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LOI CAM DOAN

T6i xin cam doan luan &n véi dé tai “Nghién cau vai tro cua gen A20 va
CYLD trong diéu hoa chirc ning té bao ¢ bénh nhan bach cau dong tay" Ia
cong trinh nghién cau duoc toi thuc hién. Nghién ctu nay 1a mot phan cua dé
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DTDBL.CN-43/21.
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1
MO PAU

Bénh bach ciu dong tay 1a mot trong cac loai bénh bach cau kha phé bién va
Xay ra & moi lra tudi nhung thuong gap nhit 1a & ngudi trudng thanh. Bénh bach
cau dong tay c6 hai loai: Bénh bach cau dong tuy cap tinh (AML — Acute myeloid
leukemia) va bénh bach cau dong tay man tinh (CML — Chronic myeloid leukemia).
Hon mot nira bénh nhan bach cau dong tay duoc phat hién trén 60 tudi, véi tudi
méc bénh trung binh cuaa cac bénh nhan 1a 64. Hién nay, viéc diéu tri cho cac bénh
nhan bach cau dong tay cha yéu thuong dugc thuc hién bang bién phéap héa tri va
ghép té bao dong loai. Tuy nhién ty I¢ lui bénh sau hda tri liéu cling nhu thoi gian
on dinh bénh déu giam, dong thoi cac tac dung phu cua viéc diéu tri ndy lai ting
dang ké ¢ ngudi bénh 1on tudi. Do d6, hién nay nhiéu nha khoa hoc trong va ngoai
nude déu quan tam nghién cau vé nguyén nhan gay bénh bach cau dong tay.

Céac gen deubiquitin A20, CYLD mé hoa cho cac protein thuoc nhém DUB
(Deubiquitinase) dong vai trd quan trong trong diéu hda cac qué trinh ting sinh va
qua trinh chét té bao theo chuong trinh (apoptosis). Cac protein DUB nay c6 thé
phan cat cac lién két peptide hoic isopeptide gitra protein dich va ubiquitin dé lam
dao nguoc qué trinh sinh hoc bén trong té bao. Cac protein A20, CYLD tham gia
diéu hoa am tinh cac phan tng mién dich va giai phdng cac cytokine viém thdng
qua con duong tin hiéu STAT. Khi A20, CYLD biéu hién bat thuong co thé lién
quan dén su hinh thanh va phat trién caa bénh bach cau va bénh ung thu hach.

Dua trén ciu tric cua gen CYLD, exon 16 c6 vai trd tuong tac Vi
polyubiquitin gan véi protein dich dé tr d6 khién cho trung tdm hoat dong cua
CYLD thuc hién chic nang phan cét lién két polyubiquitin va protein. Nhu vay,
exon 16 dong vai tro quan trong trong hoat dong cua gen CYLD. Bén canh do, su
bat thudng trén gen A20 ¢4 dugc tim thiy ¢ bénh CLL va ALL, dic biét 1 trén vi tri
exon 7. Hon thé nira, gan day, ty 18 nguoi mac bénh bach cau dong tay ngay cang
tang, trong khi d6 viéc diéu tri bénh Iy nay con gap nhiéu khé khan. Do d6, nghién
ctru nay tap trung nghién ciu da hinh/dot bién trén exon 7 gen A20 va trén exon 16
gen CYLD & bénh bach cau dong tuy.

Vincristine 1a thudc chéng ung thu ¢6 ban chat alkaloid, duoc tach chiét tir
cay Dura can (Catharantus roseus). Vincristine thuc day qué trinh apoptosis ciia mot

s té bao ung thu. Chinh vi vay, cing véi viéc xac dinh dugc cac da hinh gen
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CYLD/A20 & bénh bach cau dong tay thi tiép tuc danh gié vai trd cua cac gen nay
d6i vai qua trinh tang sinh va apoptosis cua té bao ung thu mau - K562 khi duoc xir
ly bai vincristine ¢6 thé 1a mot budc tién méi trong viéc tim ra bién phép wc ché sy
phét trién cua cac dong té bao bénh bach cau dong tay. Bén canh dé, dai thuc bao
dugc biét héa tir té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC — Peripheral blood
mononuclear cell) ciing ¢6 vai trd quan trong trong cac phan @ng chong viém, sta
chira md, can bang ndi moi va dic biét 1a c6 kha nang e ché sy phat trién khdi u va
quéa trinh apoptosis cua té bao ung thu. Do vay, viéc tim ra vai tro ciaa gen CYLD
hodc A20 dbi voi chiic nang cua dai thuc bao ciing 1a nhiém vu quan trong huéng
t6i xay dung bién phap hd tro diéu tri bénh ung thu ndy hiéu qua nhat. Xuat phat tir
nhitng ly do trén, luan an “Nghién cizu vai tro ciia gen A20 va CYLD trong diéu

hoa chirc ndng té bao ¢ bgnh nhan bach cau dong tiy” duogc thuc hién.

Muc tiéu ciia dé tai:

1. Xac dinh da hinh, biéu hién gen A20, CYLD, biéu hién viém va mot sé gen
tin hiéu lién quan & bénh bach cau dong tay.
2. X&c dinh vai trd caa gen A20, CYLD diéu hoa chirc nang cua té bao ung

thu méu va dai thuc bao trén bénh nhan bach cau dong tay.

