiing thong tin hitu
ich nham thuc day qua trinh phat hién bénh va tham chi gép phan tim ra
liéu phap diéu tri bénh hiéu qua hon trong tuong lai.

4.1.2. Mirc dp biéu hién gen 6 bénh bach ciu dong tiiy

Trong té bao B, A20 han ché su kich hoat cua cac con duong tin hi¢u
bo1 nhitng chat cam Ung sinh 1y lién quan dén sy xam nhap cda cdc mam
bénh vao co thé. O chudt gia, khi 420 bj bat hoat trong t€ bao B co6 thé giy
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ra hdi ching viém vodi céc biéu hién tu mién dich nhu viém man tinh kéo
dai, ndng d6 IL-6 ting cao, té bao huyét tuong tang dang ké va su xuét
hién cua cac thé tu khang dac hiéu. Do vay, khi té bao B phan trng nhanh
hon v6i cac kich thich tir moi truong do chirc nang A20 bi giam di da cho
thdy, mdi tuong quan gitta cac dot bién gen di truyén hodc da hinh trong
A20 va cac bénh ty mién dich khac & nguoi.

CYLD la enzyme DUB duoc tim thay dau tién trong cac khéi u hinh
try lanh tinh, nhung gan day CYLD duoc ghi nhan 13 ¢6 vai trd diéu chinh
con dudng truyén tin hiéu, tham gia vao nhiéu qua trinh sinh 1y va bénh 1y.
Tir 46 gy ra qué trinh apoptosis va trc ché sy hinh thanh khéi u. Ngoai ra,
su biéu hién CYLD dugc diéu chinh giam trong cac bénh ung thu phdi, ung
thu va, ung thu rudt két, ung thu biéu mé té baof gan va cac khdi u ran
khac. Hién nay, cac nghién ctru vé CYLD trong cac khéi u 4c tinh vé huyét
hoc van con rat han ché. Su Véng mit ctia CYLD c6 thé 1a ddu hiéu tién
lugng vé tinh trang cua mot s6 khéi u 4c tinh vé huyét hoc. Cho dén nay,
co ché diéu hoa ciia CYLD dbi véi chire nang hoat dong cua té bao van
chua rd rang ma can duoc tiép tuc nghién ctru thém. Lam sang to duoc co
ché diéu chinh con duong truyén tin hiéu cta ching co thé giup xay dung
liéu phap nham muc tiéu phan tir di v6i cac khéi u ac tinh vé huyét hoc.

Nhu vay, cac nghién ctru trén cac bénh nhan, dac biét 1a bénh nhan
ung thu, mac d6 biéu hién gen 420, CYLD thudng giam. Trong nghién ciru
nay, biéu hién gen 420, CYLD ciing giam danh ké & cac bénh nhan bach
cau dong tuy.

Céc gen thuoc ho STAT dugc nghién ctu rong rdi trong nhiéu loai
bénh va sy biéu hién cia ching thudong ting 1én ¢ nhiéu bénh nhan ung
thu. Gen STATI ¢6 mirc d6 biéu hién phu thudc vao qua trinh phosphoryl
hoa tyrosine va khi dugc biéu hién thi chiing c6 vai trd (rc ché su phat trién
ctia khéi u va thuc ddy quad trinh chét cta té bao. O chudt thiéu STAT1 cho
thay, khdi u phét trién manh hon so v6i nhom chung 13 nhiing con chudt
khée manh, dé)ng tho1 khi d6 chudt ciling s€ nhay cam hon véi cac bénh do
virus gay ra va khong phan tng lai dugc vdi cac tac dong cua virus, tham
chi 1a tr vong trong khi lugng virus ndy khong anh huong dén co thé binh
thuong. Trong khi d6 STAT3 va STATS 1a hai protein quan trong lién
quan dén su phat trién cua bénh ung thu. Kich hoat STAT3/5 lién tuc sé
thuc ddy qua trinh viém man tinh, 1am ting tinh nhay cam cua céc té bao
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khoe manh véi cac chit sinh ung thu. Bén canh do, theo Giang va cong su
(2021), gen STATI c6 mirc d6 biéu hién déu cao hon dang ké so véi nhom
d6i chimg va su khac biét nay dbi c6 y nghia thdng ké (p < 0,05). Tuy
nhién, trong nghién ciru nay, biéu hién cua gen STATI, STAT3 & bénh nhan
bach cau dong tuy lai khong co su thay doi dang ké so véi nhom nguoi
khoée manh.

