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MỞ ĐẦU 

Bệnh bạch cầu dòng tủy là một trong các loại bệnh bạch cầu khá phổ biến và 

xảy ra ở mọi lứa tuổi nhưng thường gặp nhất là ở người trưởng thành. Bệnh bạch 

cầu dòng tủy có hai loại: Bệnh bạch cầu dòng tủy cấp tính (AML – Acute myeloid 

leukemia) và bệnh bạch cầu dòng tủy mạn tính (CML – Chronic myeloid leukemia). 

Hơn một nửa bệnh nhân bạch cầu dòng tủy được phát hiện trên 60 tuổi, với tuổi 

mắc bệnh trung bình của các bệnh nhân là 64. Hiện nay, việc điều trị cho các bệnh 

nhân bạch cầu dòng tủy chủ yếu thường được thực hiện bằng biện pháp hóa trị và 

ghép tế bào đồng loài. Tuy nhiên tỷ lệ lui bệnh sau hóa trị liệu cũng như thời gian 

ổn định bệnh đều giảm, đồng thời các tác dụng phụ của việc điều trị này lại tăng 

đáng kể ở người bệnh lớn tuổi. Do đó, hiện nay nhiều nhà khoa học trong và ngoài 

nước đều quan tâm nghiên cứu về nguyên nhân gây bệnh bạch cầu dòng tủy.  

Các gen deubiquitin A20, CYLD mã hóa cho các protein thuộc nhóm DUB 

(Deubiquitinase) đóng vai trò quan trọng trong điều hòa các quá trình tăng sinh và 

quá trình chết tế bào theo chương trình (apoptosis). Các protein DUB này có thể 

phân cắt các liên kết peptide hoặc isopeptide giữa protein đích và ubiquitin để làm 

đảo ngược quá trình sinh học bên trong tế bào. Các protein A20, CYLD tham gia 

điều hòa âm tính các phản ứng miễn dịch và giải phóng các cytokine viêm thông 

qua con đường tín hiệu STAT. Khi A20, CYLD biểu hiện bất thường có thể liên 

quan đến sự hình thành và phát triển của bệnh bạch cầu và bệnh ung thư hạch.  

Dựa trên cấu trúc của gen CYLD, exon 16 có vai trò tương tác với 

polyubiquitin gắn với protein đích để từ đó khiến cho trung tâm hoạt động của 

CYLD thực hiện chức năng phân cắt liên kết polyubiquitin và protein. Như vậy, 

exon 16 đóng vai trò quan trọng trong hoạt động của gen CYLD. Bên cạnh đó, sự 

bất thường trên gen A20 đã được tìm thấy ở bệnh CLL và ALL, đặc biệt là trên vị trí 

exon 7. Hơn thế nữa, gần đây, tỷ lệ người mắc bệnh bạch cầu dòng tủy ngày càng 

tăng, trong khi đó việc điều trị bệnh lý này còn gặp nhiều khó khăn. Do đó, nghiên 

cứu này tập trung nghiên cứu đa hình/đột biến trên exon 7 gen A20 và trên exon 16 

gen CYLD ở bệnh bạch cầu dòng tủy.  

Vincristine là thuốc chống ung thư có bản chất alkaloid, được tách chiết từ 

cây Dừa cạn (Catharantus roseus). Vincristine thúc đẩy quá trình apoptosis của một 

số tế bào ung thư. Chính vì vậy, cùng với việc xác định được các đa hình gen 
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CYLD/A20 ở bệnh bạch cầu dòng tủy thì tiếp tục đánh giá vai trò của các gen này 

đối với quá trình tăng sinh và apoptosis của tế bào ung thư máu - K562 khi được xử 

lý bởi vincristine có thể là một bước tiến mới trong việc tìm ra biện pháp ức chế sự 

phát triển của các dòng tế bào bệnh bạch cầu dòng tủy. Bên cạnh đó, đại thực bào 

được biệt hóa từ tế bào đơn nhân máu ngoại vi (PBMC – Peripheral blood 

mononuclear cell) cũng có vai trò quan trọng trong các phản ứng chống viêm, sửa 

chữa mô, cân bằng nội môi và đặc biệt là có khả năng ức chế sự phát triển khối u và 

quá trình apoptosis của tế bào ung thư. Do vậy, việc tìm ra vai trò của gen CYLD 

hoặc A20 đối với chức năng của đại thực bào cũng là nhiệm vụ quan trọng hướng 

tới xây dựng biện pháp hỗ trợ điều trị bệnh ung thư này hiệu quả nhất. Xuất phát từ 

những lý do trên, luận án “Nghiên cứu vai trò của gen A20 và CYLD trong điều 

hòa chức năng tế bào ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy” được thực hiện. 

Mục tiêu của đề tài: 

1. Xác định đa hình, biểu hiện gen A20, CYLD, biểu hiện viêm và một số gen 

tín hiệu liên quan ở bệnh bạch cầu dòng tủy. 

2. Xác định vai trò của gen A20, CYLD điều hòa chức năng của tế bào ung 

thư máu và đại thực bào trên bệnh nhân bạch cầu dòng tủy. 

Những đóng góp mới của luận án: 

- Đã xác định được một số điểm đa hình trên gen A20, CYLD, đồng thời cũng 

xác định được mối liên quan giữa đa hình ở vị trí p.Q371H và nồng độ IL-6 ở bệnh 

bạch cầu dòng tủy cấp. 

- Đã xác định được vai trò của gen A20, CYLD đối với quá trình tăng sinh và 

thúc đẩy quá trình apoptosis của tế bào K562; Đồng thời xác định được vai trò của 

CYLD trong việc hoạt hóa đại thực bào được biệt hóa từ PBMC của người bệnh 

AML khi được xử lý với fludarabine.     
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN VỀ VẤN ĐỀ NGHIÊN CỨU 

1.1. Bệnh bạch cầu dòng tủy cấp tính 

1.1.1. Giới thiệu chung 

Bệnh bạch cầu dòng tủy cấp tính (AML – Acute myeloid leukemia) là một 

bệnh bạch cầu phổ biến ở người trưởng thành. Bệnh AML được đặc trưng bởi sự 

tăng sinh của các tế bào blast (tế bào chưa trưởng thành), chủ yếu tồn tại trong tủy 

xương, dẫn đến quá trình tạo máu bình thường bị ức chế và hiện tượng suy tủy 

xương [1]. Gần đây, với sự phát triển của y học, việc điều trị bệnh bạch cầu dòng 

tủy cấp tính ở người trẻ tuổi đã có những bước tiến đáng kể nhưng việc điều trị cho 

người bệnh lớn tuổi vẫn còn gặp nhiều trở ngại. Cụ thể, hiệu quả điều trị cho các 

bệnh nhân trên 60 tuổi chỉ đạt khoảng 15% và trong khi đó 40% bệnh nhân dưới 60 

tuổi được ghi nhận đã khỏi bệnh sau một thời gian điều trị. Mặc dù đã có những cải 

thiện trong việc điều trị bệnh, tuy nhiên việc tiên lượng tình trạng của bệnh vẫn gặp 

rất nhiều khó khăn, đặc biệt là ở người cao tuổi [2-4]. 

1.1.2. Tần suất mắc bệnh  

Bệnh AML chiếm 70% số trường hợp mắc bệnh bạch cầu dòng tủy và gần 

80% số trường hợp mắc bệnh bạch cầu cấp tính. Điều này cho thấy, AML là bệnh 

bạch cầu khá phổ biến [5]. Các số liệu báo cáo cho thấy những trường hợp mắc 

bệnh AML đang gia tăng theo từng năm. Theo số liệu thống kê của SEER, Viện ung 

thư quốc gia Hoa kỳ vào năm 2021, có khoảng 20.450 bệnh nhân AML mới được 

chẩn đoán và ước chừng khoảng gần 11.400 người có thể tử vong vì bệnh này [6]. 

Trong số các bệnh bạch cầu thì AML được coi là bệnh gây tử vong cao nhất. AML 

chủ yếu xảy ra ở người trưởng thành và tỷ lệ mắc bệnh ngày càng tăng khi số tuổi 

càng cao. Trong số 100.000 người ở độ tuổi dưới 65 thì có 1,3 trường hợp mắc bệnh 

AML, con số này tăng lên 12,2 đối với người trên 65 tuổi [7]. 

Ở Việt Nam, tại bệnh viện Trung ương Huế và bệnh viện Sản Nhi Đà Nẵng 

giai đoạn 2014-2019, bệnh AML chiếm 20,1% trong số các bệnh ung thư được chẩn 

đoán bởi các bác sỹ chuyên khoa. Trong đó tỉ lệ nam và nữ mắc bệnh là 1,61/1 [8]. 

Hiện nay, thời gian sống không bệnh trong vòng 3 năm của các bệnh nhân AML 

vẫn rất thấp, với tỷ lệ khoảng 20,2% [9]. 
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1.1.3. Nguyên nhân gây bệnh 

 Cho đến nay, nguyên nhân và cơ chế bệnh sinh của bệnh AML vẫn chưa 

được hiểu biết kĩ càng. Một số báo cáo chỉ ra rằng, bệnh AML xảy ra chủ yếu là do 

hội chứng loạn sản tủy xương hay các rối loạn huyết học khác như xơ hóa tủy và 

thiếu máu bất sản. Các rối loạn bẩm sinh như hội chứng Down và hội chứng Bloom 

cũng làm tăng nguy cơ mắc bệnh AML. Ngoài ra, những người thường tiếp xúc với 

tia bức xạ, khói thuốc lá hay đã từng trải qua hóa trị liệu trước đó cũng gây ra các 

biến đổi di truyền liên quan đến bệnh AML. Như vậy, bệnh AML thường xảy ra do 

các đột biến gen liên quan đến quá trình tạo máu [10].  

 Theo Roushangar và cộng sự (2019), 97% các trường hợp được nghiên cứu 

đều mang gen đột biến. Mặc dù các đột biến này có tính không đồng nhất nhưng có 

thể phân loại chúng thành các nhóm nguy cơ thuận lợi, trung bình hoặc bất lợi dựa 

trên di truyền học tế bào. Bên cạnh đó, tiên lượng của các loại đột biến này cũng 

khác nhau. Khoảng 66% bệnh nhân dưới 60 tuổi và 33% bệnh nhân trên 60 tuổi 

mang đột biến chuyển đoạn t (8;21), t (15,17) hoặc inv (16) có tiên lượng tốt với tỷ 

lệ sống sót cao sau 3 năm. Những bệnh nhân mang đột biến t (9;11), hay bị rối loạn 

số lượng nhiễm sắc thể 5 hoặc 7 được xếp vào nhóm nguy cơ trung bình. Trong khi 

đó, các bệnh nhân mang đột biến t (6;9), inv (3) hoặc thay đổi ở vị trí nhiễm sắc thể 

11q thường có tiên lượng xấu và nguy cơ tử vong cao. Ngoài di truyền học tế bào, 

các kết quả về phân tích di truyền phân tử cũng là cơ sở để xác định sự dung hợp 

gen, ví dụ NPM1, CEBPA, RUNX1, FLT3 ở các bệnh nhân AML, từ đó phân loại 

các bệnh nhân AML theo các mức nguy cơ: thuận lợi, trung bình và bất lợi [11].  

1.1.4. Triệu chứng của bệnh AML 

Bệnh nhân AML thường có các triệu chứng liên quan đến việc suy giảm tế 

bào máu như nhiễm trùng, thiếu máu, dễ bị xuất huyết, đau đầu và đau xương. Tùy 

thuộc vào mức độ bị thiếu máu mà các bệnh nhân có thể bị suy nhược toàn thân, 

mệt mỏi, khó thở, tức ngực. Ngoài ra, các bệnh nhân AML còn có biểu hiện gan to 

và lách to [10].  



5 
 

 
 

1.1.5. Phân loại bệnh AML 

Đối với hầu hết các loại bệnh ung thư, việc xác định giai đoạn (mức độ) của 

bệnh là rất quan trọng. Các giai đoạn này được xác định dựa trên kích thước của 

khối u và sự di cư của khối u. Nhưng thông tin này là cơ sở để dự đoán tình trạng 

của bệnh cũng như định hướng phương pháp điều trị. Tuy nhiên, bệnh AML thường 

không hình thành khối u. Các tế bào ung thư thường lan rộng khắp tủy xương và 

trong một số trường hợp, các tế bào này lan sang các cơ quan khác như gan và lách. 

Do đó, bệnh AML không được phân loại theo giai đoạn giống như hầu hết các bệnh 

ung thư khác mà thay vào đó bệnh này sẽ được phân loại thành các thể khác nhau. 

Phân loại bệnh AML được xác định thông qua tuổi của bệnh nhân và các kết quả 

xét nghiệm khác. Nhiều báo cáo đã cho thấy, phân loại bệnh AML có thể góp phần 

quan trọng trong việc đánh giá mức độ của bệnh, cũng như định hướng phương 

pháp điều trị tốt nhất [12].  

Năm 1970, một nhóm chuyên gia về bệnh bạch cầu của Pháp, Mỹ và Anh 

(French-America-British – FAB) đã phân loại bệnh AML thành các thể từ M0 đến 

M7 dựa trên đặc điểm hình thái tế bào blast bằng cách quan sát dưới kính hiển vi 

(Bảng 1.1) [12]. 

Năm 2016, Theo công bố của Tổ chức Y tế thế giới phân loại bệnh AML dựa 

vào sự bất thường trên nhiễm sắc thể như sau [13].  

✓ Bệnh AML với t (8;21) (q22; q22.1); Gen RUNX1-RUNX1T1 

✓ Bệnh AML với inv (16) (p13.1q22) hoặc t (16;16) (p13.1; q22); Gen CBFB-

MYH11 

✓ Bệnh AML với t (15;17) (q22; q12); Gen PML-RARA 

✓ Bệnh AML với t (9;11) (p21.3; q23.3); Gen MLLT3-KMT2A 

✓ Bệnh AML với t (6;9) (p23; q24); Gen DEK-NUP214 

✓ Bệnh AML với inv (3) (q21.3q26.2) hoặc t (3;3) (q21.3; q26.2); GATA2, 

MECOM 

✓ Bệnh AML với t (1;22) (p13.3; q13.3); Gen RBM15-MKL1 

✓ Bệnh AML có biến đổi gen NPM1 

✓ Bệnh AML có biến đổi gen CEBPA 
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Bảng 1.1. Phân loại bệnh bạch cầu dòng tủy cấp tính 

Thể 

bệnh 
Đặc điểm hình thái, hóa học tế bào Dấu ấn miễn dịch 

M0 

Tế bào non chưa biệt hóa ≥ 90% các tế bào có nhân 

không thuộc dòng hồng cầu, không có thể Auer, < 

3% MPO+ 

CD34+ 

M1 

Tế bào non chưa trưởng thành dòng tủy ≥ 90% các 

tế bào có nhân không thuộc dòng hồng cầu, hiếm 

gặp thể Auer, > 3% MPO+ 

HLA-DR, CD13, CD33, 

CD15, CD11± 

M2 
Tế bào non đầu dòng tủy < 90% các tế bào có nhân 

không thuộc dòng hồng cầu, nhiều thể Auer 

HLA-DR, CD13, CD33, 

CD15, CD11± 

M3 Bạch cầu cấp tiền tủy bào CD33, CD13, CD15, CD11 

M4 Bạch cầu cấp dòng tủy-mono 

HLA-DR, CD34±, CD33, 

CD15±, CD14, CD64, 

CD11 

M5a Bạch cầu cấp dòng mono không biệt hóa dòng tủy HLR-DR, CD34±, CD33, 

CD15±, CD14, CD64, 

CD11 
M5b Bạch cầu cấp dòng mono biệt hóa dòng tủy 

M6 

> 80% là các tiền thân hồng cầu 

≥ 30% là các nguyên tiền hồng cầu tỷ lệ blast dòng 

tủy < 20% 

Glycophorin A 

M7 ≥ 50% blast thuộc dòng mẫu tiểu cầu 
HLA-DR, CD61, CD42, 

CD34±, CD33± 

1.1.6. Các nghiên cứu về bệnh bạch cầu dòng tủy cấp tính 

 Năm 1995, Schönbohn và cộng sự đã đánh giá nồng độ của một số cytokine 

như IL-1 (Interleukin1), Il-6, IL-8, IL1-RA, TNF-α (Tumor necrosis factor-α) và G-

CSF (Granulocyte-colony stimulating factor) ở 20 bệnh AML sau khi đã được điều 

trị hóa trị liệu 23 lần. Các dữ liệu thu được cho thấy, nồng độ IL-6, IL-8 và G-CSF 

trong huyết tương tăng lên ở những bệnh nhân bị sốt giảm bạch cầu trung tính hoặc 
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bị nhiễm trùng nặng; Bên cạnh đó, nồng độ IL-6, IL-1, TNF-α và IL-1-RA trong 

huyết tương người bệnh được đo trước và sau một ngày khi bắt đầu các đợt sốt 

không dự đoán chính xác sự tiến triển của quá trình nhiễm trùng [14].  

Không chỉ nghiên cứu về nồng độ cytokine do các tế bào AML tiết ra mà các 

nhà khoa học còn quan tâm tới mức độ biểu hiện gen MALT1 (Mucosa associated 

lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1), A20, NF-κB (Nuclear factor 

kappa B) và MALT-V1 trong tế bào lympho T CD3+ ở máu ngoại vi của bệnh nhân 

AML bằng phương pháp qRT-PCR để làm sáng tỏ các đặc điểm truyền tín hiệu của 

TCR (T-cell receptor) trong tế bào lympho T ở các bệnh nhân AML (Li Shi và cộng 

sự, 2013). Kết quả cho thấy, mức độ biểu hiện MALT1 và A20 thấp hơn đáng kể 

trong tế bào lympho T của bệnh nhân mắc bệnh AML so với nhóm đối chứng là 

những người khỏe mạnh; Tuy nhiên, mức độ biểu hiện của MALT1-V1 (biến thể 1) 

và NF- κB tăng lên đáng kể ở bệnh nhân AML so với nhóm người khỏe. Như vậy, 

tín hiệu TCR-CD3 thấp có liên quan đến biểu hiện MALT1 thấp, và do đó làm suy 

giảm miễn dịch tế bào lympho T; Trong khi đó sự biểu hiện của MALT1-V1 tăng lại 

đóng vai trò trong việc khắc phục các hoạt động của tế bào lympho T bằng cách 

điều chỉnh làm giảm mức độ biểu hiện của gen A20 ở bệnh nhân AML, từ đó gây ra 

phản ứng cụ thể với kháng nguyên của AML [15].  

Bệnh AML là một bệnh ung thư ác tính, và đã được nhiều nhà khoa học quan 

tâm và nghiên cứu nhằm tìm ra cơ chế bệnh sinh, cũng như mối liên quan với các 

con đường truyền tín hiệu. Với những thông tin có được, năm 2013, Nguyen Le và 

Mitchell đã thành công trong việc nghiên cứu sự ức chế khả năng phát triển của tế 

bào ung thư máu thông qua quá trình tác động trực tiếp vào con đường truyền tín 

hiệu Phosphoinositide 3-kinase (PI3K/Akt). Kết quả này là bước tiến mới trong việc 

nghiên cứu và phát triển hướng điều trị bệnh bạch cầu dòng tủy cấp tính [16].  

Năm 2019, Issa và cộng sự đã thực hiện nghiên cứu xác định biểu hiện các 

gen trong tế bào gốc bạch cầu và ở bệnh nhân sau khi đã thực hiện quá trình điều trị 

bệnh AML. Kết quả cho thấy có sự thay đổi xảy ra trong quá trình phiên mã, điều 

này đã phần nào giải thích cho hiện tượng kháng trị liệu ở bệnh nhân AML. Sự 

phiên mã của tế bào gốc bạch cầu trước khi điều trị và ở bệnh nhân sau khi điều trị 

được đặc trưng bởi quá trình làm tăng điều hòa của các gen liên quan đến gen tiền 
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ung thư Myc, điểm kiểm soát chu trình của tế bào, con đường sửa chữa DNA và quá 

trình phosphoryl hóa. Đồng thời, nghiên cứu cũng xác định được khả năng làm 

giảm điều hòa của các gen liên quan đến miễn dịch trong tế bào gốc bạch cầu. 

Những phát hiện này có ý nghĩa rất lớn trong chiến lược điều trị bệnh AML trong 

tương lai để khắc phục tình trạng kháng thuốc ở bệnh nhân AML [17]. 

Bệnh AML xảy ra phần lớn do sự biến đổi di truyền trên nhiễm sắc thể và 

dựa vào đặc điểm này có thể phân loại bệnh nhân theo các nhóm nguy cơ: tốt, trung 

bình và xấu. Năm 2023, Lại Thị Thanh Thảo và cộng sự đã nghiên cứu trên 338 

bệnh nhân AML được chẩn đoán tại Bệnh viện Chợ Rẫy và Bệnh viện Truyền máu 

Huyết học và kết quả khảo sát đã cho thấy, 14 trường hợp bị bất thường trên NST, 

chiếm tỉ lệ 4,14%. Các bất thường này rất đa dạng và khác nhau tùy theo từng 

trường hợp [18].  

Bệnh bạch cầu dòng tủy cấp tính có thể là một giai đoạn của bệnh bạch cầu 

dòng tủy mạn tính. Hiện nay, các nghiên cứu về bệnh AML được chuyển biến từ 

bệnh CML ở Việt nam còn rất hạn chế. Nguyễn Anh Trí và cộng sự đã tiến hành 

theo dõi và đánh giá tình trạng của 13 bệnh nhân CML (từ 1985-1992). Kết quả cho 

thấy có 8 bệnh nhân chuyển thành bệnh AML (61,54%) trong đó có 6 bệnh nhân 

thuộc thể M1 và 2 bệnh nhân thuộc thể M2 [19]. Nguyễn Hà Thanh thực hiện 

nghiên cứu tương tự trên 34 bệnh nhân và cũng xác nhận rằng phần lớn bệnh nhân 

chuyển sang bệnh AML (86,7%) [20]. 

1.2. Bệnh bạch cầu dòng tủy mạn tính 

1.2.1. Giới thiệu chung 

 Bệnh bạch cầu dòng tủy mạn tính (CML – Chronic myeloid leukemia) là một 

loại ung thư bắt nguồn từ một số tế bào tạo máu có trong tủy xương. Bệnh CML 

được đặc trưng bởi sự gia tăng của các tế bào bạch cầu hạt đã được biệt hóa. Ban 

đầu, mặc dù số lượng tế bào bạch cầu hạt tăng lên trong máu ngoại vi nhưng chúng 

hoạt động tương đối bình thường. Tuy nhiên, khi bệnh tiến triển, các tế bào bạch 

cầu chưa trưởng thành hay còn gọi là nguyên tủy bào bắt đầu tích tụ trong máu và 

tủy xương. Sự phát triển quá mức của các nguyên tủy bào làm giảm sự phát triển 

của các tế bào máu khác, dẫn đến sự thiếu hụt các tế bào hồng cầu và tiểu cầu. 
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Những thay đổi này tạo ra sự dung hợp gen BCR-ABL, từ đó làm tăng khả năng sản 

xuất quá mức tyrosine kinase gây nên bệnh CML. Các tế bào bạch cầu phát triển, 

phân chia và tích tụ trong tủy xương rồi đi vào trong máu. Theo thời gian, các tế 

bào có thể di chuyển tới các bộ phận khác của cơ thể, bao gồm cả lách. CML là một 

bệnh bạch cầu phát triển khá chậm, nhưng nó có thể chuyển thành bệnh bạch cầu 

cấp tính rất nhanh và khó điều trị [21].  

Từ năm 2001, CML được điều trị chủ yếu bằng chất ức chế tyrosine kinase 

đã giúp cải thiện đáng kể tỷ lệ kéo dài sự sống cho bệnh nhân. So với các phương 

pháp hóa trị khác thì việc sử dụng chất ức chế tyrosine kinase đã giúp cho các bệnh 

nhân có chất lượng cuộc sống tốt hơn nhiều. Như vậy, đây là một bước đột phá 

trong điều trị bệnh CML. 

1.2.2. Tần suất mắc bệnh  

 Bệnh CML chiếm khoảng 15-20% trong tổng số các bệnh bạch cầu với tỉ lệ 

mắc bệnh tương đối cao. Mỗi năm, trong số 100.000 người sẽ có khoảng 1-2 trường 

hợp được chẩn đoán mắc bệnh CML và tỉ lệ nam giới mắc bệnh CML thường cao 

hơn nhiều so với nữ giới. Năm 2021, theo thống kê của Hiệp hội Ung thư Hoa Kỳ 

về bệnh CML thì ở Mỹ có khoảng 9.110 trường hợp được chẩn đoán mắc CML 

(5.150 bệnh nhân nam và 3.960 bệnh nhân nữ); Và có khoảng 1.220 người sẽ chết 

vì bệnh CML (680 bệnh nhân nam và 540 bệnh nhân nữ). Bệnh CML có thể xảy ra 

ở mọi lứa tuổi, nhưng phổ biến nhất ở người lớn tuổi khoảng 60-65 tuổi [22]. 

 Tại Việt Nam, chưa có số liệu chung ở quy mô quốc gia được công bố rộng 

rãi. Tuy nhiên theo Nguyễn Hà Thanh, ở các tỉnh, thành phố phía Bắc, bệnh CML 

chiếm khoảng 5-6% bệnh về máu và cơ quan tạo máu [23]. Các bệnh nhân CML 

chủ yếu là trong độ tuổi 30-50, và nam giới được ghi nhận là mắc bệnh nhiều hơn 

nữ giới với tỉ lệ 2,2:1 [24]. Trong khi đó, theo báo cáo của Trần Văn Bé, số lượng 

bệnh nhân CML tại bệnh viện Huyết học Thành phố Hồ Chí Minh chiếm 5,73% 

tổng số bệnh về máu và chiếm 82,63% các bệnh rối loạn tăng sinh tủy [25]. Độ tuổi 

mắc bệnh của các bệnh nhân độ tuổi 30-60 là phổ biến nhất và tỉ lệ nam giới mắc 

bệnh cao hơn nữa giới (1,4:1) [26] 
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1.2.3. Cơ chế bệnh sinh  

Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng, nhiễm sắc thể Philadelphia được phát hiện 

ở 90% bệnh nhân CML [21]. Vào năm 1959, báo cáo về bệnh nhân ung thư máu 

đầu tiên tại Philadelphia cho thấy Philadelphia là nhiễm sắc thể số 22 ở người bị đột 

biến chuyển đoạn từ nhiễm sắc thể số 9 chuyển sang. Cụ thể là, gen BCR trên nhiễm 

sắc thể 22 được nối liền với gen ABL tyrosine kinase trên nhiễm sắc thể 9 tạo nên tổ 

hợp BCR-ABL (Hình 1.1). Tổ hợp này khiến cho tế bào máu tạo ra quá nhiều 

tyrosine kinase (protein tín hiệu cho nhiều chức năng của tế bào), khi đó các tế bào 

bạch cầu phát triển ngoài sự kiểm soát. 

 

Hình 1.1. Nhiễm sắc thể Philadelphia [27] 

Chú thích: Gen ABL và BCR nằm trên nhánh dài của nhiễm sắc thể 9 và 22. Dung hợp gen BCR/ABL trên 

nhiễm sắc thể 22 tạo nên nhiễm sắc thể Philadelphia 

1.2.4. Triệu chứng của bệnh CML 

Lúc mới mắc bệnh, ước tính có khoảng một nửa số người bị bệnh CML 

không có bất kỳ dấu hiệu và triệu chứng nào mà chỉ được chẩn đoán khi xét nghiệm 

máu vì một lý do khác. Ở một số bệnh nhân, gan và/hoặc lách sẽ tăng nhanh về kích 

thước, từ đó gây ra cảm giác đầy bụng và chán ăn. Khi bệnh tiến triển, tình trạng 

đau đầu, đau xương, đau khớp, sốt, chảy máu, nhiễm trùng và nổi hạch của người 

bệnh trở nên nghiêm trọng hơn. Ngoài ra, bệnh CML cũng gây ra hiện tượng giảm 
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tiểu cầu hoặc rối loạn chức năng tiểu cầu dẫn đến các biến chứng về đông máu hoặc 

chảy máu [28]. 

1.2.5. Các giai đoạn của bệnh 

Bệnh nhân CML thường trải qua ba giai đoạn: giai đoạn mạn tính, giai đoạn 

tiến triển và giai đoạn chuyển cấp tính. Trong giai đoạn mạn tính, số lượng tế bào 

bạch cầu trưởng thành tăng lên nhanh, còn các nguyên tủy bào giảm, chiếm ít hơn 

10% tổng số tế bào máu. Các dấu hiệu và triệu chứng của bệnh trong giai đoạn này 

thường nhẹ hoặc thậm chí là không có, sau đó tình trạng từ từ trở nên nghiêm trọng 

hơn. Giai đoạn mạn tính có thể kéo dài từ vài tháng đến vài năm. Trong giai đoạn 

tiến triển, số lượng nguyên tủy bào cao hơn ở giai đoạn mạn tính, chiếm khoảng 10-

19% tổng số tế bào máu. Các dấu hiệu và triệu chứng của bệnh bắt đầu gia tăng. Số 

lượng bạch cầu và tiểu cầu tăng nhanh không đáp ứng với điều trị. Ở một số trường 

hợp, số lượng tiểu cầu lại giảm nhanh khiến cho sức khỏe người bệnh bị suy yếu. 

Trong giai đoạn chuyển cấp tính, số lượng nguyên tủy bào đạt khoảng hơn 20% 

tổng số tế bào máu trong cơ thể. Khi đó, các bệnh nhân có biểu hiện bệnh rõ rệt nhất 

như lách to ra, người bệnh cảm giác bị đau xương và giảm cân thấy rõ. Ngoài ra, 

hiện tượng nhiễm trùng nghiêm trọng và chảy máu không kiểm soát được cũng xảy 

ra có thể đe dọa tính mạng của người bệnh [29].  

1.2.6. Các nghiên cứu trên bệnh bạch cầu dòng tủy mạn tính 

 Năm 2017, Caliskan và cộng sự đã thực hiện nghiên cứu nhằm tìm ra vai trò 

của CYLD trong tín hiệu β-catenin qua trung gian Dishevelled (Dvl) ở các dòng tế 

bào CML như K562, MEG01 và KU821. Cả ba dòng tế bào này đều được lấy từ 

những bệnh nhân đang bị thiếu máu trầm trọng. Thông qua việc đánh giá sự biểu 

hiện mRNA của CYLD cho thấy ở cả ba dòng tế bào K562, MEG01 và KU821 đều 

biểu hiện CYLD và không thấy bất kỳ đột biến nào trong trình tự mã hóa CYLD ở 

trong cả ba dòng tế bào này. Qua đó, họ cho rằng gen CYLD có thể không đóng vai 

trò nào trong việc truyền tín hiệu Wnt không được kiểm soát ở bệnh CML. Tương 

tác protein Dvl-CYLD cũng đã được báo cáo ở một số nghiên cứu trước đây, CYLD 

có khả năng điều hòa hoạt động protein Dvl thông qua quá trình deubiquitin. Tuy 

nhiên, khi Caliskan và cộng sự thử làm bất hoạt gen Dvl trong các tế bào MEG01 
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thì biểu hiện mRNA của CYLD ở các tế bào bị làm bất hoạt gen Dvl giảm hơn hai 

lần so với các mẫu đối chứng; còn gen Dvl biểu hiện quá mức thì biểu hiện của 

CYLD cũng tăng lên. Như vậy, trong khi các nghiên cứu trước đây chỉ ra rằng, 

CYLD có khả năng điều hòa protein Dvl thì kết quả nghiên cứu của Caliskan và 

cộng sự lại cho thấy một cơ chế điều hòa phức tạp hơn rất nhiều [30].  

Theo Jafarzadeh và cộng sự (2019) thì các đặc điểm phân tử và tế bào của tế 

bào gốc trung mô tủy xương và đại thực bào sẽ thay đổi đáng kể khi tiếp xúc với 

exosome có nguồn gốc từ K562. Nhiều nghiên cứu trước đó cũng đã chỉ ra rằng các 

exosome có nguồn gốc từ bệnh bạch cầu trong cơ chế bệnh sinh CML có thể làm 

thay đổi môi trường vi viêm cục bộ bằng cách điều chỉnh nồng độ cytokine (đặc 

biệt là IL-6 vàTNF-α), nitric oxide (NO), và khả năng oxy hóa khử cả tế bào gốc 

trung mô tủy xương và đại thực bào. Những thay đổi này có thể dẫn đến ức chế 

miễn dịch và sự phát triển của khối u. Như vậy, những kết quả này có ý nghĩa rất 

lớn trong việc thiết kế các liệu pháp điều trị ung thư theo hướng thích hợp [31].   