Nhirng déng gép Mméi caa luan an:

- P4 xac dinh dugc mot s6 diém da hinh trén gen A20, CYLD, dong thoi ciing
xé4c dinh duoc méi lién quan giira da hinh & vi tri p.Q371H va nong d6 IL-6 ¢ bénh

bach cau dong tay cap.

- P4 xac dinh dugc vai tro ciia gen A20, CYLD dbi voi qué trinh tang sinh va
thic ddy qué trinh apoptosis caa té bao K562; Dong thoi xac dinh duogc vai tro cua
CYLD trong viéc hoat hoa dai thuc bao dugc biét héa tir PBMC cua nguoi bénh
AML khi dugc xu ly véi fludarabine.



CHUONG 1. TONG QUAN VE VAN PE NGHIEN CUU

1.1. Bénh bach cau dong tiiy cép tinh
1.1.1. Gigi thiéu chung

Bénh bach cau dong tiy cip tinh (AML — Acute myeloid leukemia) 1a mot
bénh bach cau phd bién & nguoi truong thanh. Bénh AML duoc dic trung boi su
ting sinh ctia c4c té bao blast (t& bao chua trudng thanh), cha yéu ton tai trong tay
xuong, dan dén qua trinh tao mau binh thudng bi e ché va hién tuong suy tiy
xuong [1]. Gan day, vai sy phét trién cua y hoc, viéc diéu tri bénh bach cau dong
tay cap tinh & ngudi tré tudi dd c6 nhitng budc tién dang ké nhung viéc diéu tri cho
ngudi bénh 16n tudi van coOn gip nhiéu tré ngai. Cu thé, hidu qua diéu tri cho cac
bénh nhan trén 60 tudi chi dat khoang 15% va trong khi d6 40% bénh nhan dudi 60
tudi duoc ghi nhan da khoi bénh sau mot thoi gian diéu tri. Mac du d3 c6 nhitng cai
thién trong viéc diéu tri bénh, tuy nhién viéc tién luong tinh trang cta bénh van gip

rat nhiéu kho khan, dic biét 1a & ngudi cao tudi [2-4].
1.1.2. Tan sudt mdic bénh

Bénh AML chiém 70% sb truong hop mic bénh bach cau dong tity va gan
80% sb trudng hop mic bénh bach cau cép tinh. Biéu nay cho thdy, AML 1a bénh
bach cau kha phd bién [5]. Cé4c sb liéu bao cao cho thdy nhitng truong hop mic
bénh AML dang gia ting theo tirng nim. Theo s6 liéu théng ké cua SEER, Vién ung
thu qudc gia Hoa ky vao nam 2021, c6 khoang 20.450 bénh nhan AML méi dugc
chan doan va udc ching khoang gan 11.400 ngudi c6 thé tir vong vi bénh nay [6].
Trong s cac bénh bach cau thi AML duoc coi 1a bénh giy tir vong cao nhat. AML
chu yéu xdy ra & nguoi trudng thanh va ty 16 mic bénh ngdy cang ting khi s tudi
cang cao. Trong s6 100.000 ngudi & d6 tudi dudi 65 thi c¢6 1,3 trudng hop méc bénh

AML, con sb nay tang 1én 12,2 ddi v6i ngudi trén 65 tudi [7].

O Viét Nam, tai bénh vién Trung wong Hué va bénh vién San Nhi Pa Ning
giai doan 2014-2019, bénh AML chiém 20,1% trong s6 cac bénh ung thu duoc chan
doan bai cac bac sy chuyén khoa. Trong do ti 1é nam va nit mic bénh 1a 1,61/1 [8].
Hién nay, thoi gian song khdng bénh trong vong 3 nim ciia cac bénh nhan AML
van rat thap, véi ty 1é khoang 20,2% [9].



1.1.3. Nguyén nhéan gay bénh

Cho dén nay, nguy@n nhan va co ché bénh sinh ctiia bénh AML vén chua
duoc hiéu biét ki cang. Mot sé bao cao chi ra rang, bénh AML xay ra chu yéu 14 do
hoi ching loan san tiy Xuong hay céc rdi loan huyét hoc khac nhu xo héa tay va
thiéu mau bat san. Cé4c rdi loan bam sinh nhu hoi chirmg Down va hoi ching Bloom
cling 1am ting nguy co méic bénh AML. Ngoai ra, nhitng ngudi thudng tiép x(c véi
tia birc xa, khoi thudc 14 hay d4 timg trai qua hoa tri liéu trudc d6 ciing gay ra cac
bién d6i di truyén lién quan dén bénh AML. Nhu vay, bénh AML thuong xay ra do

c4c dot bién gen lién quan dén qué trinh tao mau [10].