Viém 13 qua trinh thuc day sy phat trién cta khéi u théng qua tac
dong truc tiép hodc gian tiép cua cytokine, chemochine, va cac yéu tb tang
truong trén té bao khéi u. Trong cac té bao mau binh thuong, su kich hoat
cac thu thé bé mit té bao boi cytokine, chemokine va cic yéu té tang
truong co6 thé diéu chinh hoat dong ciia con dudng dan truyén tin hiéu. Tuy
nhién, mot sé bao cao da khang dinh rang, sy bat thudng trong con duong
tin hiéu co thé gay ra bénh bach clu va cytokine dugc coi nhan td c6 tac
dong sau sic dén sy tién trién cua cac khdi u ac tinh nhu bénh bach ciu
dong tuy. Trong khi cac chat trung gian gdy viém nhu IL-1B, TNF-a va IL-
6 c6 xu hudng ting & bénh nhan AML, con cac chit trung gian chong viém
nhu TGF-p va IL-10 duong nhu can trd su tién trién ctia bénh AML.

Theo Beatriz va cOng su, néng do cac cytokine tién viém nhu IL-6 va
TNF-a hay cytokine khang viém IL-10 ting cao & cac bénh nhan AML
thudc ca 2 nhém bénh nhan trén 65 tudi va dudi 65 tudi. Nong do IL-6
thap va IL-10 cao dugc coi 1a yéu té tién luong thuan loi cho kha niang
song sot & bénh nhan AML. Tuy nhién, sy tuong tac gitta cac cytokine tién
viém va khang viém & AML ciing c6 thé kich thich dén sy tang sinh, ton
tai va khang thudc cua cac té bao bach ciu. Bén canh do, Nievergall va
cong su ciing da cho biét, nong do TNF-o va IL-6 trong huyét thanh cao
duoce coi 12 ddu 4n sinh hoc trong viéc chan doén tinh trang bénh CML. IL-
2 va IL-6 trong huyét thanh cuia CML ting dang ké so v6i nhom dbi
ching. Tuong ty nhu vay, trong nghién ctru nay, nff)ng do IL-6 va TNF-a
duoc xac dinh 13 ting cao dang ké ¢ cac bénh nhan bach cau dong tiy so
v6i nhom ngudi khoe. Piéu nay chimg t6, & cac bénh nhan niy qué trinh
viém xay ra kha nghiém trong, tir d6 c6 thé khién cho hé théng mién dich
ctia bénh nhan suy yéu.

Nhu vay, cac két qua dat duoc vé da hinh gen A20, CYLD, muc do
biéu hién cta gen 420, CYLD déu giam & cac bénh nhan bach ciu dong
tiy so voi nhom nguoi khoe manh, cling nhu ndéng d6 cytokine IL-6 va
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TNF-a ting cao & cac bénh nhan nay 1a nhitng thong tin can thiét cho viéc
tiep tuc phan tich moéi lién hé gitta chung, tor do c6 thé x4c dinh co ché
bénh sinh cua bénh bach cau dong tuy.

4.1.3. Méi lién quan giita da hinh nucleotide don, biéu hi¢n gen A20,
CYLD, STATI1, STAT3 va nong dp cytokine ¢ bénh bach cau dong tiiy

A20, CYLD la protein DUB déng vai tro diéu hoa cac con duong tin
hiéu khic nhau nham diéu chinh cac qua trinh sinh 1y bén trong co thé, tir
phan tmg mién dich va phan tng viém dén su tién trién cta chu trinh té
bao, qua trinh sinh tinh va tao xuong. Cu thé 1a, A20, CYLD diéu chinh
lam giam tin hiéu NF-kB. Trong d6 ho cac yéu té phién ma dong vai tro
trung gian cho sy biéu hién cta mot sé lugng 16n gen trong phan tng
viém. Nhiéu nghién ctru cho théy, muc d6 biéu hién cua gen A20, CYLD
thuong thdp & mot s6 bénh nhan ung thu va khi cic gen nay bi lam bt
hoat thi s& thuc ddy su ting sinh cua cac té bao ung thu.