 Năm 2020, sau một thời gian thực hiện nghiên cứu “Mối tương quan giữa 

Interleukin 6 và sự chuyển biến ở các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy mạn thuộc 

Đông Bắc Ấn Độ”, Sharma và cộng sự đã phát hiện thấy rằng IL-6 là một cytokine 

có vai trò quan trọng trong đáp ứng miễn dịch, tạo máu và đáp ứng giai đoạn cấp 

tính. Mức IL-6 huyết thanh tăng đáng kể ở bệnh nhân CML so với nhóm đối chứng 

có thể được sử dụng làm tiêu chí dự đoán mức độ nghiêm trọng của bệnh. Như vậy, 

qua nghiên cứu này có thể thấy rõ ràng mối liên hệ giữa mức độ IL-6 và sự biến 

chuyển bệnh của các bệnh nhân CML [32]. 

 Hiện nay, ở Việt Nam đã có nhiều nghiên cứu được thực hiện về bệnh CML. 

Tuy nhiên các nhà khoa học chủ yếu quan tâm tới việc mô tả các triệu chứng bệnh, 

cơ chế bệnh sinh và các kết quả xét nghiệm nhằm chẩn đoán bệnh CML. Bệnh 

CML chiếm 5,73% trong số các bệnh về máu [33] và chiếm 71,4% trong số các 

bệnh thuộc hội tăng sinh tủy ác tính [34]. Gần đây, một số báo cáo chỉ ra rằng, khi 

được điều trị bởi imatinib, tỉ lệ lui bệnh của các bệnh nhân CML đều tăng lên. Cụ 

thể, nghiên cứu của Nguyên Thị Thảo trên 109 bệnh nhân CML được điều trị bằng 

imatinib cho thấy, 100% bệnh nhân lui hoàn toàn bệnh huyết học, 64,2 bệnh nhân 

lui bệnh hoàn toàn về di truyền tế bào và 46,8% bệnh nhân lui hoàn toàn bệnh về 
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sinh học phân tử [35]. Tương tự như vậy, năm 2014, Cồ Nguyễn Phương Dung 

đánh giá khả năng đáp ứng thuốc imatinib mesylat của 118 bệnh nhân CML. Kết 

quả cho thấy, sau 5 năm điều trị 100% bệnh nhân đáp ứng hoàn toàn về huyết học, 

85,7% bệnh nhân đáp ứng hoàn toàn về di truyền tế bào và 57,1% bệnh nhân đáp 

ứng hoàn toàn về sinh học phân tử [36]. 

 Năm 2022, Chu Hoàng Hưng và cộng sự đã nghiên cứu đặc điểm của 31 

bệnh nhân CML tại bệnh viện Trung ương Thái Nguyên. Kết quả ghi nhận rằng, số 

lượng hồng cầu, lượng huyết sắc tố và số lượng tiểu cầu của các bệnh nhân đều 

giảm so với ngưỡng giá trị bình thường. Tỉ lệ bệnh nhân có huyết sắc tố và tiểu cầu 

giảm dưới 100 g/l lần lượt là 54,8% và 37,8%. Trong khi đó, số lượng bạch cầu của 

các bệnh nhân này lại tăng cao [37].  

 Khi nghiên cứu về đột biến BCR-ABL T315I trên 99 bệnh nhân mắc bệnh 

CML cho thấy, Khair và cộng sự báo cáo rằng, có 43 bệnh nhân đều mang đột biến 

T315I kháng các loại thuốc chống ung thư với mức độ biểu hiện gen cao và đồng 

thời cũng xác định được mối tương quan giữa đột biến T315I với tình trạng lâm 

sàng của các bệnh nhân. Qua đó, Khair và cộng sự cũng kết luận rằng, đột biết 

T315I rất phổ biến ở các bệnh nhân CML, và việc phát hiện ra đột biến thuộc vùng 

ABL kinase có ý nghĩa rất lớn trong việc tối ưu hóa phương pháp trị liệu bệnh [38]. 

Gen p51/p63 là một thành viên thuộc họ gen p53. Yamaguchi và cộng sự phân tích 

đột biến và biểu hiện của gen này trên 80 bệnh nhân mắc bệnh CML để đánh giá vai 

trò của chúng trong quá trình biến đổi nguyên bào. Kết quả cho thấy, biểu hiện của 

gen p51/p63 được phát hiện ở 74 bệnh nhân và các đột biến gen p51/p63 hoạt động 

tương tự như đột biến gen p53 làm tăng sự phát triển của bệnh CML. Tuy nhiên, 

nghiên cứu này không xác định được mối tương quan giữa biểu hiện gen p51/63 với 

các gia đoạn lâm sàng của bệnh [39]. Trong một nghiên cứu tương tự, Zaen Pahore 

và cộng sự nghiên cứu trên 45 trường hợp mắc bệnh CML và xác định được 12 

bệnh nhân mang đột biến JAK2V617V. Khi theo dõi tình trạng của các bệnh nhân 

này, họ đã phát hiện ra rằng, có 8 bệnh nhân dương tính với đột biến JAK2V617F 

đều biểu hiện tình trạng bệnh nặng hơn [40].  
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1.3. Giới thiệu chung về enzyme deubiquitinase A20 và CYLD 

Ubiquitin là một loại protein gồm 76 amino acid được biểu hiện phổ biến 

trong tất cả các mô. Quá trình ubiquitin hóa là quá trình biến đổi sau dịch mã của 

một protein bằng cách gắn cộng hóa trị một hay nhiều đơn phân ubiquitin vào các 

protein này (thông qua liên kết isopeptide). Chức năng của ubiquitin là đánh dấu 

các protein nội bào cho quá trình phân hủy chúng bởi proteosome. Đây là một bước 

quan trọng trong các quá trình sinh học của tế bào như phát triển phôi, chu trình của 

tế bào, kiểm soát sự tăng sinh và ngăn ngừa thoái hóa thần kinh. Tuy nhiên, trong 

cơ thể cũng tồn tại các enzyme DUB thực hiện phân cắt liên kết peptide hoặc 

isopeptide giữa protein và ubiquitin để làm đảo ngược các quá trình sinh học bên 

trong tế bào [41]. Các enzyme DUB này có thể khiến cho các ubiqutin không hoạt 

động, thậm chí bị loại bỏ khỏi phức hợp protein-Ub mà không khiến cho các protein 

bị phân hủy hay có thể khiến đảo ngược tín hiệu ubiquitin [42].  

Các DUB được coi như là các chất ức chế khối u và quá trình viêm bằng 

cách điều hòa âm tính sự tăng sinh/biệt hóa và tồn tại của tế bào thông qua việc 

phân cắt các Ub khỏi các protein tín hiệu như NF-κB và STATs [43-45]. Thực tế, 

ảnh hưởng của các DUB như A20, OTUB1 và CYLD đối với tế bào bạch cầu dòng 

tủy chưa được nghiên cứu rộng rãi. Tuy nhiên, A20 được biết đến với khả năng ức 

chế sự tăng sinh và gây ra quá trình apoptosis của các dòng tế bào CML, 

CD34+CML [46]. Nhiều báo cáo cho thấy, biểu hiện A20 giảm ở bệnh ung thư hạch 

và bệnh CLL (Chronic lymphoblastic leukemia) [47], trong khi đó ở bệnh u nguyên 

bào thần kinh đệm, ung thư biểu mô tế bào gan và bệnh ALL (Acute lymphoblastic 

leukemia) thì biểu hiện A20 lại tăng lên rõ rệt [48, 49]. Tương tự như A20, CYLD 

được coi là một chất trung gian quan trọng của quá trình apoptosis ở các tế bào 

ALL và CLL [45, 50]. Bên cạnh đó, sự biểu hiện của OTUB1 lại liên quan đến khả 

năng kìm hãm sự di cư của các tế bào ung thư đại trực tràng [51]. Những con chuột 

thiếu OTUB1 thường xảy ra hiện tượng chết phôi muộn [43]. Tuy nhiên, tác động 

của OTUB1 đối với chức năng của tế bào bạch cầu vẫn chưa được xác định rõ ràng.  
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1.3.1. Protein A20 

A20 còn được biết đến là protein kích thích yếu tố hoại tử khối u 3 

(TNFAIP3- Tumor necrosis factor α-induced protein), được mã hóa bởi gen 

TNFAIP3 (A20).  A20 nằm trên nhiễm sắc thể số 6q23.3, trình tự cDNA dài 4.440 

bp với khung đọc mở gồm 2.370 Nu mã hóa cho protein chứa 790 amino acid. Về 

mặt cấu trúc, A20 gồm vùng OTU (Ovarian tumor) và 7 vùng ZF (Zinc finger) làm 

trung gian cho hoạt động deubiquitin của A20, hoạt động gắn ubiquitin và liên kết 

ubiquitin của nó (Hình 1.2). Gen A20 được biểu hiện trong cơ thể thông qua các 

kích thích khác nhau như IL-1β, TNF-α. Mặc dù, A20 được cảm ứng bởi các 

cytokine tiền viêm trong hầu hết các loại tế bào, nhưng sự điều hòa của A20 là khác 

nhau ở các tế bào khác nhau. Trong các cơ quan bạch huyết như tuyến ức, lách và 

mô lympho ở ruột, mức độ biểu hiện của A20 rất cao; Còn trong tế bào tuyến ức 

chưa trưởng thành và tế bào lympho T ngoại vi A20 chỉ được biểu hiện một phần 

[52].  

 

Hình 1.2. Cấu trúc A20 [53] 

Chú thích: ZF (Zinc finger) là trung gian liên kết chuỗi ubiquitin và hoạt động deubiquitinase 

Trong hệ thống miễn dịch bẩm sinh và thích ứng, TAK1 (Transforming 

growth factor β-activated kinase 1) và IKK (Inhibitor of κB (IκB) kinase) được kích 

hoạt qua trung gian ubiquitin. Ban đầu, TNFR1 (Tumor necrosis factor receptor 1) 

được kích thích dẫn đến sự hoạt hóa enzyme ubiquitin ligase TRAF2 (TNFR-

Associated factor 2) và TRAF5 thực hiện chức năng gắn chuỗi polyubiquitin liên 

kết Lys63 vào RIP1(kinases receptor-interacting protein 1) với sự có mặt của E1 và 

phức hợp Ubc13/Uev1A. Sau đó, RIP1 polyubiquitin tiếp tục gắn với protein TAK1 
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kinase thông qua sự tương tác giữa các chuỗi polyubiquitin K63 và TAB2 (TGF- β 

activated kinase 1 (MAP3K7) binding protein 2) hoặc TAB3, đồng thời chuỗi 

polyubiquitin cũng có vai trò gắn IKK bằng cách liên kết với NEMO (NF-κB 

essential modulator), do đó cho phép TAK1 phosphoryl hóa và kích hoạt IKK. IKK 

khi đó đóng vai trò phosphoryl hóa IκB và khiến nó trở thành đối tượng để 

proteasome phân hủy, từ đó cho phép NF-κB xâm nhập vào nhân để kích hoạt các 

gen mục tiêu bao gồm các chất trung gian của phản ứng miễn dịch và viêm cũng 

như các chất ức chế con đường tín hiệu NF-κB. 

 

Hình 1.3. A20 điều hòa con đường tín hiệu NF-κB [54] 

Trong con đường tín hiệu NF-κB, A20 là enzyme DUB có khả năng phân cắt 

chuỗi polyubiquitin liên kết Lys63 khỏi TRAF và RIP1 và gắn vào vị trí Lys 48, từ 
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đó ngăn chặn sự hoạt hóa IKK và trở thành mục tiêu để proteasome phân hủy. Đối 

với thụ thể IL1R/TLR và TCR/BCR, sau khi được kích thích chúng sẽ kích hoạt 

IKK thông qua TRAF2/TRAF6 và hoạt động như một ubiquitin E3 thúc đẩy quá 

trình phosphoryl hóa tại vị trí Lys63. TRAF2/TRAF6 sau đó thu nhận phức hợp 

TAK1 và IKK để làm trung gian cho việc kích hoạt các kinase này (Hình 1.3) [54] 

Ban đầu, A20 được mô tả như là chất ức chế quá trình apoptosis của tế bào 

do TNF gây ra, nhưng các nghiên cứu sau này đã chứng minh rằng sự biểu hiện quá 

mức của A20 có thể ức chế sự hoạt hóa NF-κB đáp ứng với các kích thích khác 

nhau. Sự biểu hiện quá mức của A20 trong một số dòng tế bào như tế bào ung thư 

biểu mô vú MCF7 ở người và tế bào WEHI164 ở chuột có khả năng kháng một 

phần đối với quá trình apoptosis do TNF gây ra. Tuy nhiên, sự biểu hiện quá mức 

gen A20 ở các tế bào Hela, A548 hoặc tế bào HepG2 ở người không có tác dụng lên 

quá trình apoptosis. Cho đến nay, vẫn chưa có những bằng chứng rõ ràng chứng 

minh được tại sao một số dòng tế bào được bảo vệ bởi A20 nhưng một số khác thì 

không. Mặc dù vậy, các nghiên cứu gần đây cũng chỉ ra rằng A20 có chức năng 

quan trọng trong việc ức chế khối u và sự bất hoạt gen A20 có liên quan chặt chẽ tới 

các u lympho [55]. Bên cạnh đó, một số nghiên cứu khác cũng khẳng định A20 

được biểu hiện khác nhau trong tế bào ung thư. Ở một số trường hợp A20 biểu hiện 

quá mức trong ung thư biểu mô vòm họng không biệt hóa, ung thư biểu mô tế bào 

vảy ở da và đầu, ung thư vú và ung thư biểu mô gan. Nghiên cứu của Fan Zhang và 

cộng sự chứng minh rằng biểu hiện quá mức A20 trong các mẫu B-ALL (chưa được 

công bố), điều này cho thấy rằng A20 có tham gia vào cơ chế bệnh sinh của các 

khối u ác tính nữa. Khi mức biểu hiện của A20 cao sẽ là tiên lượng xấu trong bệnh 

ung thư vú và thậm chí là nguyên nhân dẫn đến di căn ung thư. Do vậy, có thể coi 

A20 là một dấu ấn sinh học ung thư mới. A20 bị bất hoạt ở các u bạch huyết trong 

trường hợp gen này bị đột biến hoặc methyl hóa xảy ra ở vùng promoter. Khi đó, cả 

hai alen A20 đều bị ảnh hưởng và đó cũng được coi là dấu hiệu để nhận biết các gen 

ức chế khối u [52].  

Sử dụng chuột thiếu A20 và công nghệ can thiệp RNA đã cho thấy vai trò 

quan trọng của A20 trong một loạt các con đường tín hiệu gây ra bởi mầm bệnh và 

các cytokine. Những chuột thiếu A20 thường chết ngay sau khi sinh do viêm đa cơ 
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quan cho thấy vai trò quan trọng của A20 trong cân bằng nội môi miễn dịch của vật 

chủ [56]. Các nghiên cứu về mối liên hệ trong toàn bộ hệ gen đã chỉ ra rằng locus 

A20 dễ mắc nhiều bệnh tự miễn bao gồm bệnh viêm khớp dạng thấp, lupus ban đỏ 

hệ thống, bệnh vẩy nến, đái tháo đường loại 1, bệnh viêm ruột và bệnh mạch vành. 

Những thay đổi trong hoạt động hoặc biểu hiện của A20 có thể ảnh hưởng đến cơ 

chế bệnh sinh của bệnh viêm khớp dạng thấp. Nhiều loại đa hình nucleotide đơn 

A20 được phát hiện có liên quan đến tính nhạy cảm với bệnh tự miễn [57].  

Những chuột đã loại bỏ gen A20 thường chết sớm do viêm đa cơ quan cho 

thấy sự thiếu hụt A20 có thể dẫn đến các kiểu hình riêng biệt và mức độ ảnh hưởng 

sẽ phụ thuộc vào loại tế bào đã loại bỏ A20. Ví dụ, sự thiếu hụt A20 đặc hiệu ở biểu 

bì sẽ dẫn đến sự tăng sinh tế bào sừng, trong khi sự thiếu hụt A20 trong tế bào tủy 

xương sẽ dẫn đến sự tiến triển của bệnh viêm khớp [58]. Những chuột bị thiếu hụt 

A20 đặc hiệu trong tế bào tủy được gọi là chuột A20 MyelKO và tình trạng viêm ở 

những chuột này phụ thuộc vào gen cảm biến miễn dịch Nlrp3, tín hiệu của thụ thể 

IL-6 và IL-2 [59]. 

Ngoài NF-κB thì JAK/STAT cũng là một con đường dẫn truyền tín hiệu rất 

quan trọng trong hệ thống miễn dịch. Trong đó, A20 có vai trò ngăn chặn các phản 

ứng miễn dịch phụ thuộc vào STAT1 thông qua việc làm giảm sự biểu hiện của 

STAT1. STAT1 bao gồm cả STAT1α và STAT1β được chứng minh là nhân tố 

không thể thiếu đối với phản ứng miễn dịch qua trung gian IFN và thực tế tỷ lệ 

STAT1α/STAT1β xuất hiện trong tế bào chịu sự điều khiển của A20. Qua đó có thể 

thấy rằng A20 cũng có thể ảnh hưởng tới tình trạng viêm qua trung gian IFN. Chức 

năng này cho phép A20 có thể di chuyển giữa tế bào dòng tủy và tế bào mô ở khớp, 

từ đó A20 được coi là chất điều biến mạnh đối với chức năng viêm qua trung gian 

STAT. Trong trường hợp gen A20 bị loại bỏ, STAT1 sẽ được tăng cường sự biểu 

hiện dẫn đến quá trình kích thích khả năng làm tăng cường viêm phụ thuộc STAT1 

[59]. Ở những bệnh nhân ALL thì nồng độ cytokine  IL-6, TNF-α và IL-1β trong 

huyết thanh tăng lên do gene A20 đã bị bất hoạt. Khi đó, biểu hiện của STAT1, 

STAT3 và STAT5 cũng đều tăng lên trong tất cả tế bào ALL, còn STAT6 đóng vai 

trò ức chế sự tồn tại của tế bào ALL thì không được biểu hiện [60]. 
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Như vậy, A20 hoạt động điều hòa âm tính NF-κB để đáp ứng với nhiều kích 

thích và được coi là một chất ức chế khối u. Rối loạn chức năng A20 có thể liên 

quan đến bệnh ác tính tế bào lympho. Hơn thế nữa, các protein liên kết A20 và A20 

có thể được sử dụng làm dấu ấn sinh học và là mục tiêu điều trị mới trong các khối 

u ác tính tế bào lympho.  

1.3.2. Protein CYLD 

Protein CYLD là enzyme deubiquitinase được mã hóa bởi gen 

cylindromatosis (CYLD). CYLD nằm trên nhiễm sắc thể 16q12.1 ở người, có kích 

thước 60 kb và mã hóa cho enzyme thioesterase chứa 956 amino acid với ba vùng 

bảo thủ protein-glycine (Cap-Gly) để tương tác với các protein mục tiêu như 

NEMO, TRAF2 trong con đường tín hiệu NF-κB (Hình 1.4) và sau đó chúng hoạt 

động như là một enzyme khử ubiquitin. CYLD được tìm thấy chủ yếu trong tế bào 

chất và nhân của nhiều loại tế bào. 

 

Hình 1.4. Cấu trúc CYLD [61] 

Các nghiên cứu chức năng cho thấy vai trò của CYLD trong việc điều chỉnh 

quá trình viêm, miễn dịch, chu trình tế bào, sinh tinh, tạo xương, di cư và hình 

thành khối u. Cho đến nay, một số con đường tín hiệu được phát hiện có liên quan 

hoặc được điều chỉnh bởi CYLD như NF-κB, Wnt/β-catein và JNK, và một số con 

đường khác. Sự thay đổi di truyền của CYLD có thể dẫn đến sự kích hoạt sai lệch 

hoặc ức chế các con đường tín hiệu này nhằm góp phần gây ra một số bệnh lý [62].  

Ung thư là căn bệnh phổ biến do thiếu hoạt động của enzyme CYLD. Điều 

này cho thấy vai trò của CYLD trong việc kiểm tra tình trạng viêm đã được chứng 

minh ở rất nhiều loại ung thư. Viêm qua trung gian NF-κB được biết đến là nguyên 

nhân tạo ra các dạng oxy phản ứng làm tổn thương mô, các cytokine viêm và đồng 

thời sản xuất ra các tế bào miễn dịch. Do đó, CYLD như một cơ quan điều chỉnh 
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chính đối với chứng viêm do NF-κB gây ra và được coi như là yếu tố có thể ức chế 

NF-κB để ngăn ngừa tổn thương mô dẫn đến hoại tử, ung thư và mất khả năng tăng 

sinh tế bào [63]. CYLD là nguyên nhân gây ra bệnh Paget của xương đặc trưng bởi 

đặc điểm xương giòn và dễ gãy do sự biệt hóa của tế bào hủy xương bị ảnh hưởng 

[63]. Một số nghiên cứu đã chỉ ra rằng, CYLD bị bất hoạt có thể liên quan tới sự 

hình thành các khối u rắn ở đại tràng và gan, thận, cổ tử cung, tuyến tiền liệt, bệnh u 

vành khăn, u biểu mô tóc, và hội trứng Brooke-Spiegler. Sự biểu hiện quá mức của 

CYLD trong các dòng tế bào ung thư phổi làm tăng hoạt động của TRAIL bằng cách 

ức chế NF-κB, do đó thúc đẩy quá trình apoptosis [64]. Như vậy, bằng cách liên kết 

nhiều con đường kích hoạt và phản ứng với trung tâm của quá trình viêm, CYLD 

không chỉ hoạt động như một gen gây ung thư mà còn là một chất điều chỉnh chính 

các con đường quan trọng dẫn đến các hiệu ứng tế bào đa dạng.  

Protein Dvl được kích hoạt bởi sự kích thích con đường tín hiệu Wnt và có 

vai trò quan trọng trong việc điều hòa phức hợp phá hủy β-catenin. CYLD điều hòa 

âm tính con đường truyền tín hiệu Wnt/β-catenin bằng cách khử protein Dvl. Tuy 

nhiên, khi CYLD bị mất chức năng hoặc đột biến sẽ tham gia vào việc hình thành 

các khối u rắn khác nhau. Sự điều hòa β-catenin được quan sát thấy trong quá trình 

phát triển của bệnh bạch cầu dòng tủy mạn tính. Tín hiệu Dvl bị ức chế có thể kích 

hoạt β-catenin trong CML; và CYLD khi đó có thể góp phần vào việc ức chế Dvl. 

Khi đánh giá sự biểu hiện mRNA trong ba dòng tế bào K562, MEG01 và KU812 

của bệnh CML đều thấy sự biểu hiện mRNA của gen CYLD. Sự biểu hiện CYLD sẽ 

giảm xuống sau khi gen Dvl bị bất hoạt nhờ công nghệ siRNA. Trong khi thí 

nghiệm trước đó thì cho rằng CYLD có khả năng điều hòa protein Dvl và biểu hiện 

quá mức Dvl sẽ khiến biểu hiện CYLD giảm xuống [30].  

Bệnh bạch cầu mạn tính tế bào B (B-CLL) được đặc trưng bởi sự tích tụ quá 

mức tế bào lympho B đã trưởng thành về mặt hình thái và miễn dịch. B-CLL là 

bệnh bạch cầu thường xảy ra ở người lớn, đặc biệt là ở các nước phương Tây. Các 

nghiên cứu gần đây đã phát hiện ra rằng CYLD hoạt động như một nhân tố quan 

trọng trong quá trình hoại tử tế bào. Vai trò của CYLD trong các con đường tín hiệu 

khác nhau cho thấy nó tham gia vào các quá trình sinh lý và bệnh lý của các sinh 

vật sống. Những chuột bị bất hoạt CYLD có biểu hiện bất thường trong quá trình 
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hoạt hóa tế bào lympho T và tế bào lympho B. Khi đó, mặc dù các khối u tự phát 

hầu như không phát triển nhưng lại tăng khả năng mắc bệnh ung thư. Hơn nữa, 

CYLD cũng được phát hiện với vai trò điều hòa quá trình tạo xương, cân bằng nội 

môi, sinh tinh, sự tiến triển của chu kỳ tế bào và di chuyển của tế bào [65].  

Protein CYLD hoạt động như một chất ức chế khối u nên khi CYLD bị đột 

biến hoặc giảm mức độ biểu hiện sẽ thúc đẩy sự phát triển của các loại khối u. Mức 

độ biểu hiện của CYLD giảm đáng kể trong ung thư đại tràng, ung thư biểu mô tế 

bào gan, ung thư thận, u ác tính, ung thư cổ tử cung, đa u tủy xương, bệnh T-ALL 

và B-CLL. Sau đó, một số nghiên cứu khác đều cho rằng, những đột biến và giảm 

sự biểu hiện của CYLD đều liên quan đến bệnh đa u tủy xương [65].  

CYLD thúc đẩy nhanh quá trình apoptosis ở các tế bào T-ALL [66] và khi sự 

điều hòa giảm biểu hiện của CYLD có thể đóng vai trò gây bệnh trong B-CLL, từ đó 

gây ra tín hiệu hoại tử đào thải trong các tế bào CLL. Tuy nhiên, cho đến năm 2014 

thì dựa vào sự biểu hiện của CYLD để tiên lượng bệnh B-CLL vẫn chưa được xác 

định rõ ràng. Chính vì vậy, Wei Wu và cộng sự đã phân tích biểu hiện của CYLD ở 

125 bệnh nhân B-CLL và mô tả mối tương quan giữa biểu hiện mRNA của CYLD 

và các đặc điểm lâm sàng nhất định của bệnh nhân B-CLL. Và qua đó họ đã bước 

đầu đánh giá ý nghĩa tiên lượng của biểu hiện CYLD ở bệnh nhân B-CLL [65].  

Việc xác định các dấu hiệu tiên lượng mới trong CLL có tầm quan trọng vì 

các biểu hiện lâm sàng của bệnh không đồng nhất ở CLL, từ đó có thể cải thiện các 

liệu pháp trong điều trị bệnh CLL. Cụ thể là trong nghiên cứu này, Wei Wu và cộng 

sự đã xác định được CYLD điều hòa âm tính tín hiệu NF- κB, mà NF- κB được 

chứng minh là có tham gia vào quá trình sinh ung thư của các khối u ác tính và kích 

hoạt những bất thường trong bệnh CLL và do đó sự ức chế tín hiệu NF- κB làm 

giảm khả năng sống sốt của tế bào CLL. Bên cạnh đó, khi các tế bào CLL có thể 

phục hồi phản ứng hoại tử khi biểu hiện CYLD được phục hồi. Mức độ biểu hiện 

CD23 và CD21 trên bề mặt của các tế bào lympho B thiếu CYLD ở bệnh nhân CLL 

được xác định cao hơn so với tế bào lympho B bình thường. Phát hiện này cho thấy 

sự biểu hiện của CYLD có thể tham gia vào quá trình hình thành bệnh bạch cầu 

CLL. Việc loại bỏ gen CYLD dẫn đến sự mất cân bằng của quần thể tế bào lympho 

B ngoại vi với sự gia tăng đáng kể tế bào lympho B vùng biên ở chuột nghiên cứu. 
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Như vậy, nghiên cứu này đã chứng minh được sự điều hòa giảm sự biểu hiện CYLD 

trong CLL so với tế bào lympho B bình thường và sự biểu hiện CYLD thấp dự bảo 

khả năng sống sót của bệnh nhân CLL kém. Kết quả này đã cho thấy CYLD có thể 

đóng vai trò quan trọng trong cơ chế bệnh sinh CLL [65].  

Bệnh bạch cầu nguyên bào lympho cấp tính là bệnh ung thư ác tính xảy ra 

phổ biến ở trẻ em. Mặc dù tiên lượng của bệnh ALL có thể khác nhau giữa các bệnh 

nhân, nhưng tỷ lệ sống sót của trẻ em mắc ALL đã được cải thiện trong nhiều thập 

kỷ qua. Bệnh ALL hiếm khi tìm thấy ở người trưởng thành nhưng khi đã mắc bệnh 

thì tiên lượng tình trạng bệnh khá nặng. Do sự phân bố của các tế bào bạch cầu trên 

cơ thể nên hiện nay hóa trị được coi là một lựa chọn tốt nhất để điều trị bệnh ALL. 

Tuy nhiên, do sự phát triển khá phức tạp của các tế bào trong bệnh bạch cầu mà liệu 

pháp hóa trị vẫn bị hạn chế sử dụng [67].  

Việc nghiên cứu và khám phá ra cơ chế phân tử để điều chỉnh sự nhạy cảm 

của tế bào bệnh bạch cầu sẽ mang lại hiệu quả tích cực cho việc điều trị bệnh ALL. 

Đột biến mất CYLD liên quan đến sự hình thành của một số khối u ác tính như ung 

thư đại tràng, ung thư biểu mô tế bào gan, đa u tủy xương, và bệnh bạch cầu. Các 

nghiên cứu về gen CYLD đều cho rằng CYLD được biểu hiện nhiều trong quá trình 

nguyên phân và nó có tham gia vào các chu kỳ tế bào. Những phát hiện này là tiền 

đề để Yunfan Yang và cộng sự (2015) khám phá ra vai trò tiềm năng của CYLD 

trong việc điều chỉnh độ nhạy của tế bào bạch cầu với các loại thuốc nhắm mục tiêu 

vi ống. Thuốc nhắm mục tiêu vi ống được sử dụng rộng rãi trong quá trình hóa trị 

ung thư. Sự rối loạn của CYLD đã được chứng minh là một trong những yếu tố thúc 

đẩy sự tiến triển của bệnh bạch cầu lympho cấp tính và mạn tính. Chức năng của 

CYLD được thể hiện trong việc ngăn tế bào lympho khỏi sự hình thành khối u 

thông qua sự điều hòa quá trình apoptosis, và hoại tử của tế bào. Những phát hiện 

này cho thấy CYLD có thể coi là một dấu ấn sinh học, cũng như là nhân tố để thúc 

đẩy cho quá trình điều trị bệnh bạch cầu hiệu quả hơn [67]. 

1.3.3. Nghiên cứu di truyền phân tử trên gen A20, CYLD ở một số bệnh ung thư 

Đa hình đơn nucleotide (SNP-single nucleotide polymorphism) là một trong 

những dạng biến thể di truyền phổ biến trong hệ gen người. SNP trong các gen quy 

định việc chỉnh sửa DNA, điều hòa chu kỳ tế bào, sự chuyển hóa và con đường 
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miễn dịch liên quan đến tính nhạy cảm về mặt di truyền đối với bệnh ung thư. Hiểu 

được cơ chế tác động của SNP đến sự nhạy cảm với ung thư là rất quan trọng nhằm 

hiểu rõ cơ chế bệnh sinh của các bệnh ung thư khác nhau. Như vậy, SNP có thể coi 

như là một dấu ấn sinh học được sử dụng trong chẩn đoán và điều trị ở nhiều loại 

ung thư.  

SNP có thể nằm ở các vùng gen khác nhau như promoter, exon, intron cũng 

như vùng 5’- và 3’ UTR (Untranslated region). Do đó, những thay đổi trong biểu 

hiện gen và ảnh hưởng của chúng đối với sự nhạy cảm với ung thư khác nhau tùy 

thuộc vào vị trí của SNP. SNP ở vùng promoter ảnh hưởng đến sự biểu hiện gen 

thông qua quá trình làm thay đổi hoạt động của promoter, liên kết yếu tố phiên mã, 

sự methyl hóa DNA và sửa đổi histone. Các SNP ngoại lai ảnh hưởng đến khả năng 

nhạy cảm với ung thư bằng cách ngăn chặn quá trình phiên mã và dịch mã gen. 

SNP trong các vùng intron tạo ra các biến thể mối nối của phiên mã và thúc đẩy 

hoặc phá vỡ sự liên kết và chức năng của các RNA dài không mã hóa (lncRNA - 

long non-coding RNA). SNP ở vùng 5’-UTR ảnh hưởng đến quá trình dịch mã, 

trong khi SNP ở vùng 3’-UTR điều chỉnh sự im lặng của các gen phụ thuộc vào 

microRNA (miRNA). SNP ở các vùng nằm xa gen thực tế làm giảm hoặc tăng 

cường sự phiên mã gen thông qua các hiệu ứng cis [68].  