Theo Roushangar va cong su (2019), 97% cac truong hop duoc nghién ctu
déu mang gen dot bién. Mic di cac dot bién nay co tinh khdng dong nhat nhung c6
thé phan loai chiing thanh cac nhém nguy co thuén loi, trung binh hoic bét loi dua
trén di truyén hoc té bao. Bén canh d6, tién luong ctia cac loai dot bién nay ciing
khac nhau. Khoang 66% bénh nhan dudi 60 tudi va 33% bénh nhan trén 60 tudi
mang dot bién chuyén doan t (8;21), t (15,17) hoic inv (16) c0 tién lugng tét vai ty
18 sdng s6t cao sau 3 nam. Nhitng bénh nhan mang dot bién t (9;11), hay bi rdi loan
s6 lrgng nhiém sic thé 5 hodc 7 dugce xép vao nhoém nguy co trung binh. Trong khi
d6, cac bénh nhan mang dot bién t (6;9), inv (3) hoic thay doi ¢ vi tri nhiém sic thé
11q thudng c6 tién lugng xau va nguy co tir vong cao. Ngoai di truyén hoc té bao,
cac két qua vé phan tich di truyén phéan tir ciing 13 co s& dé xac dinh su dung hop
gen, vi du NPM1, CEBPA, RUNX1, FLT3 & cac bénh nhdn AML, tir d6 phan loali

c4c bénh nhan AML theo cac muc nguy co: thuan lgi, trung binh va bat loi [11].
1.1.4. Triéu chirng ciia bénh AML

Bénh nhan AML thuong c6 cac triéu chung lién quan dén viéc suy giam té
bao mau nhu nhiém tring, thiéu mau, dé bi xuat huyét, dau dau va dau xuong. TUy
thudc vao mutrc d6 bi thiéu mau ma céc bénh nhan c6 thé bi suy nhuogc toan than,
mét moi, kho tho, tirc nguc. Ngoai ra, cac bénh nhan AML con c6 biéu hién gan to
va lach to [10].



1.1.5. Phan logi bénh AML

Di v6i hau hét cac loai bénh ung thu, viéc x&c dinh giai doan (mirc do) cua
bénh 14 rat quan trong. Cac giai doan ndy duoc xac dinh dya trén kich thudc cia
khdi u va sy di cu cta khdi u. Nhung thdng tin ndy 1a co s dé dy doén tinh trang
ctia bénh ciing nhu dinh hudng phuong phép diéu tri. Tuy nhién, bénh AML thuong
khong hinh thanh khéi u. Céc té bao ung thu thuong lan rong khip tay xwong va
trong mot sb truong hop, cac té bao nay lan sang cac co quan khac nhu gan va lach.
Do d6, bénh AML khong duogc phén loai theo giai doan giéng nhu hau hét cac bénh
ung thu khéc ma thay vao d6 bénh nay s& duoc phan loai thanh cac thé khac nhau.
Phan loai bénh AML dugc xac dinh thong qua tudi cua bénh nhan va cac két qua
xét nghiém khac. Nhiéu bao c4o da cho thay, phan loai bénh AML c6 thé g6p phan
quan trong trong viéc danh gid mic do cua bénh, cing nhu dinh hudng phuong

phap diéu tri tot nhat [12].

Nam 1970, mot nhém chuyén gia vé bénh bach ciu caa Phap, My va Anh
(French-America-British — FAB) d4 phan loai bénh AML thanh cac thé tir MO dén
M7 dia trén dic diém hinh thai té bao blast bang cach quan séat dui kinh hién vi
(Bang 1.1) [12].

Nam 2016, Theo cong bd ciia T6 chirc Y té thé giéi phan loai bénh AML dua

vao su bat thudng trén nhidm sic thé nhu sau [13].

v' Bénh AML véi t (8;21) (922; g22.1); Gen RUNX1-RUNX1T1

v Bénh AML véi inv (16) (p13.1q22) hoic t (16;16) (p13.1; g22); Gen CBFB-
MYH11
Bénh AML véi t (15:17) (922; q12); Gen PML-RARA
Bénh AML v&i t (9;11) (p21.3; g23.3); Gen MLLT3-KMT2A
Bénh AML voi t (6;9) (p23; g24); Gen DEK-NUP214
Bénh AML véi inv (3) (q21.326.2) hodc t (3;3) (q21.3; 26.2); GATAZ,
MECOM
Bénh AML vai t (1;22) (p13.3; q13.3); Gen RBM15-MKL1
Bénh AML ¢6 bién d6i gen NPM1
v' Bénh AML ¢4 bién d6i gen CEBPA

DN N NN

AN
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Bang 1.1. Phan loai bénh bach cau dong tay cép tinh

Thé s . C i
Pac diem hinh thai, héa hoc té bao Dau an mién dich
bénh
Té& bao non chua biét hoa > 90% cac té bao co nhan
MO | khong thudc dong hdng cau, khong co thé Auer, < CD34+
3% MPO+
Té bao non chua truong thanh dong tay > 90% cac
L s s . . ; N HLA-DR, CD13, CD33,
M1 | t¢ bao c6 nhan khong thugc dong hong cau, hiem
, CD15, CD11+
gap the¢ Auer, > 3% MPO+
Mo Té bao non dau dong tiry < 90% cac té bao c6 nhan | HLA-DR, CD13, CD33,
khong thudc dong hong cau, nhiéu thé Auer CD15, CD11+
M3 | Bach cau cép tién tiy bao CD33, CD13, CD15, CD11
HLA-DR, CD34+, CD33,
M4 | Bach cau cap dong tiy-mono CD15+, CD14, CD64,
CD11
M5a | Bach cau cdp dong mono khéng biét hoa dong tay HLR-DR, CD34+, CD33,
o CD15%, CD14, CD64,
M5b | Bach cau cap dong mono biét hda dong tay
CD11
> 80% la céc tién than hong cau
M6 | > 30% la cac nguyén tién hong cau ty 1¢ blast dong Glycophorin A
tiry < 20%
. o HLA-DR, CD61, CDA42,
M7 | > 50% blast thuoc dong mau ti€u cau