Phan tich méi lién hé gitta da hinh gen 420, CYLD, biéu hién cia gen
A20, CYLD va gen tin hiéu STATI, ciing nhu noéng do cytokine IL-6 va
TNF-a tiét ra & cic bénh nhan bach ciu dong tuy cho théiy, chi tim ra duoc
mdi lién hé chat ché gita da hinh tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD va
néng do cytokine IL-6 do cdc bénh nhan mic bénh AML tiét ra. Maic du
vy, gen 420, CYLD van 1a muc tiéu tiém nang cho viéc nghién ctru va
danh gia muc do tién trién cta bénh, déng thoi két qua danh gia nay co thé
cung cap nhiing thong tin hiru ich cho céc nghién ctru vé vai trd ctia A20,
CYLD d6i véi bénh bach cau dong tuy; tir d6 co thé tim ra duoc nhing
phuong thirc danh gié tinh trang cua bénh, cling nhitng dinh hudéng bién
phép diéu tri bénh hiéu qua.

4.2. Xac dinh vai tro cia 420, CYLD d6i véi qua trinh ting sinh va
apoptosis ciia té bao K562

Vincristine 1a mot chdt duoc chiét xuét tir cdy dua can
(Cantharanthus roseus) c6 tac dung trc ché hiéu qua ddi véi mét sb bénh
ung thu nhu bénh bach cAu don nhan, ung thu v, ung thu gan, ung thu
budng trimg, ung thu dau va cd, ung thu tinh hoan va bénh bach cau dong
lympho. Co ché hoat dong cua vincristine dugc xac dinh la tuong tu véi
cac chat chéng ung thu dic hiéu dua theo chu ky cua té bao. Trong qua
trinh diéu tri, vincristine thudng gy doc & hé théng than kinh, roi giai



22

phong céac chat trung gian cho qua trinh tién viém nhu IL-6 va TNF-o khi
cac t& bao duge kich hoat. Béng cach kich hoat con duong tin hi¢éu NF-
kB/STAT, vincristine duogc coi 1a tac nhan diéu hoa mot phﬁn hoat dong
chéng ung thu. Mot s6 nghién ctru ciing di chi ra rang, vincristine c6 thé
lam giam bach cau trong mau ngoai vi va suy tuy, dong thoi co thé kéo dai
duoc tudi tho dang ké cta cac md hinh cdy ghép bénh bach ciu dong
lympho trén chudt. Theo Paloma va cong su (2011), Vincristine ¢ thé 1am
giam dang ké kha nang sdng sot cua té bao K562 bang cach ngin chan su
tién trién ctia chu trinh té bao.

Trong nghién ctru nay da xac dinh vai trd (¢ ché cua vincristine d6i
v6i su tang sinh va sbéng sot cua K562. Khi cing duoc xuir ly boi
vincristine, mirc d6 biéu hién mRNA ciia 420, CYLD ting dang ké trong té
bao K562, con trong té bao PBMC su biéu hién mRNA cua hai gen ndy
chi tang nhe. Trong trudng hop gen 420 bi bat hoat thi tac dung tc ché su
tang sinh va ton tai ciia K562 khong con nira, trong khi d6 chi c6 su tang
sinh cua K562 bi Grc ché khi c¢6 sy xuét hién cia gen CYLD khi té bao nay
duge xtr Iy bai vincristine. So vdi A20, CYLD khong tac dong nhiéu dén
qua trinh apoptosis ctia K562. Nhu vy, vincristine (¢ ché sy ting sinh va
song sot ctia K562 thong qua viée ting cuong sy biéu hién 420.