Mặc dù đã có nhiều nghiên cứu về vai trò của các SNP ở các bệnh ung thư, 

nhưng cơ chế hoạt động của chúng vẫn còn rất phức tạp. Ví dụ, trong khi người ta 

biết rõ ràng SNP ở vùng promoter ảnh hưởng đến quá trình methyl hóa và thay đổi 

histone, thì mối liên quan giữa cơ chế di truyền và biểu sinh vẫn chưa được giải 

thích rõ ràng. Hơn nữa, trong khi các bằng chứng di truyền về mối tương quan giữa 

đa hình ngoại lai và tính nhạy cảm của ung thư đã được nghiên cứu, nhưng kết quả 

sinh hóa và sinh học tế bào của các SNP vẫn chưa được biết đến. Cơ chế liên quan 

đến đa hình gen và tính nhạy cảm với bệnh ung thư là rất phức tạp [68]. Như vậy, 

đa hình/đột biến gen khá đa dạng và có vai trò khác nhau đối với từng loại bệnh, 

đặc biệt là bệnh ung thư. 

1.3.3.1. Đặc điểm di truyền phân tử của gen A20 

Nghiên cứu toàn bộ hệ gen người (GWAS – genome-wide association 

studies) đã chỉ ra rằng, các đa hình nucleotide đơn (SNP) của gen A20 có mối tương 
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quan với khả năng nhạy cảm của các bệnh lý gây viêm và bệnh tự miễn dịch ở 

người [69, 70]. 

Trong tế bào lympho B, A20 hạn chế sự kích hoạt của các con đường tín 

hiệu bởi những chất cảm ứng sinh lý liên quan đến sự xâm nhập của các mầm bệnh 

vào cơ thể. Ở chuột già, khi A20 bị bất hoạt trong tế bào lympho B có thể gây ra hội 

chứng viêm với các biểu hiện tự miễn dịch như viêm mạn tính kéo dài, nồng độ IL6 

tăng cao, tế bào huyết tương tăng đáng kể và sự xuất hiện của các thể tự kháng đặc 

hiệu. Do vậy, khi tế bào lympho B phản ứng nhanh hơn với các kích thích từ môi 

trường do chức năng A20 bị giảm đi cho thấy mối tương quan giữa các đột biến gen 

di truyền hoặc đa hình trong A20 và các bệnh tự miễn dịch khác ở người [71].  

Các nghiên cứu trên chuột về biểu hiện của A20 đã bị bất hoạt trong đại thực 

bào và bạch cầu hạt cho thấy rằng sự biểu hiện của A20 trong các tế bào này là cần 

thiết để duy trì cân bằng nội môi miễn dịch bẩm sinh [58]. Các tế bào tủy thiếu A20 

sẽ dẫn đến tình trạng viêm đa khớp ăn mòn và sau đó có thể tăng khả năng hủy 

xương góp phần làm thay đổi quá trình tạo xương. Như vậy, biểu hiện A20 trong tế 

bào tủy ngăn chặn các tín hiệu gây ra viêm khớp và loãng xương. Những phát hiện 

này cung cấp những hiểu biết về sinh lý bệnh đối với sự thiếu hụt A20 dẫn đến bệnh 

viêm khớp ở chuột và ở người [69]. Do chức năng chống viêm mạnh của A20 nên 

các SNP của gen này đều liên quan đến bệnh và có thể làm giảm khả năng biểu hiện 

hoặc làm giảm chức năng của A20. Ví dụ, SNP liên quan đến bệnh lupus ban đỏ hệ 

thống nằm trong vùng mã hóa A20 khiến cho phenylalanine thay thế cysteine ở vị 

trí amino acid 127 và làm giảm chức năng của protein A20 [72], rồi từ đó gây ra các 

biến chứng thận và huyết học. Các SNP A20 liên quan đến bệnh khác nằm ngoài 

vùng mã hóa cho thấy rằng chúng cũng có thể gây ra tính nhạy cảm với bệnh bằng 

cách giảm sự biểu hiện A20 [73, 74]. Đột biến Biallelic trong trình tự mã hóa 

TNFAIP3 đã được xác định ở khoảng 18% người bị bệnh u lympho tế bào [75, 76].  

Watip Boonyasrisawat và cộng sự (2007) đã nghiên cứu sự tương quan giữa 

đa hình gen A20 và khả năng tăng xơ vữa động mạch ở bệnh nhân đái tháo đường. 

Kết quả cho thấy 5 SNP được tìm thấy ở 479 bệnh nhân đái tháo đường tuýp 2 [74]. 

Một số nghiên cứu về A20 ở bệnh viêm khớp dạng thấp đã chứng minh mối liên 

quan giữa một số SNP (rs2230926, rs6920220 và rs10499194) với nguy cơ mắc 
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bệnh [77]. Tuy nhiên, tần suất đột biến của A20 trong các báo cáo khác nhau là 

không giống nhau. SNP rs2230926 nằm ở exon 3 của A20 gây ra sự thay thế amino 

acid (ở vị trí 127) từ phenylalanine thành cysteine (Phe127Cys). Alen này (Cys127) 

làm giảm sự ức chế hoạt hóa NF- κB do mức độ biểu hiện của A20 giảm xuống 

[72]. SNP rs2230926 cũng được chứng minh là có mối tương quan với khả năng gia 

tăng nguy cơ mắc lupus ban đỏ hệ thống và viêm khớp dạng thấp ở người Nhật Bản 

[78] và bệnh viêm khớp dạng thấp ở cả người Châu Á và Châu Âu [77]. Trong 

nghiên cứu này, ba trường hợp có kiểu gen rs2230926 TG trong 50 mẫu bệnh nhân 

viêm khớp dạng thấp được tìm thấy; tuy nhiên, cũng tìm thấy hai trường hợp có 

kiểu gen rs2230926 TG trong số 30 cá thể khỏe mạnh. Do đó, kết quả sơ bộ này cho 

thấy tỷ lệ thấp về kiểu gen rs2230926 TG/GG ở bệnh nhân viêm khớp dạng thấp 

Trung Quốc. Mặc dù bệnh nhân có kiểu gen rs2230926 TG chứng tỏ khả năng chịu 

đựng cao nhưng không có mối liên quan đáng kể nào giữa bệnh nhân viêm khớp 

dạng thấp và người khỏe mạnh, điều này tương tự như phát hiện trong nghiên cứu 

trước đây của về bệnh bạch cầu nguyên bào lympho cấp tính tế bào T (T-ALL) [79].  

Nghiên cứu trên PBMCs từ bệnh nhân viêm khớp dạng thấp cho thấy mức độ 

biểu hiện của A20 với kiểu gen rs2230926 TG và rs146534657 AG cao hơn so với 

bệnh nhân viêm khớp dạng thấp có kiểu gen rs2230926 TT và kiểu gen 

rs146534657 AA. Kết luận này tương tự với kết quả đã được báo cáo đối với T-

ALL trong nghiên cứu trước đây [79]. Như vậy, kiểu gen rs2230926 TG có thể liên 

quan đến việc duy trì mức độ biểu hiện A20. Năm 2015, Lihua Zhu và cộng sự xác 

định được thêm SNP rs146534657 ở bệnh viêm khớp dạng thấp và đột biến 

(14284T>A) được tìm thấy trong dịch khớp của bệnh nhân viêm khớp dạng thấp 

[57].  

Năm 2016, Chang và cộng sự đã tìm ra được 03 đột biến ở bệnh ung thư biểu 

mô tế bào vảy miệng và tất cả các điểm đột biến này đều nằm trên exon 7 của gen 

A20 [80]. Ngoài ra, một nghiên cứu khác cũng cho thấy, ở những người trưởng 

thành mắc bệnh T-ALL, hầu hết các đa hình nucleotide đơn của gen A20 xuất hiện 

trên exon 7 [81].  
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1.3.3.2. Đặc điểm di truyền phân tử của gen CYLD 

Gen CYLD là gen nằm trên nhiễm sắc thể 16q12.1 mã hóa cho protein 

cylindromatosis (CYLD) gồm có 856 amino acid và trọng lượng phân tử đạt khoảng 

120 kDa. Protein CYLD được biết đến là một enzyme DUB có chức năng loại bỏ 

chuỗi polyubiquitin khỏi một số protein như TRAF2, TRAF6, BCL-3, Lck, TRPA1, 

TRAF7 và NEMO. Thông qua quá trình loại bỏ chuỗi polyubiquitin, CYLD tham 

gia việc điều hòa con đường tín hiệu NF-κB và JNK (c-Jun N-terminal kinase) để 

phản ứng lại được với các tín hiệu kích thích, từ đó thúc đẩy sự phát triển, tăng sinh 

và quá trình apoptosis. Protein CYLD có ái lực mạnh với chuỗi Ub liên kết với 

lysine 63. Khi CYLD phân cắt chuỗi ubiquitin liên kết K63 sẽ ảnh hưởng đến tương 

tác protein-protein và do đó có vai trò quan trọng trong truyền tín hiệu tế bào [82]. 

Bằng cách điều chỉnh các tín hiệu kiểm soát sự phát triển của tế bào, enzyme CYLD 

hoạt động như một chất ức chế khối u, giúp ngăn chặn các tế bào phát triển và phân 

chia quá nhanh hoặc theo cách không kiểm soát được.  

Năm 2002, Gutierrez và cộng sự đã giải trình tự, phân tích haplotype của 

một gia đình bốn thế hệ người Đức và đưa ra công bố rằng các khối u khác nhau từ 

những thành viên trong gia đình đều liên quan đến u cylindromas và u 

trichoepitheliomas. Sau khi phân tích đột biến dựa trên DNA của bạch cầu, cũng 

như DNA và RNA của khối u đều cho thấy đột biến lệch khung trong gen CYLD 

(2253delG). Như vậy, kết quả này là một minh chứng rõ ràng rằng một đột biến đơn 

lẻ trong gen CYLD có thể dẫn đến các khối u khác biệt về kiểu hình và mô học [83]. 

Các đột biến trong gen này có liên quan đến hội chứng Brooke-Spiegler. Hội chứng 

này có một số biến thể như u cylindromatosis có tính chất gia đình và u da 

trichoepithelioma có tính chất gia đình. Bệnh có bản chất lành tính tuy nhiên 

khoảng 5-10% tổng số bệnh nhân có tình trạng bệnh tiến triển nặng hơn và trở thành 

ác tính.  

Cho đến năm 2009, đã xác định được 51 đột biến trên gen CYLD. Trong đó 

41% (21) là đột biến dịch khung, 35% (18) là đột biến vô nghĩa, 14% (7) đột biến 

sai nghĩa và 10% (5) là đột biến ở vị trí cắt nối. Theo thống kê thì 86% (44/51) đột 

biến được dự đoán đều khiến cho protein bị cắt ngắn và vị trí xảy ra đột biến thường 

ở trên exon 16 và 17, tiếp theo là ở trên exon 18 và 10 của gen CYLD [82].  
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Năm 2009, Patrick và Jorge (2009) đã thực hiện các phân tích về đột biến 

CYLD của 87 gia đình. Kết quả cho thấy, 84% (73/87) trường hợp mắc BSS; Trong 

số đó 88% (30/34) trường hợp mắc u cylindromatosis, và 72% (18/25) trường hợp 

mắc u da trichoepithelioma do đột biến CYLD. Tuy nhiên, tỷ lệ phát sinh đột biến 

CYLD được báo cáo trước đây đối với u da trichoepithelioma và u cylindromatosis 

có tính gia đình lần lượt là 100% (3/3) và 44% (4/9). Mặc dù vậy, chẩn đoán phân 

biệt về mặt lâm sàng và mô học của nhiều nốt sần và nốt trên mặt di truyền rất phức 

tạp nên có thể chẩn đoán nhầm [82].  

Ngày càng có nhiều bằng chứng chứng minh rằng hội chứng BSS có liên 

quan đến khối u tuyến nước bọt, đặc biệt là u tuyến tế bào đáy. Trong đó, những 

nghiên cứu về hội chứng BSS đều cho thấy CYLD tham gia vào cơ chế bệnh sinh 

của các khối tuyến u nước bọt. Ngoài ra, đột biến CYLD còn liên quan đến các khối 

u rắn ở đại tràng, gan, thận, cổ tử cung, tuyến tiền liệt, và phổi. Các dòng tế bào ung 

thư đại tràng và tế bào gan cho thấy sự điều hòa giảm hoặc mất CYLD. Khi thực 

hiện quá trình chuyển nạp CYLD vào ung thư biểu mô tế bào gan thì sự biểu 

hiện CYLD làm giảm hoạt động của NF-κB. Khi gene CYLD bị bất hoạt sẽ gây ra 

bệnh ung thư phổi không tế bào nhỏ, bệnh đa u tủy xương và khi đó sự bất hoạt 

CYLD được cho là yếu tố dự báo về khả năng sống sót ở người mắc bệnh đa u tủy 

xương. Cơ chế mà CYLD tham gia quá trình hình thành khối u thường liên quan 

đến con đường tín hiệu NF-κB [82].  

Patrick và Jorge (2009) nghiên cứu 6 đột biến sai nghĩa trên gen CYLD đã 

được công bố để đánh giá xem có liên quan với một kiểu hình cụ thể nào không thì 

kết quả cho thấy rằng phần lớn đột biến sai nghĩa đều xảy ra ở những bệnh nhân 

mắc u trichoepitheliomas. Cụ thể là, đột biến p.D681G xảy ra trong một gia đình có 

3 thành viên bị ảnh hưởng, trong đó 11/12 khối u được phân tích là 

trichoepitheliomas và một người nhiễm bị xoắn khuẩn. Một đột biến khác 

(p.E747G) được tìm thấy ở 2 gia đình, trong đó là một gia đình gốc Thổ Nhĩ Kỳ có 

13 cá thể mắc u trichoepitheliomas [82]. Tuy nhiên, chức năng của CYLD không 

chỉ là căn nguyên của u cylindromatosis và trichoepithelioma mà còn được chứng 

minh là có vai trò ức chế khối u trong nhiều loại ung thư ở người như u ác tính ở đại 

tràng, phổi và đa u tủy xương [84].  
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Nghiên cứu và phân tích các nốt xuất hiện ở một bệnh nhân ung thư biểu mô 

tế bào đáy 46 tuổi cho thấy đột biến thay thế (c.1684+1 G>A) trên gen CYLD có 

trong DNA được phân lập từ khối mô và máu ngoại vi của bệnh nhân này. Đột biến 

(c.1684+1 G>A) xảy ra ở điểm nối exon-intron và có ảnh hưởng đến việc nối đúng. 

Trong một nghiên cứu khác đối với 131 bệnh nhân ung thư biểu mô tế bào vảy cho 

thấy, mức độ biểu hiện của gen CYLD không bị thay đổi. Tuy nhiên, hai nghiên cứu 

sau đó sử dụng động vật chuyển gen đã xác định được vai trò của đột biến gen 

CYLD trong sự phát triển của bệnh ung thư biểu mô tế bào vảy. Như vậy, đột biến 

gen CYLD có liên quan đến sự phát triển của các loại ung thư da khác nhau. Qua đó, 

để tìm ra được liệu pháp để ngăn ngừa ung thư da khác nhau thì cần phải nghiên 

cứu con đường truyền tín hiệu trong các quần thể tế bào đích [84].  

Năm 2021, Nagy và cộng sự đã thực hiện nghiên cứu và khẳng định rằng 

phần lớn (99%) đột biến gen CYLD có liên quan đến bệnh ung thư da thường được 

tìm thấy trên exon 16, 17 và 20 ([85]). Bên cạnh đó, quan sát cấu trúc gen CYLD có 

thể thấy rằng, exon 16 có vai trò tương tác với polyubiquitin gắn với protein đích để 

từ đó khiến cho trung tâm hoạt động của CYLD thực hiện chức năng phân cắt liên 

kết polyubiquitin và protein. Như vậy, exon 16 đóng vai trò quan trọng trong hoạt 

động của gen CYLD ([86]). 

1.4. Tín hiệu STAT   

 Bệnh AML là một bệnh bạch cầu ác tính được đặc trưng bởi sự tăng sinh 

không kiểm soát được của các tế bào tạo máu thuộc dòng tủy. Phân tích các mẫu 

AML ở người và các mô động vật mắc bệnh bạch cầu đã chứng minh rằng những 

đặc điểm này có được là do sự thay đổi trong con đường dẫn truyền tín hiệu hoặc là 

làm gián đoạn các quá trình biệt hóa tế bào trong cơ chế bệnh sinh của AML. Nhiều 

nghiên cứu cho thấy, bệnh AML xảy ra một phần là do đột biến di truyền của thụ 

thể FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) trên các tế bào tiền thân dòng tủy và dòng 

lympho [87]. Khi thụ thể FLT3 đột biến sẽ kích hoạt các con đường tín hiệu 

JAK/STAT liên quan đến sự hình thành khối u và duy trì sự phát triển của tế bào 

ung thư [88].  
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 Trong khi đó, bệnh CML lại đặc trưng bởi sự phát triển không kiểm soát của 

các tế bào dòng tủy ở cả tủy xương và máu ngoại vi. Bệnh CML xảy ra chủ yếu là 

do sự chuyển vị của các vùng gen BCR và ABL, dẫn đến sự dung hợp gen BCR-

ABL, từ đó tạo nên nhiễm sắc thể Philadelphia [89]. Biểu hiện quá mức của protein 

dung hợp BCR-ABL dẫn đến sự hoạt hóa không bình thường của Janus kinase 

(JAK), đây là bộ chuyển đổi tín hiệu và là chất kích hoạt con đường truyền tín hiệu 

phiên mã (STAT). Điều này sẽ dẫn đến sự tăng sinh không kiểm soát và khả năng 

ức ch quá trình apoptosis của các tế bào CML [90].  

 STAT là họ các yếu tố phiên mã nội bào làm trung gian điều hòa sự biểu 

hiện của các gen liên quan đến sự tồn tại, tăng sinh, biệt hóa, phát triển của tế bào, 

sự chết theo chương trình (apoptosis), đáp ứng miễn dịch và một số chức năng sinh 

học thiết yếu khác. Các nhân tố này được kích hoạt chủ yếu khi JAK liên kết với 

thụ thể màng. Sự mất kiểm soát trong hoạt động của các nhân tố này ở các khối u 

nguyên phát sẽ làm tăng cường khả năng phát triển của khối u và đồng thời ức chế 

sự hoạt động của hệ thống miễn dịch.  

Nghiên cứu knockout gen STAT cho thấy vai trò quan trọng của protein 

STAT trong hệ thống miễn dịch, cũng như trong việc duy trì khả năng dung nạp 

miễn dịch ngoại vi và giám sát khối u [91]. Con đường tín hiệu JAK/STAT bắt đầu 

khi một phối tử (interferon hoặc interleukin) liên kết với thụ thể trên bề mặt tế bào, 

rồi làm cho các thụ thể dimer hóa, từ đó khiến cho JAK có thể liên kết với thụ thể. 

Sau đó, các phân tử JAK sẽ phosphoryl hóa lẫn nhau tại vị trí tyrosine thuộc vùng 

hoạt hóa nhằm làm tăng khả năng hoạt động các kinase này. Các phân tử JAK sau 

khi được kích hoạt sẽ phosphoryl hóa tyrosine trên thụ thể để tạo ra các vị trí liên 

kết cho các protein có chứa miền SH2. Sau đó, các STAT liên kết với tyrosine được 

phosphoryl hóa trên bề mặt thụ thể tế bào thông qua miền SH2 của chúng, rồi phân 

ly ra khỏi thụ thể và liên kết với một phân tử STAT khác tạo thành một dimer (Hình 

1.5). Dimer này sau đó tiếp tục đi vào nhân và liên kết với DNA để tạo ra sự phiên 

mã của gen mục tiêu [92].  
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Hình 1.5. Các bước chính trong con đường tín hiệu JAK/STAT [92] 

Chú thích: Hệ thống tín hiệu JAK/STAT bao gồm: (1) Thụ thể (màu xanh lá cây), (2) Janus kinase (JAK) 

(màu vàng), (3) Bộ chuyển đổi tín hiệu và kích hoạt phiên mã (STAT) (màu xanh). Các vòng tròn màu đỏ là 

nhóm phosphate. Khi cytokine liên kết với thụ thể, JAK hoạt động gắn nhóm phosphate vào thụ thể. Điều này 

khiến cho các protein STAT được phosphoryl hóa và liên kết với nhau, tạo thành dimer. Các dimer này sau 

đó sẽ di chuyển vào nhân và liên kết với DNA, từ đó khiến cho quá trình phiên mã của gen xảy ra. 

Họ STAT ở động vật có vú bao gồm STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, 

STAT5A, STAT5B và STAT6 [93]. Hai gen STAT5 có tỷ lệ tương đồng trên 90% 

nhưng được mã hóa bởi các gen riêng biệt. Mỗi thành viên của họ STAT đều có 

những chức năng riêng biệt trong việc truyền tín hiệu và đóng vai trò quan trọng 

trong việc điều hòa các phản ứng của tế bào đối với các cytokine khác nhau.  

Nghiên cứu mối liên hệ giữa các protein STAT và ung thư biểu mô của 

người đã cho thấy khi STAT3 được kích hoạt sẽ thúc đẩy quá trình hình thành bệnh 

ung thư đầu cổ, các tế bào đa u tủy xương, một số khối u rắn, bệnh bạch cầu và u 

lympho. IL-6 tham gia vào quá trình kích hoạt STAT3 trong u tủy và các dòng tế 

bào ác tính tuyến tiền liệt; còn TGF-α (transforming growth factor-α) kích hoạt 

STAT3 trong một số dòng tế bào ung thư đầu và cổ [94].  

Bên cạnh đó, kích hoạt STAT5 cũng là nguyên nhân phổ biến dẫn tới sự hình 

thành và phát triển của khối u. Thực tế, protein STAT5 không thể thiếu trong việc 

điều chỉnh phản ứng của tế bào tạo máu với các cytokine chuyên biệt. Một số 

nghiên cứu đã chứng minh được rằng STAT5 được kích hoạt có ý nghĩa quan trọng 

đối với sự tiến triển của bệnh bạch cầu dòng tủy mạn tính và bệnh tăng sinh tủy gây 

ra bởi TEL-JAK2. Dung hợp gen BCR-ABL được tạo ra bởi sự chuyển đoạn giữa 
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các nhiễm sắc thể khi bị kích hoạt sẽ kích thích STAT5 hoạt động ở bệnh CML và 

AML. Tuy nhiên, không phải tất cả các protein STAT đều thúc đẩy sự phát triển 

của ung thư [94].  

Nghiên cứu trên chuột thiếu STAT1 cho thấy khối u phát triển mạnh hơn so 

với nhóm đối chứng. Khi STAT1 được kích hoạt bởi interferon loại I và loại II có 

thể ức chế quá trình apoptosis và ngăn chặn sự tăng sinh. Bên cạnh đó, chuột thiếu 

STAT1 nhạy cảm hơn với các bệnh do virus gây ra và không phản ứng lại được với 

tác động của virus, thậm chí là bị tử vong trong khi lượng virus này thường không 

ảnh hưởng đến cơ thể bình thường [94].  

Như vậy, có thể thấy rằng STAT3 và STAT5 là hai protein quan trọng liên 

quan đến sự phát triển của bệnh ung thư, trong khi STAT1 đóng vai trò ngược lại đó 

là ngăn chặn sự phát triển của khối u. Kích hoạt STAT3/5 liên tục sẽ thúc đẩy quá 

trình viêm mạn tính, làm tăng tính nhạy cảm của các tế bào khỏe mạnh với các chất 

sinh ung thư. Ngoài ra, protein STAT còn được coi là chất trung gian quan trọng 

cho khả năng miễn dịch chống lại các tác nhân gây bệnh và trong sự phát triển của 

quá trình rối loạn viêm. Đầu tiên, khi gặp các tác nhân lạ, con đường tín hiệu 

INF/STAT1 sẽ gây viêm theo một số cách, như tăng sản xuất chemokine, kiểm soát 

sự biệt hóa và quá trình chết của các tế bào tạo máu và đồng thời bắt đầu hình thành 

các dạng oxy phản ứng và nitric oxide [95].  

STAT2, STAT4 và STAT6 được kích hoạt dưới tác động của IL-12, IL-4/IL-

13 và IFN-α [95]. Với sự kích hoạt bởi các thụ thể IFN loại I và loại III, STAT2 

đóng vai trò trung tâm trong các phản ứng chống lại virus. Trong khi STAT2 làm 

trung gian truyền tín hiệu của IFN loại I thì STAT1 tham gia truyền tín hiệu bởi cả 

IFN loại I và II trong các phản ứng viêm sau khi cơ thể bị nhiễm virus và bảo vệ vật 

chủ khỏi sự tấn công của vi khuẩn và ký sinh trùng; Bên cạnh đó, STAT2 còn góp 

phần quan trọng trong hệ thống miễn dịch bẩm sinh. Mặc dù STAT2 chưa được 

nghiên cứu rộng rãi như một số STAT khác, nhưng không thể phủ nhận vai trò của 

chúng trong mối tương tác giữa vật chủ và mầm bệnh. STAT4 và STAT6 đóng vai 

trò quan trọng trong việc điều chỉnh hệ thống miễn dịch thích ứng. Hai protein này 

được kích hoạt để đáp ứng lại sự kích thích của IL-12 (STAT4) và IL-4 hoặc IL-13 

(STAT6) [96]. Sau khi được kích hoạt bởi STAT6, tế bào Th tham gia tích cực vào 
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việc điều hòa tình trạng viêm trong quá trình bị dị ứng, còn khi được kích hoạt bởi 

STAT4 thì tế bào Th-1 lại tham gia vào các quá trình điều hòa rối loạn tự miễn dịch 

và viêm.  

Ngoài ra, các biểu hiện bất thường của STAT1 [97], STAT3 và STAT5 [98] 

cũng đã được phát hiện ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy. 

1.5. Biểu hiện của cytokine IL-6 và TNF-α ở bệnh bạch cầu dòng tủy 

 Trong tủy xương, các tế bào gốc tạo máu thường được duy trì ở trạng thái 

cân bằng để đảm bảo quá trình tạo máu luôn ổn định và tăng cường các tế bào tạo 

máu khi bị nhiễm trùng, viêm cấp tính và mạn tính hay chảy máu [99]. Trong quá 

trình nhiễm trùng, một loạt các cytokine được tiết ra để kích hoạt hệ thống miễn 

dịch. Ở những bệnh nhân mắc bệnh tiền bạch cầu và bệnh bạch cầu, sự điều hòa 

chặt chẽ của các cytokine bị suy giảm và thay vào đó là sự tiết cytokine bất thường 

[100]. Các nghiên cứu về nồng độ cytokine tiền viêm và kháng viêm trong huyết 

thanh cho thấy, các cytokine được điều chỉnh tăng trong tất cả hoặc trong các nhóm 

bệnh nhân bạch cầu (AML và CML) so với nhóm người khỏe mạnh.  

 IL-6 là một trong những cytokine tiền viêm chính chịu trách nhiệm kích hoạt 

phản ứng miễn dịch. IL-6 thúc đẩy quá trình viêm thông qua việc kích hoạt sự tăng 

sinh tế bào lympho, biệt hóa tế bào lympho B, khả năng tích tụ tế bào bạch cầu và 

gây ra quá trình tổng hợp protein giai đoạn cấp tính ở gan. IL-6 được sản xuất bởi 

nhiều loại tế bào miễn dịch như bạch cầu đơn nhân, tế bào trung biểu mô, nguyên 

bào sợi, tế bào mỡ và tế bào lympho khi có sự kích thích sinh lý của TNF-α, IL-1β, 

nội độc tố và stress oxy hóa [101]. IL-6 tác động lên các tế bào đích thông qua thụ 

thể IL-6R và khi đó IL-6R đóng vai trò kết nối con đường truyền tín hiệu quan trọng 

liên quan đến quá trình chuyển đổi giữa giai đoạn đầu và giai đoạn cuối của các 

phản ứng viêm [102].  

 Sự biểu hiện của IL-6 liên quan đến các bệnh viêm nhiễm và tự miễn cũng 

như rối loạn tạo máu và bệnh bạch cầu. Ở những bệnh nhân AML, nồng độ IL-6 

trong huyết thanh và tủy xương tăng lên. Nhiều nghiên cứu cho thấy, nồng độ IL-6 

liên quan đên tiên lượng xấu, sự tiến triển của bệnh cũng như khả năng kháng hóa 
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trị. Các bệnh nhân AML có nồng độ IL-6 kéo dài thường có tỉ lệ sống sót thấp hơn 

so với bệnh nhân giảm IL-6 [101].  

 TNF-α là một cytokine tiền viêm ban đầu có liên quan đến việc tiêu diệt các 

tế bào khối u và đóng vai trò then chốt trong việc điều chỉnh các chất trung gian gây 

viêm và chống viêm. Nhiều báo cáo cho thấy, TNF-α được coi là tác nhân điều 

chỉnh tổng thể của chuỗi cytokine để giúp bảo vệ vật chủ và nhanh chóng chống lại 

sự nhiễm trùng, tuy nhiên nếu vượt quá mức sẽ gây tử vong [101]. TNF-α được tiết 

ra chủ yếu bởi đại thực bào, bạch cầu đơn nhân, tế bào lympho T, tế bào lympho B 

và một số tế bào khác để đáp ứng với các tổn thương tế bào do nhiễm trùng hoặc 

biến đổi ác tính [103]. Tuy nhiên, gần đây cytokine này được chứng minh là được 

sản xuất bởi nhiều loại tế bào khối u (tế bào CML) [104].  

 TNF-α có thể kích hoạt tế bào đích bằng cách tương tác với 1 trong 2 thụ thể 

TNFR1/TNFR2 và được điều hòa khác nhau tùy thuộc vào từng loại tế bào trong 

các mô khỏe mạnh và bệnh tật. Rối loạn điều hòa TNF-α dẫn đến sự hình thành các 

bệnh như viêm khớp dạng thấp, bệnh viêm ruột, bệnh Alzheimer, và một số bệnh 

ung thư. Theo đó sự biểu hiện của TNF-α được điều chỉnh trong các phản ứng miễn 

dịch đối với bệnh nhiễm trùng hoặc trong các bệnh tự miễn. Hiện nay có nhiều loại 

thuốc tác động vào TNF-α và các thụ thể của nó như infliximab, certolizumab và 

etanercept nhằm điều trị các bệnh viêm nhiễm như viêm khớp dạng thấp [105].  

 Bệnh AML có liên quan chặt chẽ đến hoạt động của cytokine đối với quá 

trình tăng sinh, apoptosis và sự biệt hóa các tế bào bạch cầu [106]. Bệnh AML 

thường tiết ra nhiều loại cytokine với nồng độ cao hơn so với người khỏe mạnh. 

Việc sản xuất các cytokine như TNF-α, IL-6 được điều khiển trong quá trình tạo 

bạch cầu, kích thích sự phát triển của các nguyên tủy bào. Mức độ biểu hiện TNF-α 

cao được duy trì thông qua việc kích hoạt NF-κB trong tế bào AML và từ đó dẫn 

đến sự tăng sinh liên tục [107]. Ngoài ra, nghiên cứu về bệnh CML cũng cho thấy, 

nồng độ IL-6 và TNF- α tăng cao khi so sánh với nhóm chứng [104, 105].  



34 
 

 
 

1.6. Tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

1.6.1. Giới thiệu chung về tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

 Tế bào đơn nhân máu ngoại vi (PBMC – Peripheral blood mononuclear cell) 

là những tế bào máu ngoại vi có một nhân tròn, đóng vai trò quan trọng trong hệ 

thống miễn dịch bẩm sinh và thích ứng, bảo vệ cơ thể khi bị nhiễm virus, vi khuẩn 

và ký sinh trùng, đồng thời PBMC còn có thể tiêu diệt các tế bào khối u và các tác 

nhân lạ khác. PBMC có nguồn gốc từ tế bào gốc tạo máu ở trong tủy xương. Các tế 

bào gốc tạo máu này tạo ra tất cả các tế bào máu của hệ thống miễn dịch thông qua 

quá trình tạo máu. Trong quá trình tạo máu, các tế bào dòng tủy (bạch cầu đơn 

nhân, đại thực bào, bạch cầu hạt, megakaryocyte, tế bào đuôi gai, hồng cầu) và tế 

bào dòng lympho (tế bào lympho T, tế bào lympho B, tế bào NK – Natural killer) 

được tạo ra. Tuy nhiên, PBMC chỉ bao gồm tế bào lympho như tế bào lympho T, tế 

bào lympho B và tế bào NK, tế bào đuôi gai và bạch cầu đơn nhân.  

1.6.2. Đặc điểm của tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

Tế bào đơn nhân máu ngoại vi là hỗn hợp các tế bào miễn dịch, tuy nhiên ở 

mỗi cá thể thì tần suất xuất hiện của các tế bào khác nhau là khác nhau. Ở người, tế 

bào lympho chiếm phần lớn trong PBMC, tiếp theo là bạch cầu đơn nhân và tế bào 

đuôi gai chỉ chiếm một phần nhỏ. Tế bào lympho chiếm 70-90% trong tổng số tế 

bào PBMC và đóng vai trò thiết yếu trong các phản ứng miễn dịch qua trung gian tế 

bào và dịch thể.  