CD34+, CD33+

1.1.6. Cdc nghién ciru Vé bénh bach cau dong tiy cdp tinh

Nam 1995, Schanbohn va cong sy dd danh gia nong do cia mot sé cytokine
nhu IL-1 (Interleukinl), 11-6, IL-8, IL1-RA, TNF-a (Tumor necrosis factor-o)) va G-
CSF (Granulocyte-colony stimulating factor) & 20 bénh AML sau khi di duoc diéu
tri hoa tri liéu 23 lan. Cac dir liéu thu duoc cho thay, ndong do 1L-6, IL-8 va G-CSF

trong huyét twong ting 1én & nhitng bénh nhan bi sét giam bach cau trung tinh hoac
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bi nhiém tring niang; Bén canh do, nong do IL-6, IL-1, TNF-a va IL-1-RA trong
huyét twong ngudi bénh duoc do trudc va sau mot ngay khi bat dau cac dot sot

khong dur doan chinh xac sy tién trién caa quéa trinh nhidm trang [14].

Khong chi nghién ciru vé nong do cytokine do céc té bao AML tiét ra ma cac
nha khoa hoc con quan tam téi mac do biéu hién gen MALT1 (Mucosa associated
lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1), A20, NF-«B (Nuclear factor
kappa B) va MALT-V1 trong té bao lympho T CD3* ¢ mau ngoai vi caa bénh nhan
AML bang phuong phap gRT-PCR dé 1am sang to cac dic diém truyén tin hiéu cua
TCR (T-cell receptor) trong té bao lympho T & cac bénh nhan AML (Li Shi va cong
su, 2013). Két qua cho thay, mirc d6 biéu hién MALT1 va A20 thap hon dang ké
trong té bao lympho T cua bénh nhan mac bénh AML so véi nhém déi ching 1a
nhitng nguoi khoe manh; Tuy nhién, mic d6 biéu hién cia MALT1-V1 (bién thé 1)
va NF- B tang lén dang ké ¢ bénh nhan AML so voi nhom ngudi khoe. Nhu vay,
tin hiéu TCR-CD3 thap c6 lién quan dén biéu hién MALT1 thap, va do d6 lam suy
giam mién dich té bao lympho T; Trong khi d6 sy biéu hién cia MALT1-V1 tang lai
dong vai trd trong viéc khic phuc cac hoat dong cua té bao lympho T bang cach
diéu chinh 1am giam muc d6 biéu hién cua gen A20 & bénh nhan AML, tir d6 gay ra

phan @ng cu thé véi khang nguyén cua AML [15].

Bénh AML la mét bénh ung thu 4c tinh, va d4 duoc nhiéu nha khoa hoc quan
tam va nghién ctru nham tim ra co ché bénh sinh, ciing nhu mdi lién quan voi cac
con dudng truyén tin hiéu. Vi nhitg thong tin ¢d duoc, nim 2013, Nguyen Le va
Mitchell d thanh cong trong viéc nghién ctru su tc ché kha nang phat trién cua té
bao ung thu mau thong qua qua trinh tac dong truc tiép vao con duong truyén tin
hiéu Phosphoinositide 3-kinase (PI3K/Akt). Két qua nay 13 budc tién méi trong viée

nghién ctru va phat trién hudng diéu tri bénh bach cau dong tuy cap tinh [16].

Nam 2019, Issa va cdng su da thuc hién nghién ctru xac dinh biéu hién cac
gen trong té bao gdc bach cau va & bénh nhan sau khi d thuc hién qua trinh diéu tri
bénh AML. Két qua cho thiy co su thay doi xay ra trong qua trinh phién ma, diéu
nay d4 phan nao giai thich cho hién tuong khang trj liéu & bénh nhan AML. Sy
phién m4 cua té bao gbc bach cau trude khi diéu tri va & bénh nhan sau khi diéu trj

dugc dic trung boi qua trinh 1am ting diéu hoa cua cac gen lién quan dén gen tién
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ung thu Myc, diém kiém soat chu trinh cua té bao, con duong stra chita DNA va qua
trinh phosphoryl hda. Pong thoi, nghién ciu ciing xac dinh dugc kha ning lam
giam diéu hoa cta cac gen lién quan dén mién dich trong té bao gdc bach cau.
Nhitng phat hién ndy c6 ¥ nghia rat 16n trong chién lugc diéu tri bénh AML trong
tuong lai dé khac phyc tinh trang khang thudc & bénh nhan AML [17].