4.3. Xac dinh vai tro ciia gen CYLD d6i véi dai thue bao dwoc biét héa
béi M-CSF qua tin hi¢u STATI1

CYLD ftrc ché sy trudong thanh va kha ning tiét cytokine ciing nhu
gay ra hién tugng thuc bao va qua trinh apoptosis cua dai thuc bao thong
qua tin hiéu STAT1. Khi khong c¢6 CYLD, sy biéu hién cua cac phan tur
CD40 va CD86, cling nhu su giai phong IL6 cua dai thuc bao dugc tang
cudng dang ké. Trong khi d6, kha nang hp thu FITC-dextran va Annexin
V/PI cua céac dai thuc bao nay it hon so véi dai thuc bao khong bi bat hoat
gen CYLD. Do d6, c6 thé thiy rang, CYLD da thiic day qua trinh thuc bao
cua dai thuc bao, tuy nhién véi su hién dién cua fludarabine, tac dung nay
ciia CYLD d6i véi dai thuc bao bi loai bo. Qua d6, khang dinh duoc rang,
tac dung trc ché cia CYLD ddi véi chire nang cua dai thuc bao phu thuoc
vao viéc kich hoat tin hiéu STAT]1 lan dau tién dugc ghi nhan trong nghién
ctru nay. Khong giéng nhu M-HP, khi M-AML (M4/M5b) dugc xur 1y boi
fludarabine, biéu hién CYLD tang cao kich hoat su h:flp thu FITC-dextran
va qua trinh thuc bao cia M-AML. Bén canh d6, CYLD thuc hién vai tro
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tién thuc bao cua cac dai thuc bao tir phan nhom M4/M5b thong qua con
duong STAT]I.

CHUONG V: KET LUAN VA KIEN NGHI
Két luan:

1. Moi lién quan giiva da hinh/dét bién trén gen A20, CYLD, biéu hién gen
tin hiéu lién quan, va nong do cytokine & bénh bach cau dong tiy

- b3 xac dinh duge 5 diém da hinh trén gen CYLD; 6 diém da hinh
trén gen A20 & cac bénh nhan bach ciu dong tuy. Trong do, da hinh tai vi
tri p.Q731H & bénh AML va bénh CML c6 sy khac biét dang ké vé kiéu
gen GC so v6i kiéu gen GG khi so sanh v6i nhom ngudi khoe.

- P xé4c dinh dugc muc d6 biéu hién 420, CYLD déu giam dang ké &
cac bénh nhan bach cau dong tuy so v6i nhom ngudi khoe; Trong khi do,
né)ng do IL-6, TNF-a dugc ghi nhan 1a ting & cac bénh nhan nay.

- Pi x4c dinh duoc mbi lién quan chat ché gitra da hinh gen CYLD
tai vi tri p.Q371H va néng dd cytokine IL-6 & cac bénh nhan bach ciu
dong tuy.

2. Vai tro ciia gen A20, CYLD doi véi chire ndng té bao

- Pa xac dinh dugc vai tro cua gen 420, CYLD trong viéc uc ché qua
trinh tang sinh va thic day apoptosis cua té bao K562 dugc xir Iy boi
vincristine.

- ba xé4c dinh dugc vai tro cua gen CYLD trong viéc hoat hoa dai
thuc bao duogc biét hoa tir PBMC ciia ngudi khoe (M-HP) khi c6 sy biéu
hién cua STATI, trong khi do biéu hién cua CYLD lai tang cuong sy hoat
dong cua dai thuc bao M-AML khi dugc xur 1y véi fludarabine.

Kién nghi:

Tiép tuc danh gid hiéu qua cua viéc s dung cac té bao duge biét hoa
bo1 M-CSF va Vincristine trong viéc xay dung huong diéu tri bénh bach
cau dong tuy két hop vai liéu phap gen dich 420, CYLD hoic liéu phap té
bao dich lién quan dén 420, CYLD.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

- b3 x4c dinh duoc mét sd diém da hinh trén gen A20, CYLD & céac bénh
nhan bach cau dong tuy.

- P xac dinh duoc vai trd ctia gen 420, CYLD dbi vé6i sy tang sinh va qua
trinh apoptosis cua té bao K562 dugc xur 1y bai vincristine.

- b xé4c dinh duogc vai tro ctua gen CYLD d6i voi hoat dong chiic ning cua
dai thuc bao duogc biét hoa tir t& bao don nhan mau ngoai vi cua nguoi
bénh AML.