Tế bào lympho chủ yếu liên quan đến sự hoạt hóa của các tế bào lympho T 

và B. Trong quần thể tế bào lympho thì tế bào T CD3+ góp phần đáng kể vào sự 

hoạt động của hệ thống miễn dịch (45-70%). Hầu hết các tế bào lympho T tồn tại 

dưới dạng tế bào lympho T nghỉ ngơi hoặc tế bào lympho T non chưa được kích 

hoạt bởi kháng nguyên, còn một phần ít tế bào lympho T tồn tại ở dạng tế bào 

lympho T nhớ. Sau đó, khi được kích hoạt tế bào lympho T sẽ kích thích các phản 

ứng miễn dịch qua trung gian tế bào nhắm vào các kháng nguyên xuất hiện bên 

trong tế bào. Ngoài ra, sau khi được kích hoạt, tế bào lympho T CD3+ phát triển 

thành tế bào lympho T CD4+ hoặc CD8+. Tế bào lympho T CD4+ còn được gọi là tế 

bào lympho T trợ giúp (Th – T helper) vì chức năng chính của chúng là kích hoạt 
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các phản ứng miễn dịch. Tế bào Th sử dụng các thụ thể để liên kết với các tế bào 

trình diện kháng nguyên (APC – Antigen-presenting cell) và sau đó giải phóng các 

tín hiệu thông báo sự xâm nhập của các tế bào lạ, đồng thời đánh dấu chúng để có 

thể dễ dàng loại bỏ. Tế bào Th chiếm 25-60% tổng số tế bào lympho T CD3+ được 

kích hoạt. Trong khi đó, tế bào lympho T CD8+ hay còn gọi là tế bào lympho T gây 

độc (T killer hay T cytotoxic) chịu trách nhiệm sản xuất kháng thể có khả năng tiêu 

diệt các tác nhân lạ xâm nhập vào cơ thể. Khoảng 5-30% tế bào lympho T CD3+ 

được kích hoạt để trở thành tế bào lympho T killer. Tương tự như tế bào lympho T 

CD3+, tế bào CD19+ B tồn tại dưới dạng nguyên tủy bào hoặc tế bào nhớ. Tế bào 

này chỉ chiếm 5-15% tổng số tế bào lympho. Sau khi được kích hoạt, các tế bào 

lympho B biệt hóa thành các tế bào plasma có khả năng tiết ra kháng thể nhắm tới 

mục tiêu cụ thể hoặc các kháng nguyên tự do trong máu [108].  

Tế bào NK chỉ chiếm 5-10% tổng số tế bào lympho trong cơ thể nhưng 

chúng lại có thể hoạt động mà không cần kháng nguyên và bảo vệ cơ thể chống lại 

sự hoạt động của khối u [108]; Bạch cầu đơn nhân chiếm 10-30% tổng số tế bào 

PBMC và được tìm thấy trong cả máu và mô ngoại vi. Khi được kích thích, bạch 

cầu đơn nhân sẽ trưởng thành và biệt hóa thành tế bào đuôi gai hoặc đại thực bào 

trung gian cho cả phản ứng miễn dịch bẩm sinh và thích ứng bằng cách hoạt động 

như các tế bào thực bào hoặc trình diện kháng nguyên [108]; Thành phần cuối cùng 

trong PBMC là tế bào đuôi gai. Tế bào này chỉ chiếm 1-2% nhưng có thể tham gia 

hoạt động trong cả hệ thống miễn dịch bẩm sinh và thích ứng. Tế bào đuôi gai có 

thể trình diện các mảnh kháng nguyên vào các tế bào của hệ thống miễn dịch thích 

ứng và kích hoạt sự hoạt động của tế bào lympho T và B [108]. 

1.6.3. Chức năng và ứng dụng của tế bào đơn nhân máu ngoại vi 

Tế bào PBMC là loại tế bào chính trong hệ miễn dịch của cơ thể con người. 

Tế bào lympho T trong PBMC phần lớn tồn tại dưới dạng tế bào lympho T chưa 

trưởng thành hoặc T nhớ. Các tế bào lympho T non là những tế bào chưa từng tiếp 

xúc với kháng nguyên và thường được đặc trưng bởi sự vắng mặt của một số dấu ấn 

sinh học như CD25, CD44 hoặc CD69. Tuy nhiên, khi những tế bào lympho T chưa 

trưởng thành này được kích hoạt bởi kháng nguyên sẽ dẫn đến sự hoạt động của tế 

bào, sau đó sẽ tham gia vào quá trình biệt hóa và phát triển các chức năng đặc 
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trưng. Các tế bào lympho T này sau đó sẽ được biệt hóa thành tế bào lympho T nhớ 

và khi gặp kháng nguyên một lần nữa chúng sẽ tạo ra phản ứng miễn dịch nhanh 

hơn và mạnh hơn.  

Trong máu, tế bào lympho B cũng tồn tại dưới dạng nguyên tủy bào hoặc tế 

bào nhớ. Tuy nhiên, khi gặp kháng nguyên, tế bào lympho B sẽ được hoạt hóa và 

biệt hóa thành tế bào huyết tương thực hiện chức năng sản xuất kháng thể. Trong 

máu ngoại vi, tần số các tế bào lympho có tính đặc hiệu cho một kháng nguyên đơn 

lẻ là rất thấp. Do vậy, các chất hoạt hóa đa dòng như lectin phân bào cần được sử 

dụng để kích hoạt một tỷ lệ lớn các tế bào lympho có tính đặc hiệu với kháng 

nguyên của chúng [109]. Sự hoạt hóa đa dòng của tế bào lympho T có thể đạt được 

khi kháng thể gắn đặc hiệu với CD3 đơn lẻ hoặc là kết hợp với CD28; Còn 

lipopolysaccharide (LPS) gây ra sự tăng sinh tế bào lympho B và kích hoạt bạch 

cầu đơn nhân. Như vậy, thông qua việc xác định sự tăng sinh của tế bào lympho, sự 

bài tiết cytokine hoặc những thay đổi trong biểu hiện gen có thể đánh giá những ảnh 

hưởng của hoạt hóa đa dòng tới chức năng miễn dịch của PBMC [110]. 

Mỗi quần thể tế bào PBMC đóng vai trò không thể thiếu trong việc xây dựng 

và duy trì hiệu quả phản ứng miễn dịch. Vì lý do này mà các nhà khoa học thường 

sử dụng PBMC để đánh giá khả năng hoạt động của các tế bào miễn dịch khi tiếp 

xúc với các mầm bệnh, cũng như xác định sự tiến triển của bệnh trong cơ thể người 

và các yếu tố ảnh hưởng đến hệ thống miễn dịch.  

Tế bào PBMC được sử dụng để nghiên cứu về các bệnh truyền nhiễm, phát 

triển vaccine, miễn dịch học, khối u ác tính huyết học và liệu pháp cấy ghép. Về cơ 

bản, các nghiên cứu PBMC trong điều kiện in vitro cung cấp những thông tin liên 

quan đến chức năng tế bào, nhận dạng dấu ấn sinh học và mô hình bệnh; Tuy nhiên, 

cũng có nhiều nghiên cứu được thực hiện trong điều kiện in vivo thông qua việc sử 

dụng chuột có mang gen bệnh lý của người. Việc sử dụng PBMC của người để thúc 

đẩy sự phục hồi của những con chuột bị suy giảm miễn dịch được coi là cơ sở để 

nghiên cứu hệ thống miễn dịch của người và phản ứng của các tế bào này đối với 

mầm bệnh, chất độc hoặc ung thư trong mô hình in vivo [111].  
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Hiện nay, các nghiên cứu sử dụng PBMC trong y học người ngày càng phát 

triển. Việc tạo ra các tế bào gốc đa năng cảm ứng từ một phần của PBMC ở người 

hiến tặng có ý nghĩa lớn trong các mô hình bệnh, sàng lọc độc tính của thuốc, phát 

hiện ra thuốc điều trị và liệu pháp thay thế tế bào [112]. Và gần đây nhất thì việc sử 

dụng công nghệ chỉnh sửa hệ gen như CRISPR/Cas9 có thể làm biến đổi các tế bào 

miễn dịch (tế bào lympho T trong PBMC) thành tế bào CAR-T để điều trị ung thư ở 

người mà không cần tìm người hiến tặng [113]. Như vậy, PBMC là một yếu tố quan 

trọng và là công cụ mạnh mẽ để nghiên cứu lâm sàng liên quan đến sức khỏe và các 

loại bệnh của con người. Thông qua quá trình xử lý và phân tích PBMC thành công 

và hiệu quả, các nhà nghiên cứu có thể kiểm tra các phản ứng miễn dịch, hiểu sâu 

hơn về hệ thống miễn dịch và áp dụng những phát hiện của họ vào việc điều trị 

bệnh cho con người. 

1.6.4. Đặc điểm của M-CSF biệt hóa tế bào PBMC 

 Yếu tố kích thích thuộc địa đại thực bào (M-CSF – Macrophase colony-

stimulating factor) là một cytokine được tạo ra bởi nhiều loại tế bào, có vai trò kích 

thích sự tồn tại, tăng sinh và biệt hóa của các tế bào gốc tạo máu thành đại thực bào 

và một số các tế bào liên quan khác. Khi đó, M-CSF ảnh hưởng đến đại thực bào và 

bạch cầu đơn nhân theo một số cách như kích thích hoạt động thực bào cũng như 

tăng độc tính cho các tế bào khối u. M-CSF hoạt động thông qua thụ thể yếu tố kích 

thích thuộc địa 1 (CSF1R) để điều chỉnh các quá trình liên quan đến miễn dịch học, 

chuyển hóa xương, khả năng sinh sản và mang thai.  

 Trong trường hợp bị kích thích nguyên bào xương sẽ tiết ra M-CSF gây tác 

động nội tiết lên tế bào hủy xương [114]. Cụ thể là M-CSF liên kết với các thụ thể 

có trên tế bào hủy xương để tạo ra sự biệt hóa và cuối cùng khiến cho nồng độ canxi 

trong huyết tương tăng cao do sự phân hủy xương. Bên cạnh đó, mức độ biểu hiện 

CSF-1 khá cao trong biểu mô nội mạc tử cung của thai phụ sẽ làm tăng cường sự 

biểu hiện của thụ thể CSF1R trong nguyên bào nuôi nhau thai. Điều này là cần thiết 

cho sự phát triển bình thường của phôi thai và sự phát triển của nhau thai. Chính vì 

vậy mà các nghiên cứu sau đó đã chứng minh được rằng CSF-1 và thụ thể CSF1R 

có liên quan đến tuyến vú trong quá trình phát triển bình thường và tăng trưởng 

khối u [115].  
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 M-CSF cũng được xác định là tham gia vào sự phát triển của bệnh xơ vữa 

động mạch; hay đóng vai trò quan trọng trong bệnh lý thận như chấn thương thận 

cấp tính và suy thận mạn tính [116]. Sự hoạt hóa mạn tính của bạch cầu đơn nhân 

có thể dẫn đến nhiều bất thường về chuyển hóa, huyết học và miễn dịch ở bệnh 

nhân suy thận mạn tính. Trong trường hợp thận bị chấn thương cấp tính thì M-CSF 

có liên quan đến việc thúc đẩy quá trình sửa chữa sau chấn thương [117] nhưng 

trong một số trường hợp khác chúng cũng có thể tham gia thúc đẩy sự gia tăng kiểu 

hình đại thực bào tiền viêm [118].  

M-CSF và IL-34 có chức năng trong việc duy trì nội môi của các quần thể 

đại thực bào cư trú ở mô thông qua việc thúc đẩy khả năng tồn tại và tăng sinh 

[119]. Mặc dù, M-CSF được tìm thấy trong huyết thanh của những người khỏe 

mạnh và có thể được tạo ra bởi các tế bào biểu mô, nguyên bào sợi, tế bào nội mô 

và chính đại thực bào, nhưng biểu hiện của chúng có thể tăng lên do tình trạng viêm 

ở đại thực bào cũng như tế bào lympho T và B [120].  

 Các nghiên cứu sử dụng các động vật thiếu hụt chức năng phối tử/thụ thể của 

MCSF vẫn còn hạn chế nhưng các nghiên cứu được thực hiện đến nay cũng đã cung 

cấp những thông tin chi tiết về việc M-CSF tham gia điều chỉnh mức độ của phản 

ứng viêm trong nhiều mô hình bệnh cụ thể ở mô như viêm cơ não tự miễn, xơ vữa 

động mạch, viêm khớp, viêm thận, viêm phổi và ung thư. Tuy nhiên, trong hầu hết 

các trường hợp, cơ chế hoạt động của M-CSF vẫn chưa thực sự được làm sáng tỏ, 

nhưng chắc chắn rằng M-CSF thúc đẩy sự tồn tại và tăng sinh của đại thực bào, 

đồng thời số lượng đại thực bào giảm được quan sát thấy khi có sự đối kháng với 

dịch nào tủy và từ đó dẫn đến làm giảm cường độ và thời gian bệnh [121].  

 Thực tế, đã có nhiều nghiên cứu thực hiện trên chuột để tìm ra được vai trò 

của M-CSF, tuy nhiên M-CSF của người có thể hoạt động trên tế bào chuột nhưng 

M-CSF của chuột lại không thể hoạt động trên các tế bào người [122]. 

1.6.5. Hoạt động sinh học của tế bào bạch cầu 

1.6.5.1. Giới thiệu chung  

Sự chết theo chương trình (apoptosis) là một quá trình mà các tế bào chết 

theo chu trình đã được định sẵn. Trong quá trình phát triển và lão hóa của các sinh 

vật đa bào, apoptosis thường xảy ra với mục đích loại bỏ các tế bào không cần thiết 
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hoặc các tế bào có hại để duy trì sự ổn định về số lượng các tế bào trong mô. Bên 

cạnh đó, apoptosis cũng được coi như là một cơ chế bảo vệ trong các phản ứng 

miễn dịch hoặc khi các tế bào bị tổn thương bởi bệnh tật, bị tấn công bởi các tác 

nhân có hại. Mặc dù có nhiều loại kích thích có thể gây ra quá trình chết theo 

chương trình apoptosis nhưng không phải tất cả các tế bào đều chết khi phản ứng 

với cùng một kích thích. Chiếu xạ hoặc các loại thuốc được sử dụng cho hóa trị liệu 

ung thư dẫn đến tổn thương DNA trong một số tế bào, có thể dẫn đến sự chết theo 

chương trình thông qua con đường phụ thuộc p53. Một số hormone như 

corticosteroid có thể dẫn đến quá trình apoptosis ở một số tế bào (tế bào tuyến giáp) 

trong khi đó các tế bào khác không bị ảnh hưởng hoặc thậm chí bị kích thích. Ngoài 

ra, sự bất thường trong quá trình apoptosis cũng có thể gây ra một số bệnh ung thư, 

hội chứng tăng sinh bạch huyết tự miễn, AIDS, thiếu máu cục bộ và các bệnh thoái 

hóa thần kinh như bệnh Parkinson, bệnh Alzheimer, bệnh Huntington và bệnh xơ 

cứng teo cơ một bên [123].  

Do đó, xác định mức độ biểu hiện của các chỉ thị sinh học đặc trưng như 

CFSE, Dextran và Annexin V được coi là cơ sở phân tích cơ chế hoạt động của tế 

bào bạch cầu.  

1.6.5.2. Một số thuốc nhuộm huỳnh quang đặc trưng cho quá trình tăng sinh, thực 

bào và apoptosis 

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) là một loại thuốc nhuộm tế 

bào huỳnh quang. CFSE được sử dụng rộng rãi trong việc theo dõi sự phân chia tế 

bào lympho. Cụ thể là, CFSE thấm qua màng tế bào và đi vào bên trong tế bào đánh 

dấu các phân tử nội bào bằng thuốc nhuộm huỳnh quang, carboxyfluorescein. Khi 

một tế bào được đánh dấu CFSE phân chia thì mức độ carboxyfluorescein ở các tế 

bào con giảm đi một nửa. Như vậy, mỗi lần phân chia tế bào có thể được đánh giá 

bằng cách đo mức độ giảm huỳnh quang của tế bào tương ứng thông qua phương 

pháp đo tế bào dòng chảy. CFSE có khả năng đánh dấu tế bào với cường độ huỳnh 

quang cao, phương sai thấp, mà hầu như không gây độc cho tế bào, chính vì vậy mà 

CFSE được coi là thuốc nhuộm lý tưởng để xác định sự tăng sinh của tế bào [124]. 

Detran là một polymer glucose có trọng lượng phân tử cao và có đặc tính 

liên kết với nước. Dextran không thể xâm nhập và tế bào sống, nhưng khi màng 
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sinh chất ở trạng thái dễ thấm thì dextran có thể xâm nhập vào và tập trung ở bên 

trong tế bào. Do đó, dextran khi kết hợp với isothiocyanate fluorescein (FITC-

Dextran) có thể được sử dụng để xác định các tế bào chết và bị hoại tử bằng phương 

pháp đo dòng chảy tế bào. Như vậy, với khả năng có thể đánh dấu các tế bào bị tổn 

thương, FITC-Dextran được sử dụng trong các nghiên cứu về giai đoạn sớm và giai 

đoạn cuối cùng của quá trình apoptosis [125]. 

Các dạng oxy phản ứng (ROS-reactive oxygen species) bao gồm các gốc tự 

do như anion superoxide (O2-), singlet oxy (O2), gốc hydroxyl (OH), các peroxide 

khác nhau (ROOR’), hydroperoxide (ROOH) và hydroperoxide (H2O2), được tạo ra 

liên tục trong quá trình hô hấp hiếu khí và đóng vai trò quan trọng trọng hệ thống 

miễn dịch. Trong quá trình thực bào, đại thực bào và bạch cầu trung tính có khả 

năng tạo ra số lượng lớn RNI (reactive nitrogen intermediate – chất phản ứng nitơ 

trung gian) và ROS. Các gốc tự do rất quan trọng đối với các phản ứng miễn dịch 

chống vi khuẩn và tiêu diệt các khối u. Bình thường, bạch cầu trung tính chỉ tồn tại 

trong khoảng 24 giờ và ROS rất quan trọng đối với sự tồn tại của bạch cầu trung 

tính. Thông qua việc sản xuất ROS chống lại các mầm bệnh xâm nhập vào cơ thể, 

các bạch cầu trung tính sẽ được kích hoạt và trải qua quá trình chết tự nhiên. Ở mỗi 

tế bào đều duy trì hệ thống bảo vệ hoạt động chống oxy hóa mạnh mẽ nhằm ngăn 

chặn sự hình thành quá mức ROS. Do đó, khi ROS được tạo ra quá nhiều sẽ ảnh 

hưởng tới khả năng chống oxy hóa tự nhiên của tế bào và từ đó sẽ gây ra một số 

bệnh như ung thư, xơ vữa động mạch, các bệnh thoái hóa thần kinh và bệnh đái 

tháo đường. Như vậy, để đánh giá mức độ ảnh hưởng do quá trình oxy hóa gây ra 

thì cần phải xác định chính xác các dạng ROS trong tế bào thông qua các kỹ thuật 

có sử dụng các đầu dò huỳnh quang và phát quang hóa học có thể thẩm thấu qua 

màng tế bào. Trong đó, 2’-7’ Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) là 

một trong những kỹ thuật được sử dụng rộng rãi nhất để đo trực tiếp trạng thái oxy 

hóa khử của tế bào. Kỹ thuật này rất dễ sử dụng, có độ nhạy cao với những thay đổi 

trong trạng thái oxy hóa khử của tế bào, đặc biệt là không tốn kém và có thể được 

sử dụng để theo dõi những thay đổi trong ROS theo thời gian. Cụ thể là, DCFH-DA 

là một tiền chất không huỳnh quang có thể thấm qua tế bào và sau đó tích lũy bên 

trong tế bào. Khi quá trình oxy hóa diễn ra sẽ tạo ra sản phẩm có độ huỳnh quang 
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cao DCF. Trạng thái oxy hóa khử của mẫu có thể được xác định bằng cách phát 

hiện sự gia tăng huỳnh quang thông qua phương pháp đo dòng chảy tế bào [126].   

Annexin V hay Annexin A5 là thành viên thuộc họ annexin gồm các protein 

nội bào liên kết với phosphatidylserine (PS). Bình thường, PS được tìm thấy bên 

trong của màng sinh chất ở các tế bào khỏe mạnh, nhưng trong giai đoạn đầu của 

quá trình apoptosis, PS sẽ di chuyển từ bên trong ra mặt bên ngoài của màng sinh 

chất. Annexin V khi gắn với huỳnh quang FITC được sử dụng để phát hiện sự xuất 

hiện của apoptosis thông qua phương pháp đo dòng chảy tế bào. Propidium iodide 

(PI) là thuốc nhuộm liên kết axit nucleic, không thấm nước và được sử dụng để 

nhuộm hạt nhân của tế bào apoptosis ở giai đoạn giữa hoặc giai đoạn muộn và các 

tế bào hoại tử. Khi đó, những tế bào sẽ phát huỳnh quang màu đỏ.  

1.7. Tế bào ung thư máu K562 và chất chống ung thư vincristine 

 * Tế bào K562 

 K562 là tế bào được phân lập từ tủy xương của một bệnh nhân bạch cầu 

dòng tủy mạn tính 53 tuổi. Các tế bào này mang nhiễm sắc thể Philadelphia, là đặc 

điểm đặc trưng ở các bệnh nhân CML. Chúng thường có hình tròn, không kết dính 

và có các đặc điểm tương tự như hồng cầu giai đoạn đầu, bạch cầu hạt và bạch cầu 

đơn nhân.  

 Tế bào K562 có nhiều chức năng nhưng lại không biệt hóa thành các tế bào 

khác, mặc dù chúng được biệt hóa từ giai đoạn sớm của bạch cầu đơn nhân, bạch 

cầu hạt và hồng cầu bằng các cách khác nhau. Thực tế, tế bào K562 được sử dụng 

rộng rãi trong các nghiên cứu miễn dịch học. Các tế bào K562 biểu hiện một phần 

các phân tử MHC lớp I và lớp II trên bề mặt của chúng và một số phân tử có liên 

quan đến miễn dịch khác như (PD-L1, CD40, CD40-L [127]. Các tế bào này dễ 

dàng bị tiêu diệt bởi các tế bào diệt tự nhiên trong điều kiện in vitro [128]. Tế bào 

K562 có thể được sử dụng để tạo ra các tế bào trình diện kháng nguyên nhân tạo 

[127]. Ngoài ra, người ta còn phát hiện ra rằng, K562 gây ra sự hình thành khối u ở 

chuột Nude [129] và chuột SCID [130]. 

 Hiện nay, thuộc Imatinib được sử dụng khá phổ biến nhằm ức chế gen 

BCR/ABL, từ đó khiến cho quá trình phát triển của tế bào ngừng lại và gây ra quá 
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trình chết theo chương trình [131]. Sirtuins và polyphyllin D cũng là phương pháp 

trị liệu hiệu quả nhằm ức chế sự phát triển của K562 [132, 133]. Bên cạnh đó, năm 

2011, Paloma và cộng sự cũng khẳng định vincristine làm giảm đáng kể khả năng 

sống sót của tế bào K562 bằng cách ngăn chặn sự tiến triển của chu trình tế bào này 

[134]. 

 * Vincristine 

 Vincristine là chất được chiết xuất từ cây dừa cạn (Cantharanthus roseus) có 

tác dụng ức chế hiệu quả đối với một số bệnh ung thư như bệnh bạch cầu dòng 

lympho, ung thư vú, ung thư gan, ung thư buồng trứng, ung thư đầu và cổ, ung thư 

tinh hoàn và bệnh bạch cầu dòng lympho [135].  

Cơ chế hoạt động của Vincristine được xác định là tương tự với các chất chống ung 

thư đặc hiệu theo chu kỳ tế bào. Cụ thể là, chúng đều ức chế sự trùng hợp tubulin, 

ngăn cản sự hình thành vi ống và chu kỳ tế bào ở pha M, và sau đó ức chế sự tăng 

sinh của tế bào ung thư [136]. Tuy nhiên, tác dụng ức chế tế bào khối u có thể ảnh 

hưởng đến sự tăng sinh nhanh của các tế bào khác. Thực tế đã chứng minh, các tế 

bào biểu mô ruột non và tủy xương thường bị ức chế trong trường hợp điều trị bệnh, 

do đó đây là một trong những lý do gây ra tác dụng phụ đối với đường tiêu hóa và 

của quá trình cấy ghép tủy xương [135]. 

 

Hình 1.6. Cấu trúc của vincristine [135] 

  Trong quá trình điều trị, vincristine thường gây độc ở hệ thống thần 

kinh, rồi giải phóng các chất trung gian cho quá trình tiền viêm như IL-6, IL-1β, và 
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TNF-α khi các tế bào được kích hoạt [137, 138]. Bằng cách kích hoạt con đường tín 

hiệu NF-κB/STAT, vincristine được coi là tác nhân điều hòa một phần hoạt động 

chống ung thư [139].  

 Vincristine được sử dụng rất rộng rãi, đặc biệt là ở Trung Quốc trong việc hỗ 

trợ điều trị bệnh u lympho không Hodgkin. Vincristine có tác dụng hiệu quả trong 

việc điều trị bệnh ALL, đặc biệt là đối với trẻ em bị mắc bệnh ALL. Ngoài ra, 

Vincristine cũng được sử dụng trong điều trị ung thư phổi không phải tế bào nhỏ, u 

nguyên bào thận, u nguyên bào thần kinh, ung thư vú, bệnh ALL và đa u tủy xương 

[135]. Gần đây, các nhà khoa học còn phát hiện ra khả năng ngăn chặn sự phát triển 

của tế bào khối u bằng cách ức chế sự tổng hợp RNA và protein của vincristine 

[135]. Ngoài ra, vincristine còn làm giảm bạch cầu trong máu ngoại vi và kéo dài 

được tuổi thọ đáng kể của mô hình cấy ghép bệnh bạch cầu dòng lympho trên chuột 

[135].  

 Kết quả này đã cung cấp những thông tin hữu ích để các nhà khoa học tiếp 

tục có những định hướng nghiên cứu sâu hơn về việc sử dụng vincristine trong điều 

trị bệnh bạch cầu hiệu quả. Như vậy, vai trò của vincristine trong việc điều trị ung 

thư đã phần nào được khẳng định.  
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CHƯƠNG 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

2.1.1. Đối tượng nghiên cứu  

 Đối tượng nghiên cứu là 92 bệnh nhân mắc bệnh AML và 50 bệnh nhân mắc 

bệnh CML (nhưng chưa được điều trị) được thu thập từ Viện Huyết học và Truyền 

máu Trung ương. Nhóm đối chứng là 80 người tình nguyện khỏe mạnh được thu 

thập từ Phòng khám Đa khoa 103 Quốc Oai. Các bệnh nhân và tình nguyện viên 

được khám lâm sàng và làm các xét nghiệm cận lâm sàng để các bác sỹ chuyên 

khoa tại Viện Huyết học và Truyền máu Trung ương và Phòng khám Đa khoa 103 

Quốc Oai chẩn đoán xác định, lựa chọn chính xác đối tượng cần thiết cho nghiên 

cứu (danh sách bệnh nhân và người khỏe được liệt kê ở phụ lục 3). Tất cả đối tượng 

nghiên cứu đều ký văn bản đồng ý tham gia nghiên cứu.  

 Các tế bào ung thư máu K562 được mua từ một tổ chức ATCC (American 

type culture collection – Bộ sưu tập giống chuẩn của Mỹ) 

 Đại thực bào được biệt hóa từ tế bào PBMC của người khỏe và bệnh nhân 

mắc bệnh nhân AML 

* Tiêu chuẩn lựa chọn  

- Nhóm bệnh nhân: 

+ Bệnh nhân được chẩn đoán xác định bệnh bạch cầu cấp tính và mạn tính; 

+ Bệnh nhân chưa được can thiệp điều trị gì. 

- Nhóm đối chứng: Tình nguyện viên khỏe mạnh, đang không sử dụng thuốc hoặc 

mắc các bệnh cấp tính hay mạn tính nào khác. 

* Tiêu chuẩn loại trừ 

- Nhóm bệnh nhân: Loại bỏ các đối tượng bệnh nhân không có đầy đủ các thông tin 

lâm sàng và các bệnh nhân đang bị nhiễm khuẩn huyết 

- Nhóm đối chứng: Loại bỏ các tình nguyện viên không đồng ý tham gia nghiên cứu 

và đang gặp các vấn đề về sức khỏe.  
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* Công thức tính cỡ mẫu 

 Số lượng mẫu sử dụng trong nghiên cứu được tính theo công thức: 

 

n: Cỡ mẫu nghiên cứu; α: Mức ý nghĩa thống kê khi α = 0,05 với độ tin cậy 95% thì 

khi đó hệ số tin cậy Z1-α/2 = 1,96; P: Tỷ lệ ước đoán tần suất xuất hiện của đa hình/đột 

biến gen (2,2%); d: Khoảng sai lệch mong muốn giữa tỉ lệ thu được từ mẫu nghiên cứu 

và quần thể nghiên cứu (d = 0,05); Kết quả tính toán cỡ mẫu nhón n = 33,06. Do vậy, 

cỡ mẫu cho mỗi nhóm nghiên cứu là ≥ 34 bệnh nhân [140, 141]. 

2.1.2. Các hóa chất và thiết bị 

2.1.2.1. Hóa chất 

 Hóa chất được sử dụng trong nghiên cứu đều đạt tiêu chuẩn quốc tế và được 

sản xuất từ các hãng có uy tín như: Thermo fisher Scientific, Sigma, Gibco, 

Biolegend…   

 * Tách chiết DNA tổng số từ các mẫu máu và kỹ thuật PCR: Sử dụng các hóa 

chất của bộ Kit thương mai QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN); Dream Taq DNA 

Polymerase và Dream Taq buffer (Thermo, Mỹ); dNTP; Nước cất nuclease-free; 

Các đoạn mồi A20, CYLD (Phù Sa, Cần Thơ, Việt Nam). 

 * Điện di: Agarose (Affymetrix, Cleveland, Mỹ); Dung dịch TAE 1X; Dung 

dịch TBE 1X; Loading dye 6X (Thermo, Mỹ); Ethidium bromide (Thermo, Mỹ); 

 * Kỹ thuật ELISA: Sử dụng các hóa chất của bộ Kit ELISA MAXTM Standard 

Set Human IL-6 và ELISA MAXTM Standard Set Human TNF-α (BioLegend, Mỹ). 

 * Kỹ thuật làm bất hoạt gen PCR: CYLD siRNA & A20 siRNA (Thermo, 

Mỹ); LipofectaminTM 3000 Transfection Reagent (Thermo, Mỹ); OPTI-MEM 

(Gibco, Mỹ);  

 * Tách chiết RNA tổng số, chuyển cDNA và kỹ thuật qRT-PCR: TRIzol™ 

Plus RNA purification Kit (Invitrogen, Mỹ), Kit RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis (Thermo, Mỹ); qPCR Master Mix (2X) (BioLabs); Các đoạn mồi A20, 

CYLD, STAT1 và STAT3 (Phù Sa, Cần Thơ, Việt Nam); Nước cất hai lần khử ion. 
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 * Nuôi cấy tế bào: Ficoll-PaqueTM PREMIUM (Cytova, Thụy Điển); PBS 

(Gibco, Mỹ), RPMI-1640 medium (Gibco, Mỹ); FBS (Gibco, Mỹ); L-glutamine 

(Gibco, Mỹ); Streptomycin/Penicillin (Gibco, Mỹ); LPS (Sigma, Mỹ); Vincristine 

(Sigma, Mỹ); Human M-CSF (Peprotech, Mỹ) 

 * Kỹ thuật Flow cytometry: FACS buffer (PBS plus 0,1% FBS); Anti-

CD11b, anti-CD86, anti-CD40, FITC anti-annexin V, PI, ROS (Thermo, Mỹ); 

 * Các dung dịch: EDTA 0,5M (BioBasic, Canada); RBC-lysis buffer 

(NH4Cl/KHCO3/EDTA); TAE 50X (Tris/Acetate/EDTA) (BioBasic, Canada); TBE 

(Tris/Borate/EDTA) (Biosic, Canada). 