Bénh AML xay ra phan 16n do sy bién doi di truyén trén nhiém sic thé va
dwa vao dic diém nay cd thé phan loai bénh nhan theo cac nhém nguy co: tdt, trung
binh va xau. Nam 2023, Lai Thi Thanh Thao va cong su da nghién cau trén 338
bénh nhan AML duoc chan doan tai Bénh vién Chg Ray va Bénh vién Truyén mau
Huyét hoc va két qua khao sat da cho thay, 14 truong hop bi bat thuong trén NST,
chiém ti 18 4,14%. Céc bat thuong nay rat da dang va khac nhau tly theo ting
truong hop [18].

Bénh bach cau dong tay cap tinh c6 thé 1a mot giai doan ciia bénh bach cau
dong tay man tinh. Hién nay, cac nghién ctru vé bénh AML duoc chuyén bién tir
bénh CML & Viét nam cOn rat han ché. Nguyén Anh Tri va cong su d4 tién hanh
theo ddi va danh gia tinh trang ciia 13 bénh nhan CML (tir 1985-1992). Két qua cho
thiy c6 8 bénh nhan chuyén thanh bénh AML (61,54%) trong d6 c6 6 bénh nhan
thuoc thé M1 va 2 bénh nhan thudc thé M2 [19]. Nguyén Ha Thanh thuc hién
nghién ctru twong tu trén 34 bénh nhan va ciing X4c nhan rang phan 16n bénh nhan
chuyén sang bénh AML (86,7%) [20].

1.2. Bénh bach cau dong tily man tinh
1.2.1. Gidgi thiéu chung

Bénh bach ciu dong tay man tinh (CML — Chronic myeloid leukemia) 1a mot
loai ung thu bit ngudn tir mot sb té bao tao mau co trong tuy xwong. Bénh CML
dugc dic trung boi su gia ting cua cac té bao bach cau hat d& duoc biét hda. Ban
dau, mic du sb lugng té bao bach cau hat tang Ién trong mau ngoai vi nhung ching
hoat dong twong dbi binh thuong. Tuy nhién, khi bénh tién trién, cac té bao bach
cau chua truéng thanh hay con goi 12 nguyén tuy bao bét dau tich tu trong mau va
tiy xuong. Su phét trién qua mic ciia cac nguyén tay bao 1am giam su phat trién

cua cac té bao mau khac, dan dén sy thiéu hut cac té bao hong cau va ti€u cau.
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Nhitng thay doi nay tao ra sy dung hop gen BCR-ABL, tir d6 1am ting kha ning san
Xuat qua murc tyrosine kinase gay nén bénh CML. Cac té bao bach cau phat trién,
phan chia va tich tu trong tay xwong roi di vao trong mau. Theo thoi gian, cac té
bao c6 thé di chuyén t6i cac bd phan khac ciia co thé, bao gdm ca lach. CML 1a mot
bénh bach ciu phat trién kha cham, nhung n6 co thé chuyén thanh bénh bach ciu

cAp tinh rat nhanh va khé diéu trj [21].

Tir ndm 2001, CML duogc diéu tri chu yéu bang cht (e ché tyrosine kinase
da gitip cai thién dang ké ty 18 kéo dai sy song cho bénh nhan. So Véi cac phuong
phap hoa tri khac thi viéc sir dung chat tc ché tyrosine kinase da gilp cho cac bénh
nhan cd chit lugng cudc séng tot hon nhiéu. Nhu vay, ddy 1a mot bude dot pha
trong diéu tri bénh CML.

1.2.2. Tan sudt mdc bénh

Bénh CML chiém khoang 15-20% trong tong sd cac bénh bach cau voi ti 18
méc bénh tuong dbi cao. Mdi niam, trong sé6 100.000 ngudi s& c6 khoang 1-2 trudng
hop dugc chan dodn mic bénh CML va ti 1& nam gi¢i mac bénh CML thudng cao
hon nhiéu so vé&i nit gidi. Nam 2021, theo théng ké cta Hiép hoi Ung thu Hoa Ky
vé bénh CML thi & My c6 khoang 9.110 truong hop dugc chan doan mic CML
(5.150 bénh nhan nam va 3.960 bénh nhan nit); Va c6 khoang 1.220 nguoi sé& chét
vi bénh CML (680 bénh nhin nam va 540 bénh nhan nit). Bénh CML c6 thé xay ra

& moi ltra tudi, nhung phd bién nhat & nguoi 16n tudi khoang 60-65 tudi [22].

Tai Viét Nam, chwa c6 s6 liéu chung & quy md quéc gia dugce cdng bd rong
rai. Tuy nhién theo Nguyén Ha Thanh, & céc tinh, thanh phé phia Bac, bénh CML
chiém khoang 5-6% bénh vé& méu va co quan tao mau [23]. C4c bénh nhan CML
cha yéu la trong do tudi 30-50, va nam giGi duoc ghi nhan 1a mic bénh nhiéu hon
nit gidi voi ti 18 2,2:1 [24]. Trong khi d6, theo bdo cdo cua Tran Vin Bé, s6 luong
bénh nhan CML tai bénh vién Huyét hoc Thanh phé H6 Chi Minh chiém 5,73%
tong sd bénh vé méau va chiém 82,63% cac bénh réi loan ting sinh tuy [25]. Do tudi
méc bénh cuia cac bénh nhan d6 tudi 30-60 Ia phd bién nhat va ti 16 nam giéi méc
bénh cao hon nira gidi (1,4:1) [26]
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1.2.3. Co ché bénh sinh

Nhiéu nghién ctru dé chi ra rang, nhiém sac thé Philadelphia duoc phét hién
& 90% bénh nhan CML [21]. Vao nim 1959, bao c4o vé bénh nhin ung thu mau
dau tién tai Philadelphia cho thay Philadelphia 1a nhiém sic thé sb 22 ¢ nguoi bi dot
bién chuyén doan tir nhiém sic thé s 9 chuyén sang. Cu thé 13, gen BCR trén nhiém
sdc thé 22 dugc ndi lién v6i gen ABL tyrosine kinase trén nhiém sic thé 9 tao nén t6
hop BCR-ABL (Hinh 1.1). T6 hop nay khién cho té bao mau tao ra qua nhiéu
tyrosine Kinase (protein tin hiéu cho nhiéu chirc ning cua té bao), khi do6 cac té bao

bach cau phat trién ngoai su Kiém soét.

P )

BCR :| BCR/ABL

Nhiém sic thé
Philadelphia

_/

#£9
da thay doi

Hinh 1.1. Nhiém sac thé Philadelphia [27]

Chu thich: Gen ABL va BCR nam trén nhanh dai cia nhiém sac thé 9 va 22. Dung hop gen BCR/ABL trén
nhiém sdc thé 22 tzo nén nhiém sdc thé Philadelphia

1.2.4. Triéu chirng ciia bénh CML

Ldc méi méc bénh, udc tinh c6 khoang mdt ntra sb nguoi bi bénh CML
Khong co bat ky ddu hiéu va tridu chimg nao ma chi duoc chan doan khi xét nghiém
méu vi mét Iy do khac. O mot s6 bénh nhan, gan va/hoic lach s& ting nhanh vé kich
thudc, tir 46 gay ra cam giac diy bung va chan an. Khi bénh tién trién, tinh trang
dau dau, dau xuong, dau khép, sét, chay mau, nhidm tring va ndi hach cia nguoi

bénh tré nén nghiém trong hon. Ngoai ra, bénh CML clng géy ra hién tugng giam
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tiéu cau hodc rdi loan chirc ning tiéu ciu dan dén cac bién ching vé ddong mau hoic

chay méau [28].
1.2.5. Cé&c giai doan ciia bénh

Bénh nhan CML thuong trai qua ba giai doan: giai doan man tinh, giai doan
tién trién va giai doan chuyén cip tinh. Trong giai doan man tinh, sb luong té bao
bach ciu truong thanh ting 1én nhanh, con cac nguyén tay bao giam, chiém it hon
10% tong s6 té bao mau. Cac dau hiéu va triéu ching ctia bénh trong giai doan nay
thuong nhe hodc tham chi la khong ¢, sau do tinh trang tir tir tré nén nghiém trong
hon. Giai doan man tinh ¢ thé kéo dai tir vai thang dén vai nam. Trong giai doan
tién trién, s6 lwong nguyén tiy biao cao hon ¢ giai doan man tinh, chiém khoang 10-
19% tong sb té bao mau. Cac dau hiéu va triéu chimg cta bénh bat dau gia ting. S6
lwong bach ciu va tiéu cau ting nhanh khdng dép tng véi diéu tri. O mot s trudong
hop, s6 luong tiéu cau lai giam nhanh khién cho sic khoe ngudi bénh bi suy yéu.
Trong giai doan chuyén cap tinh, sé lwong nguyén tiy bao dat khoang hon 20%
tong s6 té bao mau trong co thé. Khi d6, cac bénh nhan c6 biéu hién bénh rd rét nhat
nhu l4ch to ra, ngudi bénh cam giac bi dau xwong va giam can thay rd. Ngoai ra,
hién tuong nhidém tring nghiém trong va chay mau khong kiém soat dugc ciing xay

ra c6 thé de doa tinh mang ctia nguoi bénh [29].
1.2.6. Cdc nghién ciru trén bénh bach ciu dong tity man tinh

Nam 2017, Caliskan va cong sy da thuc hién nghién cau nham tim ra vai tro
cua CYLD trong tin hiéu B-catenin qua trung gian Dishevelled (Dvl) ¢ cac dong té
bao CML nhu K562, MEGO01 va KU821. Ca ba dong té bao nay déu duogc lay tur
nhitng bénh nhan dang bi thiéu mau tram trong. Théng qua viéc danh gia su biéu
hién mRNA cua CYLD cho thiy & ca ba dong té bao K562, MEGO1 va KU821 déu
biéu hién CYLD va khdng thay bat ky dot bién nao trong trinh tw ma héa CYLD &
trong ca ba dong té bao nay. Qua d6, ho cho rang gen CYLD c6 thé khong déng vai
trd nao trong viéc truyén tin hiéu Wnt khong dugc kiém soat & bénh CML. Tuong
tac protein DvI-CYLD ciing d duoc béo cdo & mét s6 nghién ctu trude day, CYLD
c6 kha ning diéu hoa hoat dong protein Dvl théng qua qué trinh deubiquitin. Tuy

nhién, khi Caliskan va cong su thir 1am bat hoat gen Dvl trong cac té bao MEGO1
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thi biéu hién mRNA cua CYLD & céc té bao bj 1am bat hoat gen Dvl giam hon hai
lan so véi cac mau ddi chang; con gen Dvl biéu hién qua muc thi biéu hién cua
CYLD ciing tang 1én. Nhu vay, trong khi cac nghién ctu trude day chi ra rang,
CYLD c6 kha ning diéu hoa protein Dvl thi két qua nghién ctu cua Caliskan va

cong su lai cho thdy mot co ché diéu hoa phirc tap hon rat nhiéu [30].