2.1.2.2. Địa điểm và thiết bị nghiên cứu 

 * Địa điểm và thời gian nghiên cứu: Nghiên cứu được thực hiện trong thời 

gian từ tháng 10 năm 2019 đến tháng 8 năm 2023 tại phòng Hệ gen học Miễn dịch, 

Viện nghiên cứu hệ gen – Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam 

 * Thiết bị nghiên cứu: Các dụng cụ và trang thiết bị được sử dụng cho 

nghiên cứu của luận án thuộc Viện Nghiên cứu hệ gen, Viện Hàn lâm Khoa học và 

Công nghệ Việt Nam và Học viện Quân Y: Bộ điện di (Bio-RAD, Mỹ); Máy soi gel 

& chụp ảnh Gel-Doc (UVP, Mỹ); Máy block nhiệt (Eppendorf, Đức); Bộ pipet 

(Eppendorf, Đức); Máy Vortex M52 (IKA, Đức); Máy khuấy từ gia nhiệt Model 

RCT (IKA, Đức); Máy PCR Mastercycler pro S (Đức); Máy NanoDrop Lite 

(Thermo, Mỹ); Máy qRT-PCR (Roche, Mỹ); Máy ly tâm lạnh (Eppendorf, Đức); 

Tủ ấm CO2 (Thermo, Mỹ); Máy đọc ELISA (Bio-Tex, Mỹ); Máy Flow cytometry 

(FACSAria Fusion, BD Biosicences, Mỹ) và các thiết bị chuyên dụng cần thiết 

khác. 
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2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Sơ đồ nghiên cứu 

 

Hình 2.1. Sơ đồ nghiên cứu  
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2.2.2. Phương pháp thu thập mẫu 

 Các bệnh nhân được chẩn đoán xác định mắc bệnh AML và CML bởi các 

bác sỹ chuyên khoa huyết học tại Viện Huyết học – Truyền máu Trung ương và 

chưa được điều trị. Mỗi bệnh nhân và người tình nguyện được lấy 5 mL máu cho 

vào ống được chống đông bằng EDTA 0,5M (Ethylen diamine tetraacetic acid). 

Máu sau khi thu thập sẽ được lưu trữ ở nhiệt độ 2-4oC và vận chuyển tới phòng 

nghiên cứu. Các mẫu bệnh phẩm sau đó được mã hóa, xử lý mẫu và bảo quản theo 

quy trình.  

2.2.3. Tách chiết DNA tổng số và khuếch đại gen A20, CYLD  

2.2.3.1. Tách chiết DNA tổng số 

 Các mẫu máu của các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy và người khỏe mạnh 

được ly tâm ở 1.500 rpm trong 10 phút ở nhiệt độ phòng để tách huyết tương và 

huyết cầu. Huyết tương được sử dụng cho các thí nghiệm ELISA, còn huyết cầu 

được sử dụng để tách chiết DNA và RNA.  

 DNA tổng số từ các mẫu máu nghiên cứu được tách chiết bằng Kit QIAmp 

DNA Mini (QIAGEN). Quy trình tách chiết DNA được thực hiện theo sự hướng 

dân của nhà sản xuất. 

Sản phẩm DNA (3 µL) sau đó được điện di trên gel agarose 1 % để kiểm tra 

DNA. Mẫu DNA được lưu giữ ở -20oC.  

2.2.3.2. Khuếch đại gen A20, CYLD 

 * Thiết kế mồi cho phản ứng khuếch đại gen 

 Phần mềm Primer 3 được sử dụng để thiết kế các cặp mồi đặc hiệu nhằm 

khuếch đại vùng gen đích dựa trên trình tự của các gen A20, CYLD có nguồn gốc từ 

người với mã số lần lượt là NM_001378743.1 và NM_001270508.2 trong ngân 

hàng GenBank. Thông tin chi tiết về các mồi được liệt kê trong Bảng 2.1. 

 Sản phẩm DNA tổng số thu được sau khi tách chiết được sử dụng làm 

nguyên liệu cho phản ứng PCR với cặp mồi đặc hiệu để khuếch đại trình tự 

nucleotide vùng exon 7 trên gen A20 và vùng exon 16 trên gen CYLD (Bảng 2.2) 
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Bảng 2.1. Trình tự mồi sử dụng phản ứng PCR 

Mồi Trình tự mồi Kích thước 

sản phẩm 

A20 F: 5’-TGAGCTAATGATGTAAAATCTTGTG-3’ 
731 bp 

R: 5’-AGGAGGCCTCTGCTGTAGTC-3’ 

CYLD F: 5- TAAGGTCTTGTGCCTGAGCA-3' 
547 bp 

R: 5’- TTCTTTGGCAGCAGAAATCC-3' 

Bảng 2.2. Các thành phần của phản ứng PCR 

Thành phần Thể tích (µl) 

Nước cất 18,85 

Đệm Dream Taq (10x) 2,5 

dNTP (10 mM)  0,5 

Mồi xuôi (10 µM) 0,5 

Mồi ngược (10 µM) 0,5 

Dream Taq DNA polymerase 0,15 

DNA (50 ng/µL) 2 µl 

TỔNG 25 µl 

Quá trình khuếch đại gen được thực hiện theo chu trình nhiệt như sau: 96˚C, 

4 phút; 35 chu kì (94˚C, 30 giây; 60˚C, 30 giây; 72˚C, 40 giây), 72˚C, 8 phút, sau 

đó giữ ở 4˚C. 

2.2.4. Giải trình tự bằng phương pháp Sanger và xác định điểm đa hình/đột biến 

Sản phẩm PCR sau khi được tinh sạch bằng Kit GeneJET PCR Purification 

(Thermo, Mỹ) của hãng QIAGEN được giải trình tự bằng phương pháp Sanger. 

Trình tự của các đoạn DNA được xác định trên máy giải trình tự tự động ABI 

PRISM3500 Genetic Analyzers bằng cách sử dụng Kit BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing.  

Trình tự nucleotide của các mẫu nghiên cứu được so sánh với trình tự tham 

chiếu được công bố trên Ensembl thông qua phần mềm BioEdit nhằm xác định vị trí 
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các nucleotide có sự thay đổi. Các vị trí nucleotide này sau đó được nghiên cứu 

trong cơ sở dữ liệu NCBI SNP và Ensemble để xác định biến thể mới hay đã được 

công bố. Bên cạnh đó, các biến thể này cũng được kiểm tra trạng thái cân bằng quần 

thể Hardy-Weinberg (HWE) sử dụng phần mềm 

http://www.ihh.kvl.dk/htm/kc/popgen/genetik/applets/kitest.htm và 

http://courses.atlas.illinois.edu/spring2016/STAT/STAT200/pchisq.html.  

2.2.5. Tách chiết RNA tổng số 

 Huyết cầu của các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy được thu nhận và bổ sung 

10 mL RBC lysis buffer 1X (RBC-red blood cell). Mẫu sau đó được trộn đều và ủ 

trong 10-15 phút ở nhiệt độ phòng. Dung dịch sau khi ủ được ly tâm với tốc độ 

1.500 rpm trong 10 phút ở nhiệt độ phòng, loại bỏ dịch nổi, thu cặn tế bào.  

Hút 1mL TRIzol Reagent bổ sung vào ống Eppendorf có chứa mẫu tế bào 

cần tách RNA, trộn đều mẫu và bổ sung thêm 200 µL chloroform lạnh. Hỗn hợp 

dung dịch tiếp tục được trộn đều và ly tâm 12.000 rpm trong 10 phút ở 4oC. Dung 

dịch ở lớp trên cùng sau khi ly tâm sẽ được thu vào 1 ống eppendorf mới và bổ sung 

thêm 600 µL isopropanol lạnh. Hỗn hợp dung dịch được trộn đều và ly tâm mẫu 

12.000 rpm trong 10 phút ở 4oC, loại bỏ dịch. Bổ sung 500 µL ethanol 75% lạnh, 

trộn đều, ly tâm 12.000 rpm trong 10 phút ở 4oC, bỏ dịch. Cuối cùng, bổ sung 30-50 

µL nước cất để thu hồi RNA. Các mẫu RNA được bảo quản ở -80oC. 

Sản phẩm RNA được xác định nồng độ và đánh giá độ tinh sạch bằng 

phương pháp đo quang phổ ở bước sóng 260 nm và 280 nm và điện di trên gel 

agarose 2%. 

2.2.6. Tổng hợp cDNA và phản ứng qRT-PCR 

 * Tổng hợp cDNA 

 cDNA được tổng hợp từ RNA tổng số theo các bước như trong hướng dẫn sử 

dụng của Kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo, Mỹ). Sản phẩm 

cDNA thu được sẽ được bảo quản ở -80oC. 

http://www.ihh.kvl.dk/htm/kc/popgen/genetik/applets/kitest.htm
http://courses.atlas.illinois.edu/spring2016/STAT/STAT200/pchisq.html
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 Các mẫu cDNA được dùng để phân tích mức độ biểu hiện các gen A20, 

CYLD, STAT1, STAT3 và GAPDH. Các primer được sử dụng trong nghiên cứu thể 

hiện ở bảng 2.3.  

 * Phản ứng qRT-PCR 

 qRT-PCR là một kỹ thuật được sử dụng để khuếch đại và định lượng hoặc 

phát hiện DNA đích. Phản ứng qRT-PCR được đặc trưng bởi thời điểm (hoặc số 

chu kỳ) mà tại đó bắt đầu phát hiện mục tiêu khuếch đại. Giá trị này thường được 

gọi là chu kỳ ngưỡng (Ct). Khi số lượng DNA mục tiêu trong nghiên liệu ban đầu 

càng lớn thì tín hiệu huỳnh quang càng cao, từ đó dẫn đến giá trị Ct càng thấp 

(Morrison, 1998). 

 Trong nghiên cứu này, mức độ biểu hiện A20, CYLD, STAT1, STAT3 và 

GAPDH được xác định dựa trên chu kỳ ngưỡng trung bình và độ lệch chuẩn giữa 

các nhóm nghiên cứu (± SD) theo phương pháp Livak định lượng tương đối, trong 

đó gen GAPDH được sử dụng làm gen tham chiếu chuẩn theo công thức: 2−ΔΔCt; 

Trong đó ΔΔCt = ΔCt(C) - ΔCt(T); ΔCt(C) là ΔCt  của nhóm chứng; ΔCt(T) của 

nhóm bệnh; ΔCt = Ct của gen nghiên cứu – Ct của gen tham chiếu [142]. 

Bảng 2.3. Trình tự mồi được sử dụng trong nghiên cứu 

Mồi Trình tự mồi 

A20 
F: 5’-TGAGCTAATGATGTAAAATCTTGTG-3’ 

R: 5’-AGGAGGCCTCTGCTGTAGTC-3’ 

CYLD 
F: 5'-TGCCTTCCAACTCTCGTCTTG-3' 

R: 5'-AATCCGCTCTTCCCAGTAGG-3' 

STAT-1 
F: 5'-CCCTTCTGGCTTTGGATTGAA-3' 

R: 5'-CTTCCCGGGAGCTCTCACTGA-3' 

STAT-3 
F: 5'-GGAGGAGTTGCAGCAAAAAG-3' 

R: 5'-TGTGTTTGTGCCCAGAATGT-3' 

GAPDH 
F: 5'-GGAGCGAGATCCCTCCAAA-3' 

R: 5'-GGCTGTTGTCATACTTCTCAT-3' 
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 Phản ứng qRT-PCR có tổng thể tích là 20 µL với các thành phần: 2 µl 

cDNA; 1 µL hai loại mồi (0,5 µM mỗi loại); 5 µL qPCR Master SybrGreen Mix 

(Roche Molecular Biochemicals); và 12 µL nước cất. Đoạn cDNA được khuếch đại 

ở 95ºC trong 10 giây, 62ºC trong 10 giây, và 72ºC trong 16 giây, nhắc lại 40 chu kỳ.  

2.2.7. Nuôi cấy, xử lý dòng tế bào K562 bởi Vincristine  

Vincristine là một alcaloid được chiết xuất từ cây Dừa cạn có khả năng ức 

chế các tế bào ung thư và đã được Cơ quan Quản lý Thực phẩm và Dược phẩm Hoa 

kỳ phê duyệt là thuốc được sử dụng trong điều trị bệnh bạch cầu cấp tính dòng 

lympho, bệnh bạch cầu dòng tủy mạn tính, u lympho Hodgkin và Non-Hodgkin 

[143].  

Tế bào K562 được nuôi cấy khởi động trong môi trường RPMI 1640 (Gibco, 

Mỹ) có bổ sung 10% FBS, 1% L-glutamin 2 mM và 1% penicillin-streptomycin 

(5.000 U/mL) ở 37oC, 5% CO2 cho đến khi nồng độ tế bào K562 đạt giá trị thích 

hợp (107 tế bào). Sau đó, tế bào K562 bị làm bất hoạt gen A20, CYLD trước khi 

được xử lý với Vinc (60-300 nM) trong 24 giờ. Các tế bào thu nhận được sử dụng 

để tách RNA, tổng hợp cDNA, rồi thực hiện phản ứng qRT-PCR để xác định mức 

biểu hiện mRNA của A20 và CYLD, đồng thời một phần tế bào được sử dụng đánh 

giá khả năng tăng sinh và apoptosis của tế bào K562 bằng phương pháp đếm tế bào 

theo dòng chảy. 

2.2.8. Phân lập tế bào đơn nhân máu ngoại vi từ máu  

Máu toàn phần thu được từ phương pháp lấy máu tĩnh mạch bao gồm nhiều 

loại tế bào khác nhau như bạch cầu, hồng cầu và tiểu cầu. Trong đó, tế bào PBMC 

đóng vai trò quan trọng trong phản ứng miễn dịch của cơ thể. PBMC bao gồm các 

tế bào lympho (60-90%), đại thực bào/bạch cầu đơn nhân (10-30%) và tế bào tua 

gai (<2%) (Hình 2.2).  
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Hình 2.2. Sự phân lớp của các tế bào máu sau khi ly tâm [144] 

Nhiều nghiên cứu cho thấy các tế bào này đều tham gia vào hầu hết các quá 

trình miễn dịch của cơ thể nên việc phân lập PBMC là bước quan trọng trong các 

thí nghiệm về miễn dịch. Sau khi được phân lập, PBMC có thể được sử dụng cho 

một loạt thí nghiệm nghiên cứu về bệnh tự miễn [145-147], bệnh ung thư [148-

153], phát triển vaccine mới [154-156] và liệu pháp miễn dịch [150-153]. Một trong 

những kỹ thuật được sử dụng phổ biến nhất để phân lập PBMC là phương pháp ly 

tâm phân lớp theo tỷ trọng sử dụng Ficoll. 

* Các bước tiến hành thí nghiệm: 

Máu tĩnh mạch được lấy vào trong ống có chứa EDTA.  Ly tâm mẫu máu ở 

nhiệt độ phòng với điều kiện 1.500 rpm trong 10 phút để phân tách huyết cầu và 

huyết tương làm hai lớp riêng biệt. Hút lớp huyết tương sang một ống falcon khác, 

còn lớp huyết cầu trong ống sẽ được bổ sung thêm PBS theo tỷ lệ 1:1. Trộn đều hỗn 

hợp dung dịch bằng pipet. Sau đó, bổ sung từ từ 25-30 mL hỗn hợp dung dịch máu 

và PBS vào 4 ống falcon 50 mới đã có chứa 15 mL dung dịch Ficoll-Paque. Ly tâm 

mẫu với điều kiện 400 g trong 30 phút ở 20oC, brake = 0. Sau khi ly tâm, cẩn thận 

lấy các mẫu ra khỏi máy ly tâm để tránh trộn lẫn giữa các lớp. Dùng pipet hút bỏ 

lớp plasma phía trên cùng nhằm mục đích thu nhận tế bào PBMC ngay phía dưới 

lớp plasma. Hút phần dung dịch có chứa tế bào PBMC vào ống falcon 50 mới, bổ 

sung dung dịch PBS vào ống chứa PBMC theo tỷ lệ 1:1, trộn đều hỗn hợp dung 

dịch bằng pipet. Ly tâm với điều kiện 300 g trong 10-15 phút ở 20oC, brake=9. Sau 

đó, cẩn thận loại bỏ phần dịch nổi phía trên để thu phần tế bào ở dưới đáy ống. Tiếp 

tục bổ sung 20 mL dung dịch PBS vào ống falcon có chứa tế bào PBMC, trộn đều 
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dung dịch. Ly tâm với điều kiện 200 g trong 10-15 phút ở 20oC, rồi cẩn thận loại bỏ 

phần dịch nổi phía trên để thu nhận được tế bào PBMC.  

2.2.9. Biệt hóa tế bào từ tế bào đơn nhân máu ngoại vi sử dụng cytokine M-CSF  

Tế bào PBMC thu nhận được từ máu toàn phần sẽ được rửa trong 5 mL môi 

trường RPMI 1640 có bổ sung 10% FBS, 1% L-glutamin 2 mM và 1% penicillin-

streptomycin (5.000 U/mL) đã được làm ấm đến 37oC. Ly tâm mẫu ở điều kiện 

1.500 rpm trong 7 phút, nhẹ nhàng bỏ dịch. Tiếp tục bổ sung 10 mL môi trường 

nuôi cấy chuẩn đã được làm ấm đến 37oC vào tế bào PBMC, dùng pipet để phân tán 

đều các tế bào PBMC trong dung dịch. Sử dụng trypan blue để xác định mật độ tế 

bào có trong dung dịch bằng buồng đếm hồng cầu. Sau đó, chia tế bào PBMC vào 

các đĩa nuôi cấy, sao cho mỗi đĩa chứa khoảng 5 x 106 tế bào/mL. Ủ đĩa nuôi cấy 

khoảng 2 giờ trong tủ ấm (37oC) 5% CO2 để các tế bào đơn nhân bám vào đĩa. Bổ 

sung M-CSF vào các đĩa nuôi cấy tương ứng sao cho nồng độ cuối cùng đạt 50 

ng/mL (M-CSF), ủ tế bào 6 ngày trong tủ ấm (37oC), 5% CO2. Trong khoảng thời 

gian này, vào ngày thứ 4 thực hiện thay môi trường trong đĩa nuôi cấy bằng môi 

trường RPMI 1640 chuẩn có bổ sung M-CSF. Sau 6 ngày nuôi cấy, ly tâm mẫu với 

điều kiện 1.500 rpm trong 7 phút ở nhiệt độ phòng, nhẹ nhàng loại bỏ dịch nổi và 

thu nhận tế bào đích (Thermofisher). 

2.2.10. Phương pháp làm bất hoạt gen  

Các tế bào sau khi biệt hóa được nuôi cấy trong môi trường RPMI 1640 chứa 

10% FBS, 1% L-Glutamine và không bổ sung kháng sinh trong khoảng một ngày 

trước khi chuyển nạp siRNA. Sử dụng Trypan blue để xác định mật độ tế bào dưới 

kính hiển vi. Sau đó chia tế bào vào các đĩa nuôi cấy sao cho mỗi đĩa chứa khoảng 5 

x 106 tế bào/mL. Để chuyển nạp siRNA vào tế bào đích cần chuẩn bị phức hợp 

(siRNA: LipofectamineTM 3000) theo các bước sau: (1) Pha loãng siRNA trong 50 

µL opti-MEM không có chứa huyết thanh. Trộn đều dung dịch bằng pipet, rồi ủ 5 

phút ở nhiệt độ phòng; (2) Pha loãng LipofectaminTM3000 trong 50 µL opti-MEM 

không có chứa huyết thanh. Trộn đều dung dịch bằng pipet, rồi ủ 5 phút ở nhiệt độ 

phòng. Trộn đều siRNA và LipofectaminTM3000 đã được pha loãng và ủ trong 10-

20 phút ở nhiệt độ phòng để siRNA và LipofectaminTM3000 có thể tạo phức. 
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Bổ sung phức hợp siRNA và LipofectaminTM3000 vào từng đĩa nuôi cấy. 

Lắc nhẹ để phức hợp siRNA và LipofectaminTM3000 có thể tiếp cận được với tế 

bào đích. Ủ các tế bào trong 24-48 giờ ở 37oC, 5% CO2.  

* Thu tế bào để phân tích bằng phương pháp đếm tế bào dòng chảy và tách RNA 

 Các bào sau khi được bất hoạt và nuôi ở điều kiện thích hợp được thu nhận 

vào ống falcon 15 mL. Ly tâm mẫu ở điều kiện 1.500 rpm trong 7 phút ở nhiệt độ 

phòng. Dịch nuôi cấy được sử dụng cho thí nghiệm ELISA, tế bào được sử dụng 

cho phương pháp đếm tế bào dòng chảy và tách chiết RNA tổng số để đánh giá mức 

độ biểu hiện của một số gen liên quan. 

2.2.11. Phương pháp ELISA Sandwich 

Kỹ thuật Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) là kỹ thuật được 

sử dụng để định lượng số lượng kháng nguyên hoặc kháng thể trong các dung dịch 

mẫu như huyết thanh, tinh dịch, nước tiểu, dịch huyền phù nuôi cấy. Hiện nay, 

ELISA được sử dụng khá rộng rãi trong chẩn đoán y học, bệnh lý học thực vật, và 

kiểm soát chất lượng của các ngành công nghiệp.  

Kỹ thuật ELISA sandwich: là một dạng ELISA được sử dụng khá phổ biến 

trong thực tiễn do phản ứng mạnh và nhạy. Kỹ thuật này được gọi là ELISA 

sandwich vì kết quả thí nghiệm được đánh giá thông qua sự kết hợp của hai loại 

kháng thể (kháng thể bắt và kháng thể phát hiện). Kỹ thuật sử dụng trong đề tài này 

là kỹ thuật ELISA sandwich gián tiếp. 

* Protein chuẩn với các nồng độ khác nhau được chuẩn bị như Bảng 2.4 và Hình 2.3 

Chuẩn bị 8 ống eppendorf được đánh số thứ tự từ 1 đến 8. Ở ống eppendorf 1 

được chuẩn bị 500 µL dung dịch protein chuẩn với nồng độ thích hợp (Bảng 2.4). 

Thêm 250 µL dung dịch đệm pha loãng mẫu vào các ống từ 2 đến 8. Hút 250 µL 

dung dịch protein chuẩn từ ống 1 sang ống 2, trộn đều. Tiếp tục, hút 250 µL dung 

dịch protein chuẩn từ ống 2 sang ống 3, trộn đều. Làm tương tự đến ống số 7. Ống 

số 8 là ống đối chứng âm.  
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Hình 2.3. Hình ảnh minh họa pha loãng protein chuẩn của Kit ELISA với cytokine 

IL-6 và TNF-α 
 

Bảng 2.4. Pha loãng protein chuẩn với các nồng độ khác nhau 

Ống 

nghiệm 

Thể tích dung dịch 

protein chuẩn (µL) 

Thể tích dung dịch 

pha loãng (µL) 

Nồng độ cuối (pg/mL) 

IL-6 TNF-α 

1 500 0 500 500 

2 250 250 250 250 

3 250 250 125 125 

4 250 250 62,5 62,5 

5 250 250 31,3 31,3 

6 250 250 15,6 15,6 

7 250 250 7,8 7,8 

8 0 250 0 0 

* Các bước tiến hành thí nghiệm:  

 Nồng độ IL-6 và TNF-α được xác định bằng cách sử dụng bộ Kit ELISA 

(Biolegend). Các bước tiến hành được thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

 Nhỏ 100 µL dung dịch kháng thể bắt vào các giếng của đĩa ELISA. Đậy nắp 

đĩa, bọc lại bằng giấy parafin và ủ ở 4oC qua đêm để kháng thể bắt bám vào bề mặt 

của các giếng. Sau đó, tháo nắp đĩa và rửa đĩa 4 lần bằng dung dịch đệm rửa (300 

µL/giếng). Bổ sung 200 µL dung dịch đệm khóa vào mỗi giếng và ủ ở nhiệt độ 

phòng trong 1 giờ. Rửa đĩa 4 lần bằng dung dịch đệm rửa (300 µL/giếng). Thêm 
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100 µL protein chuẩn vào dãy giếng ở cột đầu tiên của đĩa ELISA, các giếng còn lại 

bổ sung 100 µL dung dịch mẫu cần xác định nồng độ cytokine, và ủ đĩa ELISA ở 

nhiệt độ phòng trong 2 giờ. Rửa đĩa 4 lần với đệm rửa (300 µL/giếng). Thêm 100 

µL kháng thể phát hiện vào mỗi giếng và ủ ở nhiệt độ phòng trong 1 giờ. Rửa đĩa 5 

lần với đệm rửa (300 µL/giếng). Bổ sung 100 µL dung dịch Avidin-HRP vào mỗi 

giếng và ủ ở nhiệt độ phòng trong 30 phút. Rửa đĩa 7 lần với đệm rửa (300 

µL/giếng). Bổ sung 100 µL dung dịch TMB vào từng giếng và ủ ở nhiệt độ phòng 

trong 20 phút, dung dịch trong giếng khi đó có màu xanh. Tiếp tục thêm vào mỗi 

giếng 100 µL dung dịch H2SO4 2N để kết thúc phản ứng và khi đó màu xanh 

chuyển sang thành màu vàng. Cuối cùng, đo kết quả bằng máy đo độ hấp phụ quang 

ở bước sóng 450 nm. 

 Mỗi mẫu được thực hiện trong 2 giếng, lặp lại thí nghiệm 3 lần.  

2.2.12. Phương pháp western blot 

 Đại thực bào (3 x 106 tế bào) được rửa hai lần trong đệm PBS và sau đó bổ 

sung dung dịch đệm chiết 100 µl RIPA-1 nhằm phá vỡ màng tế bào để thu protein 

tổng số. Sản phẩm protein sau khi thu được bảo quản ở điều kiện -80oC và sử dụng 

cho thí nghiệm western blot. Điện di protein thu được trên gel SDS-polyacrylamide 

10% và chuyển lên màng polyvinylidene fluoride. Vị trí các protein được chuyển 

lên màng sẽ được cố định bằng cách sử dụng dung dịch đệm khóa. Sau đó, bổ sung 

kháng thể sơ cấp anti-p-STAT1 và anti-GAPDH (Santa Cruz) trong dung dịch đệm. 

Rửa màng 5 lần và tiếp tục bổ sung với kháng thể thứ cấp HRP anti-rabit hoặc anti-

mouse (Amersham) trong 1 giờ ở nhiệt độ phòng. Rửa màng 5 lần và sau đó phát 

hiện kháng thể được gắn với protein trên màng bằng bộ kit ECL Plus kit (GE 

Healthcare). 

2.2.13. Phương pháp đếm tế bào theo dòng chảy (Flow cytometry) 

 Phương pháp đếm tế bào theo dòng chảy là một kỹ thuật hiện đại hoạt động 

dựa trên nguyên tắc tán xạ ánh sáng và phát xạ huỳnh quang của các tế bào đã được 

đánh dấu huỳnh quang khi chúng đi qua chùm tia lazer. Hiện nay, kỹ thuật này 

được sử dụng để phân tích các đặc tính vật lý và hóa học của hàng nghìn tế bào mỗi 

giây. Do vậy, có thể coi đây là phương pháp cho phép định lượng, phân tích kiểu 

hình và chức năng của tế bào ở dạng huyền phù nhanh chóng và chính xác.  
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 Máy FACs Aria Fusion của hãng BD Biosciences và một số kháng thể đặc 

trưng được sử dụng cho thí nghiệm này.  

* Xác định sự tăng sinh, thực bào và quá trình apoptosis của tế bào  

 Các tế bào nghiên cứu thu nhận được được đánh giá sự tăng sinh và quá trình 

apoptosis bằng phương pháp đếm tế bào theo dòng chảy. Các tế bào này được 

nhuộm với các kháng thể Annexin V, CFSE, ROS và FITC-dextran được sử dụng 

để phân tích sự tăng sinh, khả năng sản xuất ROS, quá trình thực bào và quá trình 

aopotosis. Kháng thể CD11b FITC CD40PE CD68APC; CD86PE CD68APC… để 

phân tích sự biểu hiện của các marker hoạt động bề mặt của các tế bào đích. 

 Các tế bào đích (106 tế bào/mL) sau khi nuôi ở các điều kiện nghiên cứu 

được rửa sạch 2 lần với PBS, riêng với các tế bào được nhuộm với kháng thể 

Annexin V thì được rửa sạch với dung dịch đệm AWB. Tiếp theo, các tế bào đích 

được nhuộm với 100 µL kháng thể gắn huỳnh quang và ủ trong các khoảng thời 

gian thích hợp (CSFE – 10 phút, ở nhiệt độ phòng, trong bóng tối; FITC-dextran – 3 

giờ, 37oC, 5%CO2; CD11b CD68APC CD40PE, CD11b CD68APC CD86PE – 1 

giờ, 4oC; Annexin V – 15 phút, ở nhiệt độ phòng, trong bóng tối). Cuối cùng, sau 

khi được rửa 2 lần với đệm PBS hoặc FACs, các tế bào đích được tái hòa tan trong 

dung dịch đệm FACs trước khi được phân tích bằng phương pháp đếm tế bào theo 

dòng chảy. 

2.2.14. Phương pháp xử lý số liệu 

Phân tích thống kê được thực hiện bằng phần mềm SPSS và GraphPad Prism 

8 nhằm đánh giá sự khác biệt giữa mức độ biểu hiện của gen, nồng độ cytokine ở 

bệnh nhân bạch cầu dòng tủy và nhóm đối chứng. Thuật toán Mann-Whitney U và 

kiểm định Spearman được sử dụng để so sánh kết quả giữa 2 nhóm nghiên cứu. Sự 

khác biệt giữa mẫu nghiên cứu và mẫu đối chứng được xử lý có ý nghĩa thống kê 

khi chỉ số p < 0,05.  

2.2.15. Hội đồng đạo đức trong nghiên cứu y sinh 

 Đề tài thực hiện trên các đối tượng nghiên cứu đều tuân thủ đúng theo y đức 

và đã được phê duyệt bởi Hội Đồng Y Đức của Viện Nghiên cứu hệ gen, Viện Hàn 

Lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam theo Quyết định số 4-2021/NCHG-HĐĐĐ. 
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Tất cả các đối tượng tham gia nghiên cứu đều được cung cấp đầy đủ các thông tin, 

mục tiêu nghiên cứu và tự nguyện tham gia nghiên cứu theo đúng quy định về đạo 

đức trong nghiên cứu y sinh học của các tổ chức trong và ngoài nước. Tất cả các 

thông tin liên quan đến đối tượng nghiên cứu đều được bảo mật. Các gia đình và 

bệnh nhân có thể rút khỏi nghiên cứu khi không muốn tiếp tục 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. Đánh giá đa hình trên gen CYLD, A20 

Trong nghiên cứu này, 92 bệnh nhân được chẩn đoán mắc bệnh bạch cầu 

dòng tủy cấp (AML), 50 bệnh nhân được chẩn đoán mắc bệnh bạch cầu dòng tủy 

mạn (CML) và 80 người khỏe đã được thu thập. Với mục đích xác định các điểm 

đa hình trên gen A20, CYLD để đánh giá cũng như tiên lượng về tình trạng bệnh, 

DNA tổng số được tách chiết từ các mẫu máu của bệnh nhân bạch cầu dòng tủy 

và người khỏe theo hướng dẫn của Kit QIAmp DNA Maxi thuộc hãng QIAGEN. 

Sau khi tách chiết, DNA tổng số được xác định nồng độ và đánh giá độ tinh sạch 

nhằm đảm bảo chất lượng cho các thí nghiệm khuếch đại trình tự nucleotide của 

gen CYLD, A20 với cặp mồi đặc hiệu bằng kỹ thuật PCR. Sản phẩm PCR của 

các mẫu cần nghiên cứu được tinh sạch trước khi đọc trình tự trực tiếp trên máy 

giải trình tự tự động ABI PRISM3500 Genetic Analyzers.  

3.1.1. Đa hình gen CYLD ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy  

3.1.1.1. Đa hình gen CYLD ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy cấp tính 

Sau khi so sánh trình tự đoạn gen CYLD của bệnh nhân AML và nhóm 

người khỏe với trình tự gen được công bố trên Ensemble (ENSG00000083799), 

4 vị trí có các đa hình/đột biến trên gen này được xác định trên cả mẫu bệnh và 

đối chứng.  

                   

Hình 3.1. Điểm đa hình trên gen CYLD ở bệnh nhân AML 

Kết quả cho thấy, 4 nucleotide trên exon 16 bị thay đổi, trong đó có 3 SNP 

(p.Q731H/c.2435 G>C; p.E735K/c.2445 G>A; p.E747K/c.2481 G>A) là SNP 
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không đồng nghĩa khiến cho amino acid cũ bị thay thế bởi amino acid mới (Hình 

3.1) và SNP (p.E723E/c.2411 G>A) là SNP đồng nghĩa. Trong số các đa hình 

này, sự phân bố kiểu gen tại vị trí p.E723E, p.Q731H và p.E735K tuân theo định 

luật cân bằng HWE trên cả nhóm bệnh, nhóm chứng và trên toàn bộ quần thể 

nghiên cứu (p > 0,05); Trong khi đó ở vị trí p.E747K sự phân bố kiểu gen không 

tuân theo định luật cân bằng HWE trên toàn bộ quần thể nghiên cứu (p < 0,05) 

(Bảng 3.1).  