Theo Jafarzadeh va cong su (2019) thi cac dic diém phan tir va té bao cua té
bao gdc trung md tuy xwong va dai thuc bao sé& thay doi dang ké khi tiép xuc véi
exosome ¢6 nguon goc tir K562. Nhiéu nghién ctru trude do ciing da chi ra rang cac
exosome c6 ngudn goc tir bénh bach cau trong co ché bénh sinh CML ¢6 thé lam
thay d6i moi truong vi viém cuc bo bang cach diéu chinh nong do cytokine (dic
biét 12 IL-6 VAaTNF-0), nitric oxide (NO), va kha ning oxy héa khtr ca té bao gdc
trung md tiy xuwong va dai thuc bao. Nhirng thay ddi nay c6 thé dan dén wc ché
mién dich va sy phat trién cua khéi u. Nhu vay, nhitng két qua nay cé ¥ nghia rat

I6n trong viéc thiét ké cac liéu phap diéu tri ung thu theo huéng thich hop [31].

Nam 2020, sau mot thoi gian thyc hién nghién ciru “Mbi twong quan giita
Interleukin 6 va sy chuyén bién & cac bénh nhan bach cau dong tay man thudc
Poéng Bic An Do, Sharma va cong su da phat hién thiy rang 1L-6 12 mot cytokine
c6 vai trd quan trong trong dap tng mién dich, tao mau va dap tGng giai doan cap
tinh. Mac IL-6 huyét thanh ting dang ké ¢ bénh nhan CML so véi nhom ddi ching
c6 thé duoc st dung 1am tiéu chi du doan mirc do nghiém trong caa bénh. Nhu vay,
qua nghién ciu nay c6 thé thay rd rang mdi lién hé gitta marc do IL-6 va su bién
chuyén bénh cua cac bénh nhan CML [32].

Hién nay, & Viét Nam da c6 nhiéu nghién cttu dugc thyc hién vé bénh CML.
Tuy nhién cac nha khoa hoc chu yéu quan tam téi viéc mé ta céc triéu ching bénh,
co ché bénh sinh va cac két qua xét nghiém nhiam chan doan bénh CML. Bénh
CML chiém 5,73% trong s cac bénh vé méu [33] va chiém 71,4% trong sé cac
bénh thudc hoi tang sinh tay ac tinh [34]. Gan day, mot s6 bdo cao chi ra rang, khi
duoc diéu tri bai imatinib, ti 18 lui bénh cua cac bénh nhan CML déu ting 1én. Cu
thé, nghién cau cua Nguyén Thi Thao trén 109 bénh nhan CML dugc diéu tri bing
imatinib cho thay, 100% bénh nhan lui hoan toan bénh huyét hoc, 64,2 bénh nhan

lui bénh hoan toan vé di truyén té bao va 46,8% bénh nhan lui hoan toan bénh vé
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sinh hoc phan tir [35]. Twong tu nhu vay, nim 2014, C5 Nguyén Phuong Dung
danh gia kha nang déap tng thudc imatinib mesylat cia 118 bénh nhan CML. Két
qua cho thdy, sau 5 nam diéu tri 100% bénh nhan dap @ng hoan toan vé huyét hoc,
85,7% bénh nhan déap (ng hoan toan vé di truyén té bao va 57,1% bénh nhan dap

{rng hoan toan vé sinh hoc phan tir [36].

Nam 2022, Chu Hoang Hung va cong su d& nghién cau dic diém cua 31
bénh nhan CML tai bénh vién Trung wong Thai Nguyén. Két qua ghi nhan rang, sé
lwong hong cau, luong huyét sic t6 va sé lugng tiéu cau cia cac bénh nhan déu
giam so voi ngudng gia tri binh thuong. Ti 18 bénh nhan c6 huyét sic té va tiéu cau
giam duai 100 g/l 1an luot 1a 54,8% va 37,8%. Trong khi d6, s6 leong bach cau cua

cac bénh nhan nay lai tang cao [37].