Bảng 3.1. Đa hình nucleotide trên gen CYLD ở bệnh AML (SNP) 

Vị trí đa hình 
Thay đổi 

Nucleotide 

MAF 

AML 

HWE 

AML 

(p) 

MAF 

Nhóm chứng 

HWE 

Nhóm chứng 

(p) 

HWE 

Quần thể 

(p) 

c.G2411A/p.E723E G>A 0,0109 0,9945 0,0375 0,9411 0,9524 

c.G2435C/p.Q731H G>C 0,0109 0,9945 0,0938 0,6518 0,7926 

c.G2445A/p.E735K G>A 0,0761 0,732 0,1375 0,3618 0,3088 

c.G2481A/p.E747K G>A 0,1413 0,2878 0,2125 0,05434 0,02153 

Chú thích: MAF: minor allele frequency, HWE: Hardy-Weinberg equilibrium;   

 Đánh giá mối liên quan giữa tỉ lệ kiểu gen và alen của các SNP ở bệnh 

nhân AML và người khỏe được trình bày ở bảng 3.2. Giá trị p quan sát được khi 

phân tích mối liên quan giữa tỉ lệ kiểu gen của SNP trên mô hình trội vì kiểu gen 

đồng hợp lặn không có trong quần thể nghiên cứu. Đối với điểm đa hình tại vị trí 

p.Q731H sự khác biệt đáng kể về kiểu gen GC giữa bệnh nhân AML và nhóm 

chứng khỏe mạnh được phát hiện khi so sánh với kiểu gen GG (p = 0,0024). Bên 

cạnh đó, tần số allele C cũng cho thấy khả năng liên quan đến giảm nguy cơ mắc 

bệnh AML cao (p = 0,0032). Ngược lại, điểm đa hình tại p.E723E và p.E735K 

không có sự khác biệt đáng kể về kiểu gen GA giữa bệnh nhân AML và nhóm 

chứng khỏe mạnh khi so sánh với kiểu gen GG (p > 0,05), đồng thời tần số allele 

A cũng không có sự liên quan đến khả năng mắc bệnh AML. Đa hình tại các vị 

trí p.E747K không được đánh giá sự liên kết di truyền vì sự phân bố kiểu gen 

của chúng không tuân theo HWE. 
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Bảng 3.2. Mối tương quan giữa kiểu gen của các đa hình gen CYLD và bệnh AML 

Vị trí đa 

hình 

Mô hình 

kiểu gen 

Nhóm chứng 

(n=80) 

Nhóm bệnh 

(n=92) 
OR 95% CI 

p-

Value 

c.G2411A 

/p.E723E 

Mô hình trội 

GG 74 (92,5%) 90 (97,83%) 1   

0,1133 GA 6 (7,5%) 2 (2,17%) 0,2681 0,0526-1,3675 

Alen 

G 154 (96,25%) 182 (98,91%) 1   

0,124 A 6 (3,75%) 2(2%) 0,2821 0,0561-1,4176 

c.G2435C 

/p.Q731H 

Mô hình trội 

GG 65 (81,25%) 90 (97,83%) 1   

0,0024 

GC 15 (18,75%) 2 (2,17%) 0,0963 0,0213-0,4357 

Alen 

G 145 (90,63%) 182 (98,91%) 1   

0,0032 

C 15 (9,37%) 2 (1,09%) 0,1062 0,0239-0,4720 

c.G2445A 

/p.E735K 

Mô hình trội 

GG 58 (72,5%) 78 (84,78%) 1   

0,0509 

GA 22 (27,5%) 14 (15,22%) 0,4732 0,2232-1,0031 

Alen 

G 138 (86,25%) 170 (92,39%) 1   

0,067 

A 22 (13,75%) 14 (7,61%) 0,5166 0,2548-1,0473 

Để xác định được liệu tác động của SNP không đồng nghĩa trên gen 

CYLD có làm thay đổi amino acid đến cấu trúc và chức năng của protein hay 

không thì nghiên cứu này đã sử dụng công cụ Polyphen-2. Dựa trên kết quả dự 

đoán có thể nhận thấy, SNP tại vị trí p.Q731H trên gen CYLD được dự đoán có 

thể là nguyên nhân gây bệnh (Hình 3.2). 
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Hình 3.2. Dự đoán khả năng gây bệnh của SNP không đồng nghĩa p.Q731H trên 

gen CYLD bằng Polyphen-2 

3.1.1.2. Đa hình trên gen CYLD ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy mạn tính 

Sau khi so sánh trình tự đoạn gen CYLD của bệnh CML và nhóm người 

khỏe với trình tự gen được công bố trên Ensemble (ENSG00000083799), 2 vị trí 

có đa hình/đột biến trên gen này được xác định trên cả mẫu bệnh và đối chứng.  

Kết quả cho thấy, 2 nucleotide trên exon 16 bị thay đổi, trong đó SNP 

p.Q731H (c.2435 G>C) là SNP không đồng nghĩa khiến cho amino acid cũ bị 

thay thế bởi amino acid mới và SNP p.V725V (c.2417 T>G) là SNP đồng nghĩa 

(Hình 3.3). Trong số các đa hình này, sự phân bố kiểu gen tại vị trí p.V725V, 

p.Q731H tuân theo định luật cân bằng HWE trên toàn bộ quần thể nghiên cứu (p 

> 0,05) (Bảng 3.3).  

 

Hình 3.3. Điểm đa hình trên gen CYLD ở bệnh nhân CML 
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Bảng 3.3. Các đa hình nucleotide trên gen CYLD ở bệnh nhân CML (SNP) 

Vị trí đa hình 
Thay đổi 

Nucleotide 

MAF 

CML 

HWE 

CML 

(p) 

MAF 

Nhóm chứng 

HWE 

Nhóm chứng 

(p) 

HWE 

Quần thể 

(p) 

c.T2417G/p.V725V T>G 0,02 0,9897 0 NaN 0,9961 

c.G2435C/p.Q731H G>C 0,02 0,9897 0,0938 0,6518 0,7275 

Chú thích: MAF: minor allele frequency, HWE: Hardy-Weinberg equilibrium, NaN: Not a number;   

Bảng 3.4. Mối tương quan giữa kiểu gen của các đa hình gen CYLD và bệnh CML 

Vị trí đa 

hình 

Mô hình 

Kiểu gen 

Nhóm chứng 

(n=80) 

Nhóm bệnh 

(n=50) 
OR 95% CI 

p-

Value 

c.T2417 

/p.V725V 

Mô hình trội 

TT 80 (100%) 48 (96%) 1  
0,1749 

TG 0 (0%) 2 (4%) 8,299 0,3902-176,5104 

Allele 

T 160 (100%) 98 (98%) 1  
0,1772 

G 0 (0%) 2 (2%) 8,1472 0,3871-171,4755 

c.G2435C 

/p.Q731H 

Mô hình trội 

GG 65 (81,25%) 48 (96%) 1  
0,0275 

GC 15 (18,75%) 2 (4%) 0,1806 0,0394-0,8271 

Allele 

G 145 (90,63%) 98 (98%) 1  
0,0336 

C 15 (9,37%) 2 (2%) 0,1973 0,0441-0,8820 

Phân tích thống kê được thực hiện trên mô hình các allele thay đổi (chiếm 

ưu thế). Đối với điểm đa hình tại p.V725V, sự đánh giá mối liên hệ của kiểu gen 

với bệnh CML chỉ được kiểm tra ở kiểu hình gen trội vì kiểu gen GG không có 

trong quần thể nghiên cứu. Cụ thể là tại vị trí này, kiểu gen TG giữa bệnh nhân 

CML và nhóm chứng khỏe mạnh được phát hiện là không có sự khác biệt đáng 

kể khi so sánh với kiểu gen TT (p > 0,05) và tần số allele G không liên quan đến 

khả năng tăng nguy cơ mắc bệnh CML. Trong khi đó, tại vị trí p.Q731H kiểu 

gen GC giữa bệnh nhân CML và nhóm chứng khỏe mạnh được phát hiện là có 

sự khác biệt đáng kể khi so sánh với kiểu gen GG (p = 0,0275). Bên cạnh đó, tần 
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số allele C cũng cho thấy khả năng liên quan đến giảm nguy cơ mắc bệnh CML 

cao (p = 0,0336) (Bảng 3.4). 

Để dự đoán tác động của SNP không đồng nghĩa đã xác định được trên 

gen CYLD làm thay đổi amino acid có làm ảnh hưởng đến cấu trúc và chức năng 

của protein hay không thì nghiên cứu này đã sử dụng công cụ Polyphen-2. Kết 

quả cho thấy, SNP tại vị trí p.Q731H trên gen CYLD được dự đoán là có thể là 

nguyên nhân gây bệnh (Hình 3.2). 

3.1.2. Đa hình gen A20 ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy 

3.1.2.1. Đa hình trên gen A20 ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy cấp tính 

Sau khi so sánh trình tự đoạn gen A20 của bệnh nhân AML và nhóm 

người khỏe với trình tự gen được công bố trên Ensemble (ENSG00000118503), 

4 vị trí có các đa hình/đột biến trên gen này được xác định trên cả mẫu bệnh và 

đối chứng.  

              

Hình 3.4. Điểm đa hình trên gen A20 ở bệnh nhân AML 

Kết quả cho thấy, 4 nucleotide ở 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) bị thay đổi 

và đều là SNP không đồng nghĩa khiến cho amino acid cũ bị thay thế bởi amino 

acid mới (Hình 3.4). Bên cạnh đó, sự phân bố kiểu gen tại vị trí p.L335S, 
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p.K337Q, p.K354N và p.S376T cũng đều tuân theo định luật cân bằng HWE trên 

nhóm bệnh và trên toàn bộ quần thể nghiên cứu (p > 0,05) (Bảng 3.5). 

Bảng 3.5. Các đa hình nucleotide trên gen A20 ở bệnh AML (SNP) 

Vị trí đa hình 
Thay đổi 

Nucleotide 

MAF 

AML 

HWE 

AML 

(p) 

MAF 

Nhóm 

chứng 

HWE 

Nhóm chứng 

(p) 

HWE 

Quần thể 

(p) 

c.T1303C/p.L335S T>C 0,0381 0,9306 0 NaN 0,9636 

c.A1308C/p.K337Q A>C 0,0435 0,9306 0 NaN 0,9093 

c.G1361T/p.K354N G>T 0,0435 0,9306 0 NaN 0,9093 

c.T1425A/p.S376T T>A 0,0109 0,9945 0 NaN 0,9971 

Chú thích: MAF: minor allele frequency, HWE: Hardy-Weinberg equilibrium, NaN: Not a number;  

  Đánh giá mối liên quan giữa tỉ lệ kiểu gen và allele của các SNP ở bệnh 

nhân AML và người khỏe được trình bày ở bảng 3.6. Giá trị p quan sát được khi 

phân tích mối liên quan giữa tỉ lệ kiểu gen của SNP trên mô hình trội vì kiểu gen 

đồng hợp lặn không có trong quần thể nghiên cứu. Đối với điểm đa hình tại vị trí 

p.L335S, p.K337Q, p.K354N và p.S376T, kiểu gen TC, AC, GT và TA không 

có sự khác biệt đáng kể khi so sánh với kiểu gen TT, AA, GG và TT tương ứng 

(p < 0,05), đồng thời tần số allele C (p.L335S), C (p.K337Q), T (p.K354N) và A 

(p.S376T) cũng không liên quan đến khả năng mắc bệnh AML. 

Bảng 3.6. Mối tương quan giữa kiểu gen của các đa hình gen A20 và bệnh AML 

Vị trí đa 

hình 

Mô hình 

kiểu gen 

Nhóm chứng 

(n=80) 

Nhóm bệnh 

(n=92) 
OR 95% CI 

p-

Value 

c.T1303C 

/p.L335S 

Mô hình trội 

TT 80 (100%) 85 (92,39%) 1  
0,0714 

TC 0 7 (7,61%) 14,1228 0,7937-251,3110 

Allele 

T 160 (100%) 177 (96,2%) 1  
0,075 

C 0 7 (3,8%) 13,5634 0,7685-239,3881 

c.A1308C 

/p.K337Q 

Mô hình trội 

AA 80 (100%) 84 (91,3%) 1  0,0571 
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AC 0 8 (8,7%) 16,1953 0,9196-285,2103 

Allele 

A 160 (100%) 176 (95,65%) 1  
0,0606 

C 0 8 (4,35%) 15,4589 0,8851-269,9956 

c.G1361T 

/p.K354N 

Mô hình trội 

GG 80 (100%) 84 (91,3%) 1  
0,0571 

GT 0 8 (8,7%) 16,1953 0,9196-285,2103 

Allele 

G 160 (100%) 176 (95,65%) 1  
0,0606 

T 0 8 (4,35%) 15,4589 0,8851-269,9956 

c.T1425A 

/p.S376T 

Mô hình trội 

TT 80 (100%) 90 (97,83%) 1  
0,3377 

TA 0 2 (2,17%) 4,4475 0,2104-94,0265 

Allele 

T 160 (100%) 182 (98,91%) 1  
0,3403 

A 0 2 (1,09%) 4.3973 0,2095 – 92,2774 

3.1.2.2. Đa hình trên gen A20 ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy mạn tính 

Sau khi so sánh trình tự đoạn A20 bệnh CML và nhóm người khỏe với 

trình tự gen được công bố trên Ensemble (ENSG00000118503), 2 vị trí có các đa 

hình/đột biến trên gen này được xác định ở cả mẫu bệnh và đối chứng.  

Kết quả cho thấy, 2 nucleotide trên exon 7 (rs374721883/p.G456V; 

rs200878487/p.S466G) bị thay đổi và đều là SNP không đồng nghĩa khiến cho 

amino acid cũ bị thay thế bởi amino acid mới (Hình 3.5).  Bên cạnh đó, sự phân 

bố kiểu gen tại vị trí rs374721883 và rs200878487 đều tuân theo định luật cân 

bằng HWE trên nhóm bệnh và toàn bộ đối tượng nghiên cứu (p > 0,05) (Bảng 

3.7). 
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Hình 3.5. Điểm đa hình trên gen A20 ở bệnh nhân CML 

Bảng 3.7. Các đa hình nucleotide trên gen A20 ở bệnh nhân CML (SNP) 

SNP 
Thay đổi 

Nucleotide 

MAF 

CML 

HWE 

CML 

(p) 

MAF 

Nhóm chứng 

HWE 

Nhóm chứng 

(p) 

HWE 

Quần thể 

(p) 

rs374721883 G>T 0,01 0,9975 0 NaN 0,9991 

rs200878487 C>G 0,03 0,9764 0 NaN 0,9912 

Chú thích: MAF: minor allele frequency, HWE: Hardy-Weinberg equilibrium, NaN: Not a number;   

Bảng 3.8. Mối tương quan giữa kiểu gen của các đa hình gen A20 và bệnh CML 

SNP 
Mô hình 

Kiểu gen 

Nhóm chứng 

(n=80) 

Nhóm bệnh 

(n=50) 
OR 95% CI 

p-

Value 

rs374721883 

Mô hình trội 

GG 80 (100%) 49 (98%) 1  
0,3347 

GT 0 1 (2%) 4,8788 0,1949-122,1296 

Allele 

G 160 (100%) 99 (99%) 1  
0,3357 

T 0 1 (1%) 4.8392 0,1952-119,9615 

rs200878487 

Mô hình trội 

CC 80 (100%) 47 (94%) 1  
0,1043 

CG 0 3 (6%) 11.8632 0,5996-234,6979 

Allele 

C 160 (100%) 97 (97%) 1  
0,1072 

G 0 3 (3%) 11.5231 0,5889-225,4867 
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Phân tích thống kê được thực hiện trên mô hình các allele thay đổi (chiếm 

ưu thế). Đối với điểm đa hình tại rs374721883 và rs200878487, sự đánh giá mối 

liên quan giữa kiểu gen với bệnh CML chỉ được kiểm tra ở kiểu hình gen trội vì 

kiểu gen TT và GG tương ứng không có trong quần thể nghiên cứu. Cụ thể là tại 

hai vị trí này, kiểu gen GT (rs374721883), CG (rs200878487) giữa bệnh nhân 

CML và nhóm chứng khỏe mạnh được phát hiện là không có sự khác biệt đáng 

kể khi so sánh với kiểu gen GG (rs374721883), CC (rs200878487) (p > 0,05) và 

tần số allele cũng không liên quan đến khả năng mắc bệnh CML (Bảng 3.8). 

3.2. Mức độ biểu hiện gen ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy 

3.2.1. Biểu hiện gen CYLD, A20 ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy 

 Enzyme deubiquitinase (DUB) là những protein đóng vai trò quan trọng 

trong việc điều hòa các quá trình bên trong tế bào thông qua việc phân tách 

ubiquitin khỏi protein cơ chất. Một số gen DUB như OTUB1, OTUB2, Cezanne, 

A20, CYLD… được quan tâm nghiên cứu nhằm tìm ra cơ chế gây bệnh, từ đó có 

thể xác định được các liệu pháp phòng và điều trị bệnh hiệu quả. Tuy nhiên, 

những nghiên cứu về các gen này, đặc biệt là gen CYLD/A20 trên bệnh nhân 

bạch cầu dòng tủy vẫn còn hạn chế. Chính vì vậy, trong nghiên cứu này, mẫu 

cDNA của các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy và mẫu đối chứng của những người 

khỏe mạnh được sử dụng để phân tích mức độ biểu hiện của gen CYLD/A20 

nhằm đánh giá vai trò của các gen này đối với bệnh này. 

 Kết quả nghiên cứu cho thấy, mức độ biểu hiện mRNA của gen A20 giảm 

khoảng 3 lần ở các bệnh nhân bạch cầu tủy cấp và 39 lần ở các bệnh nhân bạch 

cầu tủy mạn so với người khỏe (Hình 3.6A). Tương tự như vậy, biểu hiện 

mRNA của gen CYLD ở người khỏe cao hơn ở các bệnh nhân bạch cầu tủy cấp 

và bệnh nhân bạch cầu tủy mạn lần lượt khoảng 2 lần và 89 lần (Hình 3.6B). 

Như vậy, ở các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy, biểu hiện của các gen A20 và 

CYLD đều thấp hơn so với ở người khỏe và sự khác biệt này là có ý nghĩa thống 

kê (p < 0,01 và p < 0,05).  
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Hình 3.6. Biểu hiện của A20, CYLD trên bệnh nhân bạch cầu dòng tủy 

* (p < 0,05), ** (p < 0,01) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa nhóm người khỏe và nhóm 

bệnh nhân 

3.2.2. Biểu hiện gen STAT1, STAT3 ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy 

 STAT là họ các yếu tố phiên mã nội bào làm trung gian điều hòa sự biểu 

hiện của các gen liên quan đến sự tồn tại, tăng sinh, biệt hóa, phát triển của tế 

bào, sự chết theo chương trình apoptosis, đáp ứng miễn dịch và một số chức 

năng sinh học thiết yếu khác. Mỗi thành viên của họ STAT đều có những chức 

năng riêng biệt trong việc truyền tín hiệu và tham gia vào việc điều hòa các phản 

ứng của tế bào đối với các cytokine khác nhau. STAT1 được biết đến là gen tín 

hiệu mã hóa cho protein thực hiện chức năng ngăn chặn sự phát triển của khối u, 

trong khi đó STAT3 mã hóa cho protein liên quan đến sự phát triển của khối u. 

Do đó, trong nghiên cứu này, biểu hiện của STAT1, STAT3 được xác định nhằm 

tìm ra những thông tin hữu ích để tiên lượng tình trạng của bệnh. 

 Kết quả nghiên cứu được thể hiện ở hình 3.7 cho thấy rằng, mức độ biểu 

hiện của gen STAT1, STAT3 đều tăng ở bệnh nhân AML so với nhóm người 

khỏe. Tuy nhiên, sự thay đổi này là không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Tương 

tự như vậy, mặc dù các dữ liệu cho thấy, biểu hiện của STAT1 tăng, còn biểu 

hiện của STAT3 giảm ở các bệnh nhân CML so với nhóm người khỏe, nhưng sự 

khác biệt này cũng không có ý nghĩa thống kê (p > 0,04).  
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Hình 3.7. Biểu hiện của gen STAT1, STAT3 ở người bệnh (cột màu trắng và xám)  

và người khỏe (cột màu đen) 

3.3. Nồng độ cytokine IL-6, TNF-α được tiết ra ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy 

 Trong nghiên cứu này nồng độ IL-6 và TNF-α được tiết ra ở các bệnh 

nhân bạch cầu dòng tủy cũng được xác định nhằm đánh giá mức độ viêm.  

 

Hình 3.8. Nồng độ IL-6 và TNF-α ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy 

** (p<0,01) và *** (p<0,001): chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa nhóm người khỏe và nhóm 

bệnh nhân 

 Dựa vào số liệu được ghi nhận ở hình 3.8 cho thấy, nồng độ IL-6 tăng ở 

cả bệnh nhân AML và CML lần lượt khoảng 84 và 138 lần so với nhóm người 
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khỏe. Sự thay đổi này được ghi nhận là có ý nghĩa thống kê (p<0,05). Tương tự 

như vậy, nồng độ TNF-α được tiết ra ở các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy (AML 

và CML) tăng cao lần lượt khoảng 5 và 269 lần so với nhóm người khỏe. Sự 

thay đổi này cũng có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 

3.4. Mối liên quan giữa đa hình nucleotide đơn, biểu hiện của gen và nồng 

độ cytokine ở bệnh bạch cầu dòng tủy 

3.4.1. Mối liên hệ giữa sự phân bố kiểu gen của đa hình CYLD với biểu hiện 

gen CYLD ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy  

 A20, CYLD được biết đến là hai trong số những gen DUB có vai trò quan 

trọng trong việc điều hòa âm tính các phản ứng miễn dịch trong cơ thể con 

người. Trong nghiên cứu đã xác định được một số điểm đa hình trên hai gen này, 

tuy nhiên chỉ có đa hình tại vị trí p.Q731H trên gen CYLD ở cả bệnh AML và 

CML được ghi nhận là có sự khác biệt đáng kể khi so sánh với kiểu gen GG và 

tần số allele C cũng cho thấy khả năng liên quan đến giảm nguy cơ mắc bệnh 

CML cao.  

Bảng 3.9. Sự liên quan giữa sự phân bố kiểu gen của đa hình tại vị trí p.Q731H 

trên gen CYLD và biểu hiện gen CYLD (p-value) 

Bệnh Vị trí đa hình Biểu hiện gen CYLD 

Bệnh AML p.Q731H 0,377 

Bệnh CML p.Q731H 0,121 

 Kết quả phân tích mối liên quan giữa sự phân bố kiểu gen của đa hình tại 

vị trí p.Q731H trên gen CYLD và biểu hiện gen CYLD (Bảng 3.9) dựa trên kiểm 

định Mann-Whitney U cho thấy, không có mối liên hệ giữa tần số kiểu gen của 

đa hình tại vị trí nghiên cứu trên gen CYLD với biểu hiện gen CYLD ở các bệnh 

nhân bạch cầu dòng tủy.   

3.4.2. Mối liên hệ giữa sự phân bố kiểu gen của đa hình CYLD với biểu hiện 

gen STAT1 ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy  

 Trong nghiên cứu này, biểu hiện gen STAT1 cũng được xác định là tăng ở 

các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy so với nhóm người khỏe. Mặc dù sự thay đổi 
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trong biểu hiện của gen STAT1 ở cả bệnh AML và CML đều không có ý nghĩa 

thống kê, nhưng với vai trò của gen STAT1, cũng như kết quả ban đầu đạt được, 

chúng tôi tiếp tục đánh giá mối liên hệ với sự phân bố giữa kiểu gen tại vị trí 

p.Q731H nhằm tìm ra được cơ chế bệnh sinh của bệnh bạch cầu dòng tủy. 

 Kết quả phân tích dựa trên kiểm định Mann-Whitney U chỉ ra rằng, không 

có mối liên hệ nào giữa sự phân bố kiểu gen tại vị trí p.Q731H trên gen CYLD ở 

bệnh nhân bạch cầu dòng tủy và biểu hiện gen STAT1 (Bảng 3.10). 

Bảng 3.10. Sự liên quan giữa đa hình trên gen CYLD và biểu hiện gen STAT1 

Đa hình gen Bệnh  Biểu hiện gen STAT1 

p.Q731H 
Bệnh AML p-value 0,684 

Bệnh CML p-value 0,317 

3.4.3. Mối liên hệ giữa sự phân bố kiểu gen của đa hình CYLD với nồng độ 

IL-6 và TNF-α ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy  

 Các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy thường giải phóng ra một lượng lớn các 

cytokine IL-6, TNF-α. Do đó, với mục đích nghiên cứu được đặt ra, chúng tôi 

tiếp tục đánh giá mối liên hệ giữa sự phân bố kiểu gen tại vị trí p.Q731H trên 

gen CYLD với nồng độ IL-6 và TNF-α do các bệnh nhân AML và CML tiết ra.  

Bảng 3.11. Sự liên quan giữa đa hình trên gen CYLD và nồng độ IL-6, TNF-α 

Đa hình gen Bệnh  Nồng độ IL-6 Nồng độ TNF-α 

p.Q731H 
Bệnh AML p-value 0,033 0,321 

Bệnh CML p-value 0,298 0,115 

 

Kết quả nghiên cứu dựa trên kiểm định Mann-Whitney U cho thấy, đa 

hình tại vị trí p.Q731H trên gen CYLD có mỗi liên quan chặt chẽ với nồng độ IL-

6 ở các bệnh nhân AML (p < 0,05). Cụ thể, trong số các bệnh nhân AML thì 

bệnh nhân với kiểu gen GG sẽ có nồng độ IL-6 cao hơn hẳn so với bệnh nhân có 

kiểu gen GC (Bảng 3.11, Hình 3.9).  
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Hình 3.9. Mối liên hệ giữa đa hình tại vị trí p.G731H trên gen CYLD và nồng độ 

IL-6 ở bệnh nhân AML 

3.4.4. Mối liên hệ giữa mức độ biểu hiện của A20, CYLD với gen tín hiệu 

STAT1 

 A20, CYLD là protein DUB đóng vai trò điều hòa các con đường tín hiệu 

khác nhau nhằm điều chỉnh các quá trình sinh lý bên trong cơ thể, từ phản ứng 

miễn dịch và phản ứng viêm đến sự tiến triển của chu trình tế bào, quá trình sinh 

tinh và tạo xương. Cụ thể là, A20, CYLD điều chỉnh làm giảm tín hiệu NF-κB. 

Trong đó họ các yếu tố phiên mã (STAT) đóng vai trò trung gian cho sự biểu 

hiện của một số lượng lớn gen trong phản ứng viêm [157]. Nhiều nghiên cứu cho 

thấy, mức độ biểu hiện của gen A20, CYLD thường thấp ở một số bệnh nhân ung 

thư và khi các gen này bị làm bất hoạt thì sẽ thúc đẩy sự tăng sinh của các tế bào 

ung thư [158]. Chính vì vậy, việc nghiên cứu mối liên hệ giữa sự biểu hiện của 

gen A20, CYLD và các gen tín hiệu STAT1 có thể là cơ sở để tìm ra được cơ chế 

bệnh sinh của các bệnh nhân ung thư bạch cầu dòng tủy. 

 Kết quả đánh giá dựa trên kiểm định Spearman cho thấy, không tìm thấy 

mối liên hệ nào giữa biểu hiện gen A20, CYLD và gen tín hiệu STAT1 ở bệnh 

nhân bạch cầu dòng tủy (AML và CML) (Bảng 3.12). 
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Bảng 3.12. Sự liên quan giữa mức độ biểu hiện A20, CYLD và gen tín hiệu 

Biểu hiện gen Bệnh  Biểu hiện gen STAT1 

A20 

Bệnh AML 
Chỉ số Spearman -0,182 

p-value 0,247 

Bệnh CML 
Chỉ số Spearman 0,143 

p-value 0,760 

CYLD 

Bệnh AML 
Chỉ số Spearman 0,192 

p-value 0,182 

Bệnh CML 
Chỉ số Spearman 0,607 

p-value 0,148 

** (p<0,005): Chỉ ra được mối liên quan có ý nghĩa thống kê giữa nhóm khỏe và nhóm đối chứng 

 Như vậy, trong nghiên cứu này, ở các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy, đã 

xác định được một số điểm đa hình trên gen A20, CYLD, sự biểu hiện của gen 

A20, CYLD giảm và sự thay đổi này đều có ý nghĩa thống kê (p<0,05); Tương tự 

như vậy, biểu hiện của STAT1 đều tăng ở bệnh bạch cầu dòng tủy, nhưng chỉ có 

biểu hiện STAT1 ở các bệnh nhân AML mới có sự thay đổi đáng kể so với nhóm 

người khỏe (p < 0,05), trong khi đó biểu hiện STAT3 ở bệnh CML và AML hầu 

như không thay đổi so với nhóm người khỏe. Nồng độ IL-6/TNF-α cũng được 

xác định là đều tăng cao ở các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy khi so sánh với 

người khỏe mạnh; Tuy nhiên, khi phân tích mối liên hệ giữa các kết quả tìm 

được thì bước đầu chỉ xác định được giữa đa hình tại vị trí p.Q731H trên gen 

CYLD và nồng độ IL-6 ở các bệnh nhân AML có mối quan liên quan chặt chẽ 

với nhau, còn các kết quả khác vẫn chưa xác định rõ mối liên quan. Mặc dù vậy, 

với những kết quả đạt được, chúng tôi tiếp tục đánh giá vai trò của gen A20, 

CYLD trong nghiên cứu tiếp theo về bệnh bạch cầu dòng tủy.  

3.5. Xác định vai trò của A20, CYLD đối với quá trình tăng sinh và 

apoptosis của tế bào K562  

3.5.1. Xác định vai trò của gen A20, CYLD đối với sự tăng sinh của tế bào K562 

 Vincristine được biết đến là chất có khả năng thúc đẩy quá trình apoptosis 

ở một số bệnh ung thư như bệnh bạch cầu lympho và bệnh ung thư hạch [159, 
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160]. Bên cạnh đó, mức độ biểu hiện gen A20, CYLD ở bệnh CML đã được xác 

định là giảm đáng kể so với nhóm đối chứng là những người khỏe mạnh. Do đó, 

việc xác định được rằng vincristine có làm thay đổi mức độ biểu hiện gen A20, 

CYLD, cũng như ảnh hưởng tới chức năng của tế bào K562 (dòng tế bào của 

bệnh CML) hay không là bước tiến quan quan trọng nhằm tìm hướng hỗ trợ điều 

trị bệnh ung thư bạch cầu dòng tủy, đặc biệt là bệnh CML. 

 Trong nghiên cứu này, khi tế bào K562 được xử lý bởi vincristine ở các 

nồng độ khác nhau (60-300 nM) thì mức độ biểu hiện mRNA của gen A20, 

CYLD đều cao hơn rõ rệt so với nhóm đối chứng, đặc biệt khi tế bào này được 

xử lý bởi vincristine ở nồng độ 300 nM (Hình 3.10). Như vậy, vấn đề được đặt 

ra là liệu mức độ biểu hiện A20, CYLD có làm ảnh hưởng đến chức năng của tế 

bào K562 hay không? Để có thể giải đáp được điều này, tế bào K562 được làm 

bất hoạt gen A20, CYLD trong 48 giờ, rồi tiếp tục được xử lý với vincristine 300 

nM trong 24 giờ. Các tế bào sau đó được thu nhận và nhuộm với CFSE, nuôi cấy 

trong 5 ngày ở điều kiện 37oC, 5% CO2 nhằm kiểm tra sự tăng sinh của tế bào 

K562 bằng phương pháp đếm tế bào theo dòng chảy. Kết quả thí nghiệm được 

thể hiện ở hình 3.11. 

 

Hình 3.10. Mức độ biểu hiện A20, CYLD của tế bào K562 khi xử lý với vincristine 

** (p < 0,01) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa tế bào K562 được và không được xử lý bởi 

vincristine 
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 Dựa vào biểu đồ huỳnh quang CFSE thu được từ các tế bào K562 có thể 

nhận thấy, sự tăng sinh của K562 giảm đáng kể khi được xử lý bởi vincristine 

300nM. Tuy nhiên, trong trường hợp tế bào bị làm bất hoạt A20, CYLD thì tác dụng 

ức chế của vincristine đối với sự tăng sinh của tế bào không còn nữa. Như vậy, 

vincristine ức chế sự tăng sinh tế bào thông qua sự biểu hiện của gen A20, CYLD. 

 

Hình 3.11. Ảnh hưởng của A20, CYLD đến sự tăng sinh của tế bào K562 

* (p<0.05) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa tế bào K562 được và không được xử lý bởi 

vincristine; # (p<0.05) và ## (p<0.01) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa tế bào K562 

được xử lý với vincristine trong trường hợp bất hoạt và không bất hoạt A20, CYLD   

3.5.2. Xác định vai trò của A20, CYLD với quá trình apoptosis của tế bào K562 

 Nhằm mục đích kiểm tra khả năng tăng sinh của tế bào K562 khi được xử 

lý với vincristine giảm dần có liên quan đến quá trình apoptosis hay không, các 

tế bào K562 được nhuộm với một số kháng thể như Annexin V và DCFDA. Sau 

đó xác định số lượng tế bào K562 dương tính với các kháng thể này bằng 

phương pháp đếm tế bào theo dòng chảy. Kết quả thí nghiệm được thể hiện ở 

hình 3.12. 

 Dựa vào biểu đồ huỳnh quang thu được từ các tế bào K562 cho thấy, việc 

xử lý bằng vincristine (300 nM) đã làm tăng cường đáng kể số lượng tế bào 

dương tính với Annexin V+/PI- và sự tích tụ ROS. Tuy nhiên, khi tế bào K562 bị 

làm bất hoạt gen A20, CYLD thì số lượng tế bào này dương tính với kháng thể 

Annexin V+/PI- và sự tích tụ ROS giảm so với tế bào không bị bất hoạt gen. Khi 
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tế bào K562 bị làm bất hoạt gen A20 thì hiệu quả này thể hiện rõ ràng nhất và sự 

thay đổi được ghi nhận là có ý nghĩa thống kê, còn khi gen CYLD bị bất hoạt thì 

sự thay đổi là không đáng kể.  

 

Hình 3.12. Ảnh hưởng của A20, CYLD đến khả năng sống sót của tế bào K562 

** (p<0,01) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa tế bào K562 được và không được xử lý 

bởi vincristine; # (p<0.05) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa tế bào K562 được xử lý với 

vincristine trong trường hợp bất hoạt và không bất hoạt A20, CYLD 

 Như vậy, biểu hiện của gen A20 có mối liên hệ với quá trình tăng sinh, 

apoptosis của tế bào K562, còn biểu hiện của gen CYLD cũng có thể có mối liên 

hệ với các quá trình này nhưng mối liên hệ này cần được tiếp tục nghiên cứu và 

đánh giá rõ hơn.  

3.6. Xác định vai trò của gen CYLD đối với đại thực bào được biệt hóa bởi 

M-CSF thông qua tín hiệu STAT1 

3.6.1. Vai trò của CYLD đối với đại thực bào được biệt hóa bởi M-CSF 

Do LPS là một chất dễ dàng được nhận biết bởi thụ thể TLR4 nhằm kích 

hoạt quá trình phiên mã của nhiều gen liên quan đến khả năng điều hòa sự 

trưởng thành/biệt hóa và kích hoạt đại thực bào [161] nên việc đánh giá xem liệu 
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CYLD có tham gia vào việc điều hòa các chức năng của đại thực bào ở người do 

LPS gây ra hay không.  

Tế bào PBMC được phân lập từ máu toàn phần của các tình nguyện viên 

bằng phương pháp ly tâm phân lớp theo tỷ trọng sử dụng Ficoll. Mật độ tế bào 

PBMC được phân lập qua các lần thực hiện thí nghiệm khá ổn định (106 TB/mL) 

và điều này rất thích hợp cho việc nuôi cấy tế bào PBMC, cũng như cho quá 

trình biệt hóa các tế bào có trong PBMC sử dụng cytokine M-CSF (M-HP).  

Các tế bào sau khi được biệt hóa từ tế bào PBMC sẽ được làm bất hoạt 

gen CYLD bằng phương pháp can thiệp siRNA nhằm ngăn chặn sự biểu hiện của 

gen CYLD với tính đặc hiệu và hiệu quả cao, từ đó đánh giá ảnh hưởng của gen 

CYLD đến sự biểu hiện của các gen tín hiệu khác. Các tế bào sau khi làm bất 

hoạt gen CYLD tiếp tục được kích hoạt bởi LPS. Sau đó, các tế bào này được thu 

nhận, tách chiết RNA và đánh giá hiệu quả làm bất hoạt gen CYLD cũng như xác 

định được mức độ biểu hiện của STAT1, STAT3 bằng phản ứng qRT-PCR, từ đó 

có thể làm cơ sở để tìm ra được mối liên quan giữa sự biểu hiện của gen CYLD 

với các gen liên quan. Fludarabine là hợp chất thường được sử dụng để điều trị 

các khối u ác tính về huyết học nhằm điều chỉnh làm giảm tín hiệu hoặc sự kích 

hoạt phiên mã STAT1 bằng cách ức chế quá trình phosphoryl hóa STAT1 ở cả tế 

bào thường và tế bào ung thư [162]. Do đó, khi tế bào được xử lý với fludarabine 

thì mức độ biểu hiện STAT1 giảm đáng kể. Như vậy, việc xử lý tế bào bằng cách 

sử dụng CYLD siRNA và fludarabine có thể giải thích rõ hơn về mối liên hệ giữa 

CYLD và tín hiệu STAT1.  

Kết quả ghi nhận ở hình 3.13A-B cũng cho thấy, việc các đại thực bào 

được xử lý bởi CYLD siRNA làm tăng đáng kể mức độ biểu hiện mRNA của 

STAT1 và quá trình phosphoryl hóa STAT1 khi được kích hoạt bởi LPS, nhưng 

không làm ảnh hưởng đến mức độ biểu hiện của STAT3 (Hình 3.13C). Tuy nhiên 

khi đại thực bào được xử lý với fludarabine thì hiệu quả làm tăng mức độ biểu 

hiện mRNA của STAT1 giảm xuống. Do đó, biểu hiện của CYLD đã góp phần 

đáng kể trong việc ức chế kích hoạt tín hiệu STAT1 trong đại thực bào. 
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Hình 3.13. Ảnh hưởng của CYLD đến tín hiệu STAT1 trên đại thực bào (M-HP) 

* (p < 0,05) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa M-HP bị bất hoạt và không bất hoạt 

CYLD; # (p<0,05) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa M-HP bị bất hoạt hoặc không bất 

hoạt CYLD so với các tế bào này khi được kích hoạt bởi LPS  

3.6.2. Vai trò của CYLD đối với các chức năng của đại thực bào thông qua tín 

hiệu STAT1  

 Để giải đáp cho câu hỏi liệu chức năng của đại thực bào có được điều 

chỉnh bởi CYLD thông qua tín hiệu STAT1 hay không, các tế bào này được 

chuyển nạp CYLD siRNA trong 48 giờ và tiếp tục được xử lý với fludarabine 

trong trường hợp được hoặc không được kích hoạt bởi LPS trong 24 giờ tiếp 

theo. Sau đó, các tế bào được thu nhận và nhuộm với các dấu ấn sinh học 

CD11b, CD68, CD40 và CD86.  

 Kết quả nghiên cứu thể hiện ở hình 3.14A-B cho thấy, bình thường tỷ lệ 

phần trăm đại thực bào biểu hiện 3,9% CD40+ và 4,22% CD86+, nhưng khi được 

kích hoạt bởi LPS thì tỷ lệ phần trăm tế bào biểu hiện các dấu ấn sinh học này 
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tăng cao. Đặc biệt hơn, khi không có sự biểu hiện của CYLD thì tỷ lệ này còn 

tăng cao hơn và đạt lần lượt khoảng 22,1% (CD40+), 26% (CD86+). Tuy nhiên, 

mức độ biểu hiện CD40+ và CD86+ của đại thực bào trưởng thành bị bất hoạt 

gen CYLD lại giảm đáng kể khi được xử lý với fludarabine.  

 Tương tự như vậy, khi được kích hoạt bởi LPS, các đại thực bào đều tăng 

khả năng giải phóng IL-6 và nồng độ cytokine này còn cao hơn khi đại thực bào 

bị làm bất hoạt gen CYLD so với các tế bào không được xử lý với CYLD siRNA. 

Trong khi đó nồng độ IL-6 không có sự khác biệt giữa đại thực bào bị bất hoạt 

gen và không bị bất hoạt CYLD khi fludarabine có mặt trong môi trường nuôi 

cấy tế bào (Hình 3.15).   

 

Hình 3.14. Biểu hiện CD40+ và CD86+ của đại thực bào M-HP 

* (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa M-HP bị 

bất hoạt và không bất hoạt CYLD biểu hiện CD40+ và CD86+; # (p < 0,05), ## (p < 0,01) chỉ ra sự 

khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa M-HP bị bất hoạt CYLD và kích hoạt bởi LPS trong trường hợp 

xử lý và không xử lý với fludarabine biểu hiện CD40+ và CD86+ 
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Hình 3.15. Nồng độ IL-6 do đại thực bào M-HP tiết ra 

  

Hình 3.16. Ảnh hưởng của CYLD đến chức năng hoạt động của M-HP qua tín hiệu 

STAT1 

*(p<0,05), ** (p<0,01) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa tỷ lệ đại thực bào M-HP bị bất 

hoạt và không bất hoạt CYLD dương tính với  FITC-dextran và Annexin V+/PI-; #(p<0,05) và 

##(p<0,01) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa M-HP được kích hoạt bởi LPS và bất hoạt 

CYLD trong trường hợp xử lý hay không xử lý với fludarabine dương tính với FITC-dextran và 

Annexin V+/PI- 
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 Ngoài việc đánh giá sự trưởng thành và khả năng tiết cytokine IL-6 thì đại 

thực bào cũng được xác định khả năng thực bào các tế bào lạ và các tế bào ung 

thư thông qua việc đánh giá sự hấp thụ FITC-dextran và CFSE. Một số nghiên 

cứu đã chứng minh rằng, sự trưởng thành của đại thực bào làm giảm hiệu quả 

thực bào của chúng [163]. Và trong nghiên cứu này, việc chuyển nạp CYLD 

siRNA vào đại thực bào làm giảm đáng kể sự hấp thu FITC-dextran (Hình 3.16) 

và ngăn chặn một phần quá trình thực bào của tế bào AML (Hình 3.17) cũng 

khẳng định rõ hơn về khả năng thực bào của đại thực bào trưởng thành. Tuy 

nhiên, với sự hiện diện của fludarabine, vai trò của CYLD đối với sự hấp thu 

FITC-dextran của các đại thực bào cũng loại bỏ (Hình 3.16). 

 Bên cạnh đó, sự thực bào của mầm bệnh còn dẫn đến quá trình apoptosis 

của đại thực bào [164]. Do đó, nghiên cứu này tiếp tục đánh giá biểu hiện CYLD 

bị thay đổi có ảnh hưởng đến sự sống sót của đại thực bào bình thường hay 

không. Bằng phương pháp đếm tế bào theo dòng chảy có thể xác định được tỷ lệ 

tế bào dương tính với Annexin V+/PI- và qua đó có thể biết được khả năng sống 

sót của các tế bào này. Cụ thể, khi đại thực bào được chuyển nạp CYLD siRNA 

làm giảm đáng kể số lượng tế bào dương tính với Annexin V+/PI-, tuy nhiên hiệu 

quả này bị loại bỏ khi có sự hiện diện của fludarabine (Hình 3.16C-D). Như vậy, 

CYLD thúc đẩy sự hấp thụ FITC-dextran và quá trình apoptosis của đại thực bào 

khi có sự biểu hiện của tín hiệu STAT1.  

3.6.3. Xác định vai trò của CYLD đối với quá trình thực bào của đại thực bào 

ở bệnh AML 

 Với kết quả thu được ở thí nghiệm trước đó, có thể nhận thấy, biểu hiện 

gen CYLD giảm và biểu hiện STAT1 cũng giảm ở bệnh AML so với nhóm người 

khỏe. Đồng thời cũng đã xác định được mối liên quan giữa biểu hiện CYLD và 

STAT1 trên đại thực bào được biệt hóa từ tế bào PBMC của nhóm người khỏe. 

Do đó, việc đánh giá mối liên hệ giữa sự biểu hiện CYLD và STAT1 cũng được 

kiểm tra trên các đại thực bào của bệnh nhân AML. Trong thí nghiệm này đã 

chứng minh được số lượng đại thực bào thu được từ bệnh nhân AML (M-AML) 

là tương đương với số lượng đại thực bào từ người khỏe (M-HP). 
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Hình 3.17. Sự thực bào của đại thực bào M-AML khi được xử lý với fludarabine 

 Khi đại thực bào M-AML được xử lý bởi fludarabine cho thấy, mức độ 

biểu hiện của CYLD tăng đáng kể (Hình 3.17A) và trong trường hợp gen STAT1 

bị bất hoạt số lượng đại thực bào được biệt hóa từ các thể của bệnh AML biểu 

hiện CD11b+CD68+CD86+ và CD11b+CD68+CD40+ là không thay đổi. Tương tự 

như vậy, nồng độ IL-6 và TNF-α do M-AML tiết ra bởi các thể là không thay 

đổi trong trường hợp tế bào được xử lý với fludarabine. Các thông tin này đã 

khẳng định giữa biểu hiện CYLD và các phản ứng viêm ở bệnh nhân AML 

không có mối liên quan. Hơn thế nữa, trong khi sự hấp thu FITC-dextran của M-

AML tương đương với sự hấp thụ của của M-HP (Hình 3.17B) thì quá trình thực 

bào do M-AML lại thấp hơn đáng kể so với M-HP (Hình 3.17C-D). Các dữ liệu 

này cho thấy hoạt động thực bào của M-AML đã bị ảnh hưởng do sự hình thành 
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của bệnh. Do vậy, với những thông tin về chức năng hoạt động của STAT1, 

cũng như mối liên hệ với CYLD thì khi làm bất hoạt STAT1 có cải thiện hoạt 

động của M-AML trong trường hợp được xử lý bởi fludarabine hay không? 

  

 

Hình 3.18. Ảnh hưởng của CYLD đối với sự thực bào của M-AML 

*(p<0,05), **(p<0,01) và *** (p<0,001) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa đại thực bào 

M-AML trong việc hấp thụ FITC-dextran và sự thực bào tế bào bạch cầu khi được xử lý và không 

được xử lý bởi fludarabine.  #(p<0,05) và ## (p<0,01) chỉ ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa 

M-AML bị làm bất hoạt và không bất hoạt CYLD trong việc hấp thu FITC-dextran và sự thực bào 

tế bào bạch cầu khi được xử lý bởi fuldarabine  
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Kết quả ghi nhận được ở hình 3.18A đã cho thấy, sự hấp thụ FITC-

dextran của M-AML (thể M4/M5b) đã tăng đáng kể so với M-HP khi được xử lý 

với fludarabine, tuy nhiên hiệu ứng này sẽ bị loại bỏ khi đại thực bào được 

chuyển nạp CYLD siRNA (Hình 3.18A). Ngoài ra, khi xử lý bằng fludarabine 

cũng đã kích thích việc M-AML loại bỏ các tế bào bạch cầu rất nhiều đối với thể 

M5b và chỉ một phần đối với thể M4 (hình 3.18B-C). Như vậy, CYLD đóng vai 

trò quan trọng đối với quá trình thực bào của M-AML (M4/M5b). 
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CHƯƠNG 4: BÀN LUẬN 

 Bệnh bạch cầu dòng tủy cấp tính (AML) là một bệnh lý ác tính khá phổ 

biến xảy ra ở tủy xương, trong đó các tiền chất tạo máu tăng sinh không kiểm 

soát được và giải phóng quá mức các tế bào máu chưa trưởng thành. Hầu hết các 

thể của bệnh AML được phân biệt với các bệnh rối loạn máu thông qua việc xác 

định số lượng tế bào chưa trưởng thành (>20%) có trong tủy xương [165]. Các 

bệnh nhân mắc bệnh AML thường bị nhiễm trùng, thiếu máu, và thậm chí còn 

xảy ra hiện tượng xuất huyết. Trong khi đó, bệnh bạch cầu dòng tủy mạn tính 

(CML) là một loại ung thư bắt nguồn từ một số tế bào tạo máu có trong tủy 

xương. Bệnh CML được đặc trưng bởi sự gia tăng của các tế bào dòng tủy chưa 

trưởng thành và bạch cầu hạt. Trong một số trường hợp, các tế bào dòng tủy 

chưa trưởng này sẽ xâm nhập vào máu và khiến cho hệ thống miễn dịch của con 

người hoạt động không được bình thường. Ngoài ra, ở các bệnh nhân CML còn 

xảy ra sự dung hợp gen BCR-ABL và hình thành nhiễm sắc thể Philadelphia. Hầu 

hết các bệnh nhân CML không có bất kỳ dấu hiệu và triệu chứng nào mà chỉ 

được chẩn đoán khi xét nghiệm máu vì một lý do khác [21].  

4.1. Đánh giá đa hình, biểu hiện gen A20, CYLD ở bệnh bạch cầu dòng tủy 

4.1.1. Đánh giá đa hình trên gen A20/ CYLD 

 Protein A20, CYLD được biết đến là hai enzyme DUB đóng vai trò quan 

trọng trong việc phân cắt chuỗi polyubiquitin ở các protein mục tiêu nhằm ức 

chế sự hoạt động của các con đường tín hiệu NF-κB để đáp ứng lại được các tín 

hiệu kích thích, từ đó thúc đẩy sự phát triển, tăng sinh và quá trình apoptosis của 

tế bào. Do đó, nghiên cứu xác định các bất thường trên gen A20 và CYLD ở các 

bệnh, đặc biệt là bệnh ung thư được thực hiện có thể tìm ra cơ chế bệnh sinh của 

bệnh, đồng thời qua đó xây dựng được biện pháp điều trị bệnh hiệu quả. Thực tế, 

một số nghiên cứu đã khẳng định vai trò của gen A20 và CYLD. Cụ thể, ở người, 

nếu gen A20 bị bất hoạt có thể gây ra bệnh ung thư hạch bằng cách kích thích sự 

tăng sinh của các tế bào bạch cầu [75]. Đột biến gen A20 cũng liên quan đến 

nguy cơ mắc bệnh T-ALL [79] và bệnh CLL [166]; Những người mang SNP ở 
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exon 5,6,7 trên gen A20 thường có nguy cơ cao mắc bệnh tự miễn và bệnh bạch 

cầu dòng lympho [79, 166, 167]. Trong khi đó biểu hiện gen CYLD giảm lại liên 

quan đến bệnh ung thư thể rắn và ALL [168]. Sự hiện diện của CYLD thúc đẩy 

quá trình apoptosis ở bệnh ALL và CLL [45]. Tuy nhiên, khi bị đột biến mất 9 

Nu trên exon 7 và thay thế 1 Nu trên exon 10 của gen CYLD làm tăng nguy cơ 

mắc bệnh B-CLL [169]. Các nghiên cứu về chức năng miễn dịch đã chỉ ra rằng, 

A20 và CYLD tham gia vào quá trình ức chế các phản ứng viêm và thúc đẩy sự 

tăng sinh của tế bào bạch cầu trong cơ thể, từ đó ngăn ngừa nguy cơ phát triển 

bệnh ung thư [170]. Ở chuột bị thiếu A20, tình trạng viêm và suy nhược xảy ra 

rất nghiêm trọng do sự tích tụ các tế bào lympho, bạch cầu hạt và đại thực bào 

hoạt hóa ở trong gan và lách [171]. Trong khi đó, những con chuột có biểu hiện 

CYLD giảm thường xảy ra những bất thường trong quá trình kích hoạt tế bào 

lympho T và tế bào lympho B [172]. 

 Nghiên cứu toàn bộ hệ gen người đã chỉ ra rằng, các SNP của gen A20 có 

mối tương quan với khả năng nhạy cảm của các bệnh lý gây viêm và bệnh tự 

miễn ở người [69, 70]. Do chức năng chống viêm mạnh của A20 nên các SNP 

của gen này đều liên quan đến nguy cơ mắc bệnh và làm giảm khả năng biểu 

hiện hoặc làm giảm chức năng của A20. Đa hình đơn nucleotide (SNP) trên gen 

A20 làm giảm khả năng liên kết của A20 với các tiểu đơn vị NF- κB, từ đó dẫn 

đến giảm biểu hiện chức năng A20, đồng thời dẫn đến cơ chế bệnh sinh của bệnh 

tự miễn và ung thư [173]. Ví dụ, SNP liên quan đến bệnh lopus ban đỏ hệ thống 

nằm trong vùng mã hóa A20 khiến cho phenylalanine thay thế cysteine ở vị trí 

amino acid 127 và làm giảm chức năng của protein A20 [72], rồi từ đó gây ra 

các biến chứng thận và huyết học. Các SNP của A20 liên quan đến bệnh khác 

nằm ngoài vùng mã hóa cũng cho thấy rằng chúng làm tăng khả năng nhạy cảm 

với bệnh bằng cách làm giảm sự biểu hiện A20 [73, 74].  

 Một số nghiên cứu về A20 ở bệnh viêm khớp dạng thấp đã chứng minh 

mối liên quan giữa một số SNP (rs2230926, rs6920220 và rs10499194) với nguy 

cơ mắc một số bệnh [77]. Tuy nhiên, tần suất đột biến của A20 trong các báo cáo 

khác nhau là không giống nhau. SNP rs2230926 nằm ở exon 3 của A20 gây ra sự 
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thay thế amino acid (ở vị trí 127) từ phenylalanine thành cysteine (Phe127Cys). 

Alen này (Cys127) làm giảm khả năng ức chế sự hoạt hóa NF- κB do mức độ 

biểu hiện của A20 giảm xuống [72]. SNP rs2230926 cũng được chứng minh là 

có mối tương quan với khả năng gia tăng nguy cơ mắc bệnh lupus ban đỏ hệ 

thống và bệnh viêm khớp dạng thấp ở người Nhật Bản [78] và bệnh viêm khớp 

dạng thấp ở cả người Châu Á và Châu Âu [77]. Năm 2015, Lihua Zhu và cộng 

sự xác định được thêm SNP rs146534657 ở bệnh viêm khớp dạng thấp và đột 

biến (14284T>A) được tìm thấy trong dịch khớp của bệnh nhân viêm khớp dạng 

thấp [57].  Bên cạnh đó, các đột biến làm mất chức năng của gen A20 cũng được 

ghi nhận là có liên quan đến một số bệnh ung thư như ung thư hạch, ung thư vú, 

ung thư dạ dày, sự hình thành các khối u ác tính và bệnh T-CLL [174].  

 Sau khi phân tích trình tự hệ gen của một bệnh nhân nữ 14 tuổi mắc bệnh 

ung thư hạch, Shaheen và cộng sự đã khẳng định rằng biến thể trên exon 7 của 

gen A20 tại vị trí c.1777 C>T (p.Q593X) gây ra sự đơn bội của A20 có thể là 

nguyên nhân gây ra bệnh [175]. Theo Chang và cộng sự, ba đột biến/đa hình 

c.1081 G>A (p.E361K), c.1398 C>G (p.S466R) (rs200878487) và c.1760 C>T 

(p.P587L) (rs 150056192) được tìm thấy ở các bệnh nhân ung thư biểu mô tế 

bào vảy miệng đều nằm trên exon 7 [80]. Tương tự như vậy, khi nghiên cứu trên 

các bệnh nhân T-ALL, ba đa hình g.3033 C>T, g.3910 G>A và g.3904 A>G đều 

được tìm thấy trên exon 7 của gen A20. Trong đó, g.3033 C>T là SNP phổ biến 

nhất trong bệnh T-ALL, chiếm 60%. Những đột biến này đều làm thay đổi 

amino acid [81]. Dựa trên những thông tin này, exon 7 của gen A20 được lựa 

chọn để nghiên cứu đánh giá đa hình trên gen A20, cũng như phân tích các mối 

liên quan đến gen này. 

 Gutierrez và cộng sự (2002) đã nghiên cứu các khối u khác nhau từ những 

thành viên trong gia đình bốn thế hệ người Đức và kết luận rằng, các khối u này 

đều liên quan đến u da cylindromas và trichoepitheliomas. Sau khi phân tích đột 

biến dựa trên DNA của tế bào bạch cầu, cũng như DNA và RNA của khối u đều 

cho thấy đột biến lệch khung trên gen CYLD (2253delG). Cho đến năm 2009, đã 

xác định được 51 đột biến trên gen CYLD. Trong đó 41% (21/51) là đột biến 
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dịch khung, 35% (18/51) là đột biến vô nghĩa, 14% (7/51) đột biến sai nghĩa và 

10% (5/51) là đột biến ở vị trí cắt nối. Patrick và Jorge (2009) cũng thực hiện các 

phân tích về đột biến CYLD của 87 gia đình và kết quả cho thấy, 84% (73/87) 

trường hợp mắc ung thư biểu mô tế bào đáy; Trong số đó, 88% (30/34) trường 

hợp mắc u cylindromatosis, và 72% (18/25) trường hợp mắc u trichoepithelioma 

do đột biến gen CYLD gây ra. Tuy nhiên, tỷ lệ phát sinh đột biến CYLD được 

báo cáo trước đây đối với u da trichoepithelioma và u cylindromatosis có tính 

gia đình lần lượt là 100% (3/3) và 44% (4/9) [82]. Bên cạnh đó, trong nghiên 

cứu này, Patrick và Jorge cũng nghiên cứu 6 đột biến sai nghĩa trên gen CYLD 

đã được công bố để đánh giá xem có liên quan với một kiểu hình cụ thể nào 

không thì kết quả cho thấy rằng phần lớn đột biến sai nghĩa đều xảy ra ở những 

bệnh nhân mắc u trichoepitheliomas. Cụ thể, đột biến p.D681G xảy ra trong một 

gia đình có 3 thành viên bị ảnh hưởng, trong đó 11/12 khối u được phân tích là 

trichoepitheliomas. Bên cạnh đó, đột biến khác (p.E747G) lại được tìm thấy ở 2 

gia đình, trong đó có một gia đình gốc Thổ Nhĩ Kỳ với 13 thành viên mắc u 

trichoepitheliomas [82].  

 Nghiên cứu và phân tích các nốt xuất hiện ở một bệnh nhân ung thư biểu 

mô tế bào đáy 46 tuổi cho thấy đột biến thay thế (c.1684+1 G>A) trên gen CYLD 

có trong DNA được phân lập từ khối mô và máu ngoại vi của bệnh nhân này. 

Đột biến (c.1684+1 G>A) xảy ra ở điểm nối exon-intron và có ảnh hưởng đến 

việc nối đúng. Bên cạnh đó, đột biến CYLD còn liên quan đến sự hình thành của 

một số khối u ác tính như ung thư đại tràng, ung thư biểu mô tế bào gan, bệnh đa 

u tủy xương, và bệnh bạch cầu. Các nghiên cứu về gen CYLD đều cho rằng, 

CYLD được biểu hiện nhiều trong quá trình nguyên phân và nó có tham gia vào 

các chu kỳ tế bào. Những phát hiện này là tiền đề để Yunfan Yang và cộng sự 

(2015) khám phá ra vai trò tiềm năng của CYLD trong việc điều chỉnh khả nhạy 

cảm của tế bào bạch cầu với các loại thuốc nhắm mục tiêu vi ống. Sự rối loạn 

của CYLD đã được chứng minh là một trong những yếu tố thúc đẩy sự tiến triển 

của bệnh CLL và ALL. CYLD ngăn chặn sự hình thành khối u thông qua điều 

hòa quá trình apoptosis, và hoại tử của tế bào [67].  
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 Miguel Rito (2018) đã xác định được 20 SNP trên gen CYLD bao gồm 3 

SNP đồng nghĩa, và 17 SNP không đồng nghĩa. Trong đó các SNP nằm trên 

exon 9-11 được xác định ở cả u tuyến và ung thư biểu mô tuyến, còn các SNP 

trên exon 12-20 chỉ được tìm thấy ở ung thư biểu mô. Mặc dù, các nhà khoa học 

vẫn không tìm thấy được mối tương quan giữa đa hình/đột biến CYLD và mức 

độ biểu hiện CYLD, cũng như các chỉ số lâm sàng, nhưng các kết quả đạt được 

cũng rất cần thiết cho việc chẩn đoán và điều trị trong tương lai [176]. Beatty và 

cộng sự nghiên cứu về bệnh ung thư tuyến mồ hôi đã báo cáo rằng, 99% đột biến 

mất chức năng của gen CYLD được tìm thấy trên exon 9 đến exon 20. Trong đó, 

hầu hết các đột biến xảy ra ở exon 16, 17 và 20 [177]. Trong nghiên cứu tương 

tự, Blake và cộng sự cũng khẳng định rằng vị trí đột biến phổ biến trên gen 

CYLD nằm ở exon 16 và 17 [82]. Hơn thế nữa, khi phân tích cấu trúc gen CYLD, 

có thể thấy rằng, exon 16 nằm tại vị trí tương tác với polyubiquitin để khiến cho 

trung tâm hoạt động của CYLD thực hiện chức năng polyubiquitin. Như vậy, 

exon này đóng vai trò quan trọng trong hoạt động của gen CYLD [86] và được 

lựa chọn để nghiên cứu trên bệnh bạch cầu dòng tủy. 

 Trong nghiên cứu này, một số điểm đa hình trên gen A20, CYLD đã được 

tìm ra ở bệnh bạch cầu dòng tủy. Cụ thể là 4 điểm đa hình trên gen CYLD ở bệnh 

AML (p.E723E/c.G2411A; p.Q731H/c.G2435C; p.E735H/c.G2445A và 

p.E747K/c.G2481A) và 2 điểm đa hình trên gen này ở bệnh CML 

(p.V725V/c.T2417G; p.Q731H/c.G2435C); 4 điểm đa hình trên gen A20 ở bệnh 

AML (p.L335S/c.T1303C; p.K337Q/c.A1308C; p.K354N/c.G1361T; 

p.S376T/c.T1425A) và 2 điểm hình trên gen này ở bệnh CML 

(rs37471883/p.G456V; rs200878487/p.S466R). Trong đó, SNP 

rs200878487/p.S466R đã được Yuli (2016) xác định nằm trên exon 7 của gen 

A20 và có liên quan đến nguy cơ mắc bệnh ung thư biểu mô tế bào vảy miệng 

[80]; SNP rs374721883/p.G456V cũng đã được tìm thấy và ghi nhận là một đột 

biến trên gen A20 ở bệnh nhân u lympho tế bào áo nang (Bằng sáng chế quốc tế, 

số WO 2016/071770); Các SNP p.E723E/c/G2411A; p.Q731H/c.G2435C và 

p.E735K/c.G2445A cũng đã được Đỗ Thị Trang và cộng sự (2022) khẳng định 
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là những đa hình/đột biến trên gen CYLD ở các bệnh nhân tăng hồng cầu vô căn 

[178]; Còn các SNP còn lại (p.V725V/c.T2417G; p.L335S/c.T1303C; 

p.K337Q/c.A1308C; p.K354N/c.G1361T; p.S376T/c.T1425A) đều là những 

SNP mới. Trong số các đa hình này, chỉ có đa hình tại vị trí p.Q731H trên gen 

CYLD là có sự khác biệt đáng kể về kiểu gen GC giữa bệnh nhân bạch cầu dòng 

tủy và nhóm người khỏe mạnh khi so sánh với kiểu gen GG. Đồng thời tần số 

allele C cũng có liên quan đến khả năng giảm nguy cơ mắc bệnh bạch cầu dòng 

tủy. Bên cạnh đó, dựa trên kết quả phân tích bằng phần mềm PolyPhen-2 nhằm 

dự đoán khả năng ảnh hưởng của điểm đa hình/đột biến tới cấu trúc và chức 

năng protein đã cho thấy, tại điểm đa hình c.G2435C đã làm thay đổi amino acid 

Glutamine (Q) ở vị trí 731 thành Histidine (H) trong chuỗi protein, đồng thời. vị 

trí này có mức ảnh hưởng tương đối cao đến cấu trúc và chức năng protein với 

điểm số tin cậy HumDiv và HumVar đạt giá trị lần lượt là 0,989 và 0,638. Kết 

quả này bước đầu đã cung cấp những thông tin hữu ích nhằm thúc đẩy quá trình 

phát hiện bệnh và thậm chí góp phần tìm ra liệu pháp điều trị bệnh hiệu quả hơn 

trong tương lai.  

4.1.2. Mức độ biểu hiện gen và biểu hiện viêm ở bệnh bạch cầu dòng tủy 

Trong tế bào lympho B, A20 hạn chế sự kích hoạt của các con đường tín 

hiệu bởi những chất cảm ứng sinh lý liên quan đến sự xâm nhập của các mầm 

bệnh vào cơ thể. Ở chuột, khi A20 bị bất hoạt trong tế bào lympho B gây ra hội 

chứng viêm với các biểu hiện tự miễn dịch như viêm mạn tính kéo dài, nồng độ 

IL-6 tăng cao, tế bào huyết tương tăng đáng kể và sự xuất hiện của các thể tự 

kháng đặc hiệu. Do vậy, khi tế bào lympho B phản ứng nhanh hơn với các kích 

thích từ môi trường do chức năng A20 bị giảm đi đã cho thấy, mối tương quan 

giữa các đột biến gen di truyền hoặc đa hình trong A20 và các bệnh tự miễn dịch 

khác ở người [71].  

 Các nghiên cứu trên chuột về biểu hiện của A20 đã bị bất hoạt trong đại 

thực bào và bạch cầu hạt đã chứng tỏ rằng, sự biểu hiện của A20 trong các tế bào 

này là cần thiết để duy trì cân bằng nội môi miễn dịch bẩm sinh [58]. Các tế bào 

tủy thiếu A20 sẽ dẫn đến tình trạng viêm đa khớp ăn mòn và sau đó có thể tăng 
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khả năng hủy xương góp phần làm thay đổi quá trình tạo xương. Như vậy, biểu 

hiện A20 trong tế bào tủy ngăn chặn các tín hiệu gây ra viêm khớp và loãng 

xương. Những phát hiện này cung cấp những hiểu biết về sinh lý bệnh đối với sự 

thiếu hụt A20 dẫn đến bệnh viêm khớp ở chuột và ở người [69]. 

 CYLD là enzyme DUB được tìm thấy đầu tiên trong các khối u hình trụ 

lành tính, nhưng gần đây CYLD được ghi nhận là có vai trò điều chỉnh con 

đường truyền tín hiệu, tham gia vào nhiều quá trình sinh lý và bệnh lý. Từ đó 

gây ra quá trình apoptosis và ức chế sự hình thành khối u. Khi có sự biến đổi bất 

thường ở gen này gây ra sự xuất hiện của bệnh và phát triển nhiều loại khối u 

như u da cylindromas và trichoepitheliomas, hội chứng Brooke Spiegler và các 

khối u khác. Ngoài ra, sự biểu hiện CYLD được điều chỉnh giảm trong các bệnh 

ung thư phổi, ung thư vú, ung thư đại tràng, ung thư biểu mô tế baof gan và các 

khối u rắn khác [179]. Hiện nay, các nghiên cứu về CYLD trong các khối u ác 

tính về huyết học vẫn còn rất hạn chế. CYLD là một enzyme deubiquitinase, 

điều chỉnh sự tăng sinh và kích hoạt của các tế bào bạch huyết. Ở các bệnh nhận 

T-ALL và CLL, biểu hiện của gen này bị ức chế đáng kể [65]. Trong khi đó, vai 

trò của CYLD vẫn còn chưa được xác định rõ ràng ở các bệnh nhân bạch cầu 

dòng tủy. CYLD điều chỉnh nhiều con đường truyền tín hiệu và đóng vai trò 

quan trọng trong sự xuất hiện và phát triển của nhiều bệnh. Hiện tại, hầu hết các 

đột biến CYLD đã được báo cáo trong các khối u rắn, tuy nhiên vẫn còn rất ít 

nghiên cứu được thực hiện trên gen CYLD ở các khối u ác tính về huyết học. Sự 

vắng mặt của CYLD có thể là dấu hiệu tiên lượng về tình trạng của một số khối 

u ác tính về huyết học. Cho đến nay, cơ chế điều hòa của CYLD đối với chức 

năng hoạt động của tế bào vẫn chưa rõ ràng mà cần được tiếp tục nghiên cứu 

thêm. Làm sáng tỏ được cơ chế điều chỉnh con đường truyền tín hiệu của chúng 

có thể giúp xây dựng liệu pháp nhắm mục tiêu phân tử đối với các khối u ác tính 

về huyết học [180]. 

 Ở bệnh nhân CML, CYLD được xác định là có tham gia vào việc ức chế 

tín hiệu Dvl. Çalışkan và cộng sự (2017) đã thực hiện nghiên cứu đánh giá sự 

biểu hiện mRNA trong ba dòng tế bào K562, MEG01 và KU812 của bệnh CML 
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đều cho thấy sự biểu hiện mRNA của gen CYLD. Trong đó, sự biểu hiện của 

CYLD giảm xuống khi gen Dvl bị bất hoạt nhờ công nghệ siRNA. Trong khi thí 

nghiệm trước đó chỉ ra rằng CYLD có khả năng điều hòa protein Dvl và biểu 

hiện Dvl sẽ khiến biểu hiện CYLD giảm xuống [30].  

 Như vậy, các nghiên cứu trên các bệnh nhân, đặc biệt là bệnh nhân ung 

thư, mức độ biểu hiện gen A20, CYLD thường giảm. Trong nghiên cứu này, biểu 

hiện gen A20, CYLD cũng giảm đáng kể ở các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy. Cụ 

thể, mức độ biểu hiện mRNA của gen A20 giảm khoảng 3 lần (AML) và 39 lần 

(CML) với người khỏe. Trong khi đó, biểu hiện mRNA của gen CYLD ở người 

khỏe cao hơn ở các bệnh AML và CML lần lượt khoảng 2 lần và 89 lần. 

Các gen thuộc họ STAT được nghiên cứu rộng rãi trong nhiều loại bệnh và 

sự biểu hiện của chúng thường tăng lên ở nhiều bệnh nhân ung thư. Gen STAT1 

có mức độ biểu hiện phụ thuộc vào quá trình phosphoryl hóa tyrosine và khi 

được biểu hiện thì chúng ức chế sự phát triển của khối u và thúc đẩy quá trình 

chết của tế bào. Ở chuột thiếu STAT1 cho thấy, khối u phát triển mạnh hơn so 

với nhóm chứng là những con chuột khỏe mạnh, đồng thời khi đó chuột cũng sẽ 

nhạy cảm hơn với các bệnh do virus gây ra và không phản ứng lại được với các 

tác động của virus, thậm chí là tử vong trong khi lượng virus này không ảnh 

hưởng đến cơ thể bình thường. Trong khi đó STAT3 và STAT5 là hai protein 

quan trọng liên quan đến sự phát triển của bệnh ung thư. Kích hoạt STAT3/5 liên 

tục sẽ thúc đẩy quá trình viêm mạn tính, làm tăng tính nhạy cảm của các tế bào 

khỏe mạnh với các chất sinh ung thư [95]. Bên cạnh đó, Giang và cộng sự 

(2021) đã nghiên cứu sự biểu hiện của các gen STAT ở bệnh nhân CML cũng 

cho thấy, gen STAT1 có mức độ biểu hiện đều cao hơn đáng kể so với nhóm đối 

chứng và sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê (p < 0,05) [181]. Tuy nhiên, trong 

nghiên cứu này, biểu hiện của gen STAT1, STAT3 ở bệnh nhân bạch cầu dòng 

tủy lại hầu như không có sự thay đổi đáng kể so với nhóm người khỏe mạnh.  

 Viêm là quá trình thúc đẩy sự phát triển của khối u thông qua tác động 

trực tiếp hoặc gián tiếp của cytokine, chemochine, và các yếu tố tăng trưởng trên 

tế bào khối u. Trong các tế bào máu bình thường, sự kích hoạt các thụ thể bề mặt 
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tế bào bởi cytokine, chemokine và các yếu tố tăng trưởng có thể điều chỉnh hoạt 

động của các con đường dẫn truyền tín hiệu. Tuy nhiên, một số báo cáo đã khẳng 

định rằng, sự bất thường trong con đường tín hiệu có thể gây ra bệnh bạch cầu 

[182] và khi đó cytokine được coi nhân tố có tác động sâu sắc đến sự tiến triển 

của các khối u ác tính như bệnh bạch cầu dòng tủy. Trong khi các chất trung 

gian gây viêm như IL-1β, TNF-α và IL-6 có xu hướng tăng ở bệnh nhân AML, 

còn các chất trung gian chống viêm như TGF-β và IL-10 dường như cản trở sự 

tiến triển của bệnh AML [183]. 

 Trong nghiên cứu của Beatriz và cộng sự, nồng độ các cytokine tiền viêm 

hay kháng viêm đều được xác định ở các bệnh nhân AML thuộc cả 2 nhóm bệnh 

nhân trên 65 tuổi và dưới 65 tuổi. Cytokine IL-8 được tiết ra nhiều ở bệnh nhân 

AML dưới 65 tuổi trong khi nồng độ IL-4 và IL-5 trong huyết tương chỉ tăng 

cao ở nhóm bệnh nhân AML trên 65 tuổi. Nồng độ IL-6 thấp và IL-10 cao được 

coi là yếu tố tiên lượng thuận lợi cho khả năng sống sót ở bệnh nhân AML. Tuy 

nhiên, sự tương tác giữa các cytokine tiền viêm và kháng viêm ở AML cũng có 

thể kích thích đến sự tăng sinh, tồn tại và kháng thuốc của các tế bào bạch cầu 

[184]. Bên cạnh đó, Nievergall và cộng sự cũng cho biết, nồng độ TNF-α và IL-

6 trong huyết thanh cao được coi là dấu ấn sinh học trong việc chẩn đoán tình 

trạng bệnh CML [185]. IL-2 và IL-6 trong huyết thanh của CML tăng đáng kể so 

với nhóm đối chứng [186]. Tương tự như vậy, trong nghiên cứu này, nồng độ 

IL-6 và TNF-α được xác định là tăng cao đáng kể ở các bệnh nhân bạch cầu 

dòng tủy so với nhóm người khỏe. Cụ thể nồng độ IL-6 tăng ở cả bệnh nhân 

AML và CML lần lượt khoảng 84 và 138 lần so với nhóm người khỏe. Trong 

khi đó, nồng độ TNF-α được tiết ra ở các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy (AML và 

CML) tăng cao lần lượt khoảng 5 và 269 lần so với nhóm người khỏe. Sự thay 

đổi này nồng độ IL-6 và TNF-α đều có ý nghĩa thống kê (p<0,05). Điều này 

chứng tỏ, ở các bệnh nhân này quá trình viêm xảy ra khá nghiêm trọng, từ đó có 

thể là nguyên nhân khiến cho hệ thống miễn dịch của bệnh nhân suy yếu. 

Như vậy, các kết quả đạt được về đa hình gen A20, CYLD, mức độ biểu 

hiện của gen A20, CYLD đều giảm ở các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy so với 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sanchez-Correa+B&cauthor_id=23357299
https://www.nature.com/articles/leu201634#auth-E-Nievergall
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nhóm người khỏe mạnh, còn nồng độ cytokine IL-6 và TNF-α lại tăng cao ở các 

bệnh nhân này là những thông tin cần thiết cho việc tiếp tục phân tích mối liên 

hệ giữa chúng, từ đó có thể có cơ sở để xác định cơ chế bệnh sinh của bệnh bạch 

cầu dòng tủy. 

4.1.3. Mối liên quan giữa đa hình nucleotide đơn, biểu hiện gen A20, CYLD, 

STAT1, STAT3 và biểu hiện viêm ở bệnh bạch cầu dòng tủy 

A20, CYLD là protein DUB đóng vai trò điều hòa các con đường tín hiệu 

khác nhau nhằm điều chỉnh quá trình sinh lý bên trong cơ thể, từ các phản ứng 

miễn dịch và phản ứng viêm đến sự tiến triển của chu trình tế bào, quá trình sinh 

tinh và tạo xương. Cụ thể, A20, CYLD điều chỉnh làm giảm tín hiệu NF-κB. 

Trong đó họ các yếu tố phiên mã đóng vai trò trung gian cho sự biểu hiện của 

một số lượng lớn gen trong phản ứng viêm [157]. Nhiều nghiên cứu cho thấy, 

mức độ biểu hiện của gen A20, CYLD thường thấp ở một số bệnh nhân ung thư 

và khi các gen này bị làm bất hoạt có thể thúc đẩy sự tăng sinh của các tế bào 

ung thư [158].  

Do đó, việc nghiên cứu mối liên hệ giữa đa hình gen A20, CYLD, biểu 

hiện của gen A20, CYLD và gen tín hiệu STAT1, cũng như nồng độ cytokine IL-6 

và TNF-α tiết ra ở các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy là cơ sở để tìm ra được cơ 

chế bệnh sinh của các bệnh nhân ung thư bạch cầu dòng tủy. Kết quả phân tích 

cho thấy, chỉ tìm ra được mối liên hệ chặt chẽ giữa đa hình tại vị trí p.Q731H 

trên gen CYLD và nồng độ cytokine IL-6 do các bệnh nhân mắc bệnh AML tiết 

ra. Cụ thể, các bệnh nhân AML với kiểu gen GG sẽ có nồng độ IL-6 cao hơn hẳn 

so với bệnh nhân có kiểu gen GC. Mặc dù vậy, gen A20, CYLD vẫn là mục tiêu 

tiềm năng cho việc nghiên cứu và đánh giá mức độ tiến triển của bệnh, đồng thời 

kết quả đánh giá này có thể cung cấp những thông tin hữu ích cho các nghiên 

cứu về vai trò của A20, CYLD đối với bệnh bạch cầu dòng tủy; từ đó có thể tìm 

ra được những phương thức đánh giá tình trạng của bệnh, cũng những định 

hướng biện pháp điều trị bệnh hiệu quả. 
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4.2. Xác định vai trò của A20, CYLD đối với quá trình tăng sinh và 

apoptosis của tế bào K562 

Vincristine là một chất được chiết xuất từ cây dừa cạn (Cantharanthus 

roseus) có tác dụng ức chế hiệu quả đối với một số bệnh ung thư như bệnh bạch 

cầu đơn nhân, ung thư vú, ung thư gan, ung thư buồng trứng, ung thư đầu và cổ, 

ung thư tinh hoàn và bệnh bạch cầu dòng lympho [135]. Cơ chế hoạt động của 

vincristine được xác định là tương tự với các chất chống ung thư đặc hiệu dựa 

theo chu kỳ của tế bào. Trong quá trình điều trị, vincristine thường gây độc ở hệ 

thống thần kinh, rồi giải phóng các chất trung gian cho quá trình tiền viêm như 

IL-6 và TNF-α khi các tế bào được kích hoạt [137, 138]. Bằng cách kích hoạt 

con đường tín hiệu NF-κB/STAT, vincristine được coi là tác nhân điều hòa một 

phần hoạt động chống ung thư [139]. Một số nghiên cứu cũng đã chỉ ra rằng, 

vincristine làm giảm bạch cầu trong máu ngoại vi và gây suy tủy, đồng thời có 

thể kéo dài được tuổi thọ đáng kể của các mô hình cấy ghép bệnh bạch cầu dòng 

lympho trên chuột [135]. Theo Paloma và cộng sự (2011), vincristine làm giảm 

đáng kể khả năng sống sót của tế bào K562 bằng cách ngăn chặn sự tiến triển 

của chu trình tế bào [134]. 

Chính vì tầm quan trọng của vincristine đối với việc hỗ trợ điều trị một số 

bệnh ung thư, cũng như vai trò của A20, CYLD ở một số bệnh mà nghiên cứu 

đánh giá sự liên quan giữa A20, CYLD đối với sự tăng sinh và quá trình 

apoptosis của tế bào được thực hiện trên một dòng tế bào CML (K562) khi tế 

bào này được xử lý bởi vincristine nhằm khẳng định rõ vai trò của A20, CYLD 

đối với bệnh CML và từ đó có thể tìm ra biện pháp phòng và điều trị bệnh hiệu 

quả hơn. Trong nghiên cứu này, khi tế bào K562 được xử lý với vincristine thì 

mức độ biểu hiện mRNA của A20 và CYLD tăng lên đáng kể so với mức độ biểu 

hiện của hai gen này ở tế bào K562 không được xử lý với vincristine, đặc biệt 

trong trường hợp được xử lý với vincristine ở nồng độ 300 nM. Đây chính là cơ 

sở để thực hiện các thí nghiệm tiếp theo nhằm đánh giá vai trò của A20 và 

CYLD đối với sự tăng sinh và quá trình apoptosis của tế bào K562. Kết quả 

nghiên cứu cho thấy, số lượng tế bào dương tính với CFSE được xác định là 
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giảm, trong khi số lượng tế bào dương tính với Annexin V/PI, cũng như sự tích 

tụ ROS tăng lên đáng kể khi tế bào được xử lý với vincristine (300 nM). Điều 

này chứng tỏ vai trò ức chế của vincristine đối với sự tăng sinh và sống sót của 

tế bào K562. Khi đó, vincristine liên kết với các vi ống để ngăn chặn sự phát 

triển của thoi phân bào, từ đó ức chế sự tăng sinh của tế bào [187]. Ngoài ra, 

nghiên cứu này cũng chỉ ra rằng, vincristine không ảnh hưởng đến quá trình kích 

hoạt và sự trưởng thành của tế bào K562. Bên cạnh đó, khi cùng được xử lý bởi 

vincristine, mức độ biểu hiện mRNA của A20, CYLD tăng đáng kể trong các tế 

bào K562, còn trong tế bào PBMC sự biểu hiện mRNA của hai gen này chỉ tăng 

nhẹ. Trong trường hợp gen A20 bị bất hoạt thì tác dụng ức chế sự tăng sinh và 

tồn tại của tế bào K562 không còn nữa, trong khi đó chỉ có sự tăng sinh của tế 

bào K562 bị ức chế khi có sự xuất hiện của gen CYLD khi tế bào này được xử lý 

bởi vincristine. Trước đó, một số nghiên cứu cũng khẳng định A20 có thể thúc 

đẩy quá trình apoptosis của tế bào ở bệnh ung thư hạch [44], CLL [47] và bệnh 

bạch cầu dòng tủy. Hơn thế nữa, A20 còn có tác dụng ngăn chặn sự tăng sinh và 

di căn của tế bào [46]. So với A20, CYLD không tác động nhiều đến quá trình 

apoptosis của tế bào K562. Cho đến nay, vẫn chưa có báo cáo nào về vai trò điều 

hòa của CYLD đối với các chức năng của tế bào bạch cầu dòng tủy, mặc dù 

CYLD đã được chứng minh là enzyme deubiquitinase điều hòa dương tính quá 

trình apoptosis của tế bào ở bệnh ALL và CLL [45, 50]. Rõ ràng rằng, 

vincristine đóng vai trò khác nhau trong việc điều chỉnh hoạt động của tế bào. 

Như vậy, nghiên cứu này đã cho thấy, vincristine ức chế sự tăng sinh và sống sót 

của tế bào K562 thông qua việc tăng cường sự biểu hiện A20. Những phát hiện 

này có thể góp phần xây dựng được liệu pháp trong việc điều trị bệnh ung thư 

khi sử dụng vincristine trên các tế bào CML nhạy cảm với A20. 

4.3. Xác định vai trò của gen CYLD đối với đại thực bào được biệt hóa bởi 

M-CSF qua tín hiệu STAT1 

 Bên cạnh việc đánh giá vai trò của gen A20, CYLD đối với sự tăng sinh và 

quá trình apoptosis của dòng tế bào CML khi được xử lý bởi vincristine thì trong 

nghiên cứu này chúng tôi cũng tập trung đánh giá vai trò của gen CYLD đối với 
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các tế bào được biệt hóa từ PBMC để qua đó có thể đưa ra những đánh giá toàn 

diện hơn về gen CYLD cũng như chức năng của chúng trong việc xây dựng biện 

pháp điều trị bệnh bạch cầu dòng tủy.  

 Một số báo cáo đã khẳng định rằng, CYLD là một trong những enzyme 

deubiquitinase có vai trò điều hòa âm tính tình trạng viêm quá mức trong đại 

thực bào thông qua con đường tín hiệu NF-κB [188] và STAT1 [189] ở chuột. 

Tương tự như vậy, nghiên cứu này cũng đã xác định được rằng CYLD ức chế sự 

trưởng thành và khả năng tiết cytokine cũng như gây ra hiện tượng thực bào và 

quá trình apoptosis của đại thực bào thông qua tín hiệu STAT1. Cụ thể, bình 

thường, mức độ biểu hiện của STAT1 của các đại thực bào là thấp, nhưng khi bị 

làm bất hoạt CYLD thì mức độ biểu hiện STAT1 tăng lên, đặc biệt trong trường 

hợp làm bất hoạt CYLD, kết hợp với xử lý bằng fludarabine. Điều này cho thấy, 

Biểu hiện của CYLD góp phần ức chế sự kích hoạt tín hiệu STAT1 trong đại 

thực bào. Ngoài ra, khi không có CYLD, sự biểu hiện của các phân tử CD40 và 

CD86, cũng như sự giải phóng IL6, TNF-α của đại thực bào được tăng cường 

đáng kể. Trong khi đó, khả năng hấp thu FITC-dextran và Annexin V/PI của các 

đại thực bào này ít hơn so với đại thực bào không bị bất hoạt gen CYLD. Do đó, 

có thể thấy rằng, CYLD đã thúc đẩy quá trình thực bào của đại thực bào, tuy 

nhiên với sự hiện diện của fludarabine, tác dụng này của CYLD đối với đại thực 

bào bị loại bỏ. Qua đó, khẳng định được rằng, tác dụng ức chế của CYLD đối 

với chức năng của đại thực bào phụ thuộc vào việc kích hoạt tín hiệu STAT1 lần 

đầu tiên được ghi nhận trong nghiên cứu này. Hơn nữa, trong các nghiên cứu 

trước đó, mức độ biểu hiện CYLD giảm cũng được ghi nhận ở một số bệnh ung 

thư máu [66, 178]. Nhiều nghiên cứu khác cũng khẳng định rằng khi CYLD bị 

bất hoạt sẽ kích hoạt tín hiệu Wnt, liên quan đến việc tiên lượng xấu ở bệnh đa u 

tủy xương [190] và bệnh u lympho [65, 191]. Ngoài ra, khi biểu hiện CYLD cao 

cho thấy khả năng sống sót tốt hơn ở các bệnh nhân bạch cầu dòng lympho mạn 

tính [65]. Gần đây, đột biến gen CYLD được xác định là có liên quan đến tính 

nhạy cảm với bệnh bạch cầu dòng lympho ở trẻ em. Cho đến nay, vẫn chưa có 

bằng chứng cho thấy sự thay đổi gen này có liên quan đến bệnh AML nhưng 
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biểu hiện của CYLD thấp cũng là dấu hiệu cho thấy nguy cơ tương đối cao ở các 

bệnh nhân AML. 

 Như đã đề cập ở trên, CYLD có vai trò điều hòa sự kích hoạt và trưởng 

thành của đại thực bào qua tín hiệu STAT1. Hơn nữa, mức độ biểu hiện của 

CYLD tăng đáng kể khi M-AML được xử lý bằng fludarabine-chất ức chế tín 

hiệu STAT1. Do đó, câu hỏi được đặt ra là liệu tín hiệu STAT1 có liên quan đến 

vai trò ức chế đối với chức năng hoạt động của M-AML hay không. Các dữ liệu 

thu được cho thấy, không giống như M-HP, khi M-AML (M4/M5b) được xử lý 

bởi fludarabine, biểu hiện CYLD tăng cao kích hoạt sự hấp thu FITC-dextran và 

quá trình thực bào của M-AML. Phát hiện này khẳng định rằng CYLD đã thúc 

đẩy quá trình thực bào của M-AML thông qua con đường tín hiệu STAT1. 

Không giống như tác dụng của STAT1 đối với việc điều chỉnh chức năng của 

của đại thực bào ở bệnh AML, STAT3 và STAT5 được chứng minh là có vai trò 

kích thích sự tăng sinh và ức chế quá trình apoptosis trong các khối u ác tính về 

huyết học [192, 193]. Ngoài ra, để trả lời cho câu hỏi liệu CYLD và STAT1 có 

tương tác vật lý trong M-AML và M-HP hay không thì thí nghiệm kích thích 

miễn dịch CYLD được thực hiện trên các đại thực bào khi được xử lý và không 

xử lý với LPS. Tương tự với các nghiên cứu được thực hiện trên đại thực bào 

của chuột [194], kết quả phân tích western blot đã chỉ ra rằng, CYLD không 

tương tác với STAT1. Do đó, kích hoạt STAT1 có thể dẫn đến ức chế gián tiếp 

biểu hiện CYLD. Hơn thế nữa, một số nghiên cứu khác cũng khẳng định CYLD 

thực hiện vai trò tiền thực bào của các đại thực bào từ phân nhóm M4/M5b 

thông qua con đường STAT1. Như vậy kết quả này đã đưa ra những thông tin có 

ý nghĩa khoa học hữu ích về tác dụng thúc đẩy của CYLD đối với quá trình thực 

bào của đại thực bào trong bệnh AML khi được điều trị bằng fludarabine. 

 Với những kết quả đã đạt được, có thể thấy, vai trò CYLD rất quan trọng 

đối với M-HP và M-AML. Cụ thể, ở đại thực bào M-HP, CYLD ức chế sự kích 

hoạt STAT1 trong đại thực bào, nhưng không làm ảnh hưởng đến STAT3. 

CYLD có vai trò kích thích sự hấp thu FITC-dextran, và quá trình thực bào của 

tế bào AML, từ đó làm tăng cường quá trình apoptosis các tế bào bạch cầu khi 
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có sự biểu hiện của STAT1. Tuy nhiên, đối với M-AML, CYLD kích thích khả 

năng hấp thụ FITC-dextran (thể M4/M5b) tăng đáng kể so với M-HP, đồng thời 

làm tăng cường việc loại bỏ các tế bào bạch cầu ở thể M5b và chỉ một phần đối 

với thể M4 khi được xử lý với fludarabine. 
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CHƯƠNG 5: KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

Kết luận: 

1. Mối liên quan giữa đa hình/đột biến trên gen A20, CYLD, biểu hiện gen tín 

hiệu liên quan, và nồng độ cytokine ở bệnh bạch cầu dòng tủy 

- Đã xác định được 5 điểm đa hình trên gen CYLD; 6 điểm đa hình trên 

gen A20 ở các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy; Trong đó, đa hình tại vị trí 

p.Q731H trên gen CYLD có sự khác biệt đáng kể về kiểu gen GC so với kiểu gen 

GG khi so sánh với nhóm người khỏe. 

- Đã xác định được mức độ biểu hiện mRNA của A20, CYLD đều giảm 

đáng kể ở các bệnh nhân bạch cầu dòng tủy so với nhóm người khỏe; Trong khi 

đó, nồng độ IL-6, TNF-α được ghi nhận là tăng ở các bệnh nhân này.  

- Đã xác định được mối liên quan chặt chẽ giữa đa hình gen CYLD tại vị 

trí p.Q371H và nồng độ cytokine IL-6 ở bệnh nhân bạch cầu dòng tủy cấp. 

2. Vai trò của gen A20, CYLD đối với chức năng tế bào  

- Đã xác định được vai trò của gen A20, CYLD trong việc ức chế quá trình 

tăng sinh và thúc đẩy apoptosis của tế bào K562 được xử lý bởi vincristine.  

- Đã xác định được vai trò của CYLD trong việc hoạt hóa đại thực bào 

được biệt hóa từ PBMC của người khỏe (M-HP) khi có sự biểu hiện mRNA của 

STAT1, trong khi đó biểu hiện mRNA của CYLD lại tăng cường sự hoạt động 

của đại thực bào M-AML khi được xử lý với fludarabine.    

 

Kiến nghị: 

Cần tiếp tục nghiên cứu xác định các điểm đa hình/đột biến trên các exon 

khác của gen A20, CYLD, từ đó có thể đánh giá chính xác hơn về vai trò của gen 

A20, CYLD đối với bệnh bạch cầu dòng tủy. Đồng thời, tiếp tục đánh giá hiệu 

quả việc sử dụng các tế bào được biệt hóa bởi M-CSF và xử lý với vincristine 

trong việc xây dựng hướng điều trị bệnh bạch cầu dòng tủy kết hợp với liệu pháp 

gen đích A20, CYLD hoặc liệu pháp tế bào đích liên quan đến A20, CYLD. 
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đại học Y Hà Nội. 

36. C. N. P. Dung, Đánh giá đáp ứng điều trị thuốc imatinib mesylat trên bệnh 
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PHỤ LỤC 

Phụ lục 1:  Tiêu chuẩn chẩn đoán bệnh bạch cầu dòng tủy 

* Bệnh bạch cầu dòng tủy cấp 

 Bệnh AML được chẩn đoán dựa vào những đặc điểm sau [195]: 

 - Chẩn đoán xác định:  

   + Dựa vào triệu chứng lâm sàng điển hình của bệnh 

   + Xét nghiệm tủy đồ thấy tế bào blas ≥ 20% tế bào có nhân trong tủy 

 - Chẩn đoán thể hiện bệnh và xếp loại bệnh bạch cầu dòng tủy cấp: Chẩn 

đoán thể bệnh bạch cầu tủy cấp dựa trên các bảng xếp loại của WHO và FAB 

 -  Xếp loại bệnh bạch cầu dòng tủy cấp: 

   + Xếp loại bạch cầu dòng tủy cấp theo FAB 1986 có bổ sung. 

   + Kết hợp miễn dịch chia thành 8 thể, từ M0 đến M7 

* Bệnh bạch cầu dòng tủy mạn: 

 Bệnh CML được chẩn đoán dựa vào những đặc điểm sau [195]:  

 - Chẩn đoán xác định:  

   + Dựa vào các triệu chứng lâm sàng như: Lách to, gan to; Thiếu máu mức 

độ nhẹ hoặc vừa; Tắc mạch; Khi bệnh chuyển sang giai đoạn cấp tính thì xuất hiện 

triệu chứng thiếu máu, xuất huyết và nhiễm trùng; 

   + Xét nghiệm tế bào máu ngoại vi, tủy đồ, NST Ph và/hoặc gen BCR-ABL1 

 - Chẩn đoán phân biệt:  

   + Phản ứng giả với bệnh bạch cầu gặp trong nhiễm trùng nặng: Phát hiện ổ 

nhiễm trùng, không có NST Ph và gen kết hợp BCR-ABL1. 

   + Các bệnh khác trong hội chứng tăng sinh tủy mạn ác tính, theo bảng xếp 

loại của WHO năm 2016. 
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Phụ lục 2: Thống kê kết quả chỉ số hóa sinh của bệnh nhân bạch cầu dòng tủy 

Bảng 4.1. Thống kê kết quả đánh giá các chỉ số hóa sinh của bệnh nhân 

Chỉ số hóa sinh 

AML (n=92) CML (n=50) 

Giá trị 

bình 

thường 

Bệnh nhân 

có kết quả 

xét nghiệm 

cao (%) 

Giá trị 

trung bình 

Bệnh nhân 

có kết quả 

xét nghiệm 

cao (%) 

Giá trị 

trung bình 

Độ tuổi bệnh nhân  
46,2 (1-84)  

(1-84 tuổi) 
 47,18 (16-80)  

Nam  
54,3% (50 

nam) 
 72% (36 nam)  

Urea (mmol/L) 33,72% 6,14 ± 0,35 2,13% 5,09 ± 1,27 2,5 -7,5 

Glucose (mmol/L) 50,6% 6,46 ± 0,22 29,17% 6,29 ± 1,79 3,9-6,4 

Creatinine 

(µmol/L) 
16,09% 90,53 ± 28,15 10,2% 84,01 ± 21,1 53-120 

Uric acid (µmol/L) 27,91% 411,18 ± 16,9 12,24% 318,92 ± 99,24 150-420 

Bilirubin T.P 

(µmol/L) 
26,44% 14,26 ± 1,58 10,42% 12,45 ± 2,97 < 17 

Bilirubin T.T 

(µmol/L) 
14,82% 4,24 ± 1,01 16,67% 3,04 ± 0,59 < 4,3 

Bilirubin G.T 

(µmol/L) 
28,74% 10,11 ± 0,62 12,5% 9,52 ± 1,61 < 12,7 

Protein T.P (g/L) 20,29% 78,34 ± 4,35 15% 95,7 ± 19,32 65-82 

Albumin (g/L) 0% 37,95 ± 0,53 0% 41,51 ± 9,92 35-50 

Globulin (g/L) 34,29 % 36,06 ± 0,81 15,79% 33,36 ± 9,92 24-38 

Ferritin (ng/L) 91,55 % 945,13 ± 67,8 55,32% 392,15 ± 28,04 30-300 

AST (GOT) (U/L) 31,4 % 44,2 ± 4,63 24% 36,5 ± 8,48 < 37 

ALT (GPT) (U/L) 31,4 % 37,46 ± 3,97 20% 40,14 ± 9,54 < 40 

LDH (U/L) 67,95 % 1879,17 ± 413 48,98% 541,09 ± 129,95 230-460 

AST-Aspartate transaminase; ALT-Alanine aminotransferase; LDH-Lactate dehydrogenase 

 

Phụ lục 3: Danh sách bệnh nhân và người khỏe 
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