Khi nghién ciu vé dot bién BCR-ABL T315I trén 99 bénh nhan mic bénh
CML cho thay, Khair va cong su béo céo riang, c6 43 bénh nhan déu mang dot bién
T315I khang céac loai thudc chéng ung thu véi mac do biéu hién gen cao va dong
thoi cling xac dinh duoc méi twong quan giita dot bién T315l véi tinh trang 1am
sang cua cac bénh nhan. Qua d6, Khair va cong su ciing két luan rang, dot biét
T315I rat phd bién ¢ cac bénh nhan CML, va viéc phat hién ra dot bién thudc ving
ABL kinase cd y nghia rat 16n trong viéc toi wu hoa phuong phép tri liéu bénh [38].
Gen p51/p63 la mot thanh vién thudc ho gen p53. Yamaguchi va cong su phén tich
dot bién va biéu hién caa gen nay trén 80 bénh nhan mic bénh CML dé danh gia vai
trd caa ching trong qua trinh bién ddi nguyén bao. Két qua cho thay, biéu hién cua
gen p51/p63 duoc phat hién & 74 bénh nhan va céc dot bién gen p51/p63 hoat dong
teong tu nhu dot bién gen p53 1am ting su phat trién cua bénh CML. Tuy nhién,
nghién ctiru ndy khong xac dinh duoc méi twong quan gitra biéu hién gen p51/63 Véi
cac gia doan lam sang cua bénh [39]. Trong mot nghién ciu tuong tu, Zaen Pahore
va cong su nghién ctu trén 45 truong hop mac bénh CML va xac dinh duoc 12
bénh nhan mang dot bién JAK2V617V. Khi theo di tinh trang cia cac bénh nhan
nay, ho da phét hién ra riang, c6 8 bénh nhan duong tinh véi dot bién JAK2V617F
déu biéu hién tinh trang bénh nang hon [40].
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1.3. Giéi thiéu chung vé enzyme deubiquitinase A20 va CYLD

Ubiquitin 1a mot loai protein gdm 76 amino acid duoc biéu hién pho bién
trong tit ca cac md. Qua trinh ubiquitin hoa 1a qué trinh bién d6i sau dich ma cua
mét protein bang cach gan cong hoa tri mot hay nhiéu don phan ubiquitin vao céc
protein nay (thdng qua lién két isopeptide). Chiic ning cua ubiquitin 12 danh dau
cac protein noi bao cho qua trinh phan huay chung bai proteosome. Bay la mét buac
quan trong trong cac quaé trinh sinh hoc cua té bao nhu phat trién phdi, chu trinh cua
té bao, kiém soét sy tang sinh va ngin ngira thodi hoa than kinh. Tuy nhién, trong
co thé ciing ton tai cac enzyme DUB thuc hién phan cét lién két peptide hoic
isopeptide giira protein va ubiquitin dé 1am dao nguoc cac qua trinh sinh hoc bén
trong té bao [41]. Cac enzyme DUB nay c6 thé khién cho céc ubiqutin khong hoat
dong, tham chi bi loai bo khoi phuc hop protein-Ub ma khdng khién cho cac protein

bi phan huy hay c6 thé khién d4ao nguoc tin hiéu ubiquitin [42].

Cac DUB duoc coi nhu 1a cac chat ¢c ché khéi u va qua trinh viém bang
cach diéu hoa am tinh sy ting sinh/biét héa va ton tai cua té bao théng qua viéc
phan cit cac Ub khoi cac protein tin hiéu nhu NF-xB va STATSs [43-45]. Thuc té,
anh huong cta cac DUB nhu A20, OTUBI va CYLD ddi véi té bao bach cau dong
tay chua duoc nghién cau rong rai. Tuy nhién, A20 duoc biét dén véi kha nang wc
ché sy ting sinh va gdy ra quéa trinh apoptosis cua cac dong té bao CML,
CD34*CML [46]. Nhiéu béo céo cho thay, biéu hién A20 giam & bénh ung thu hach
va bénh CLL (Chronic lymphoblastic leukemia) [47], trong khi d6 & bénh u nguyén
bao than kinh dém, ung thu biéu md té bao gan va bénh ALL (Acute lymphoblastic
leukemia) thi biéu hién A20 lai tang 1én rd rét [48, 49]. Tuong ty nhu A20, CYLD
duoc coi 1a mot chit trung gian quan trong cua qué trinh apoptosis & cac té bao
ALL va CLL [45, 50]. Bén canh do, sy biéu hién caa OTUBLI lai lién quan dén kha
nang kim ham s di cu cua céc té bao ung thu dai tryc trang [51]. Nhitng con chudt
thiéu OTUB1 thuong xay ra hién tuong chét phdi muon [43]. Tuy nhién, tic dong

cia OTUBI ddi véi chirc ning cua té bao bach cau van chua duoc xac dinh rd rang.
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1.3.1. Protein A20

A20 con duoc biét dén 1a protein kich thich yéu té hoai tt khdi u 3
(TNFAIP3- Tumor necrosis factor a-induced protein), dugc ma hoa badi gen
TNFAIP3 (A20). A20 nim trén nhidm sic thé sé 6023.3, trinh tw cDNA dai 4.440
bp vé6i khung doc ma gom 2.370 Nu ma héa cho protein chiza 790 amino acid. Vé
mat cau tric, A20 gdm ving OTU (Ovarian tumor) va 7 viing ZF (Zinc finger) 1am
trung gian cho hoat dong deubiquitin cua A20, hoat dong gan ubiquitin va lién két
ubiquitin caa né (Hinh 1.2). Gen A20 dugc biéu hién trong co thé théng qua cac
kich thich khac nhau nhu IL-1B, TNF-a. Mac du, A20 dugc cam ung baoi cac
cytokine tién viém trong hau hét cac loai té bao, nhung su diéu hoa caa A20 Ia khéc
nhau ¢ cac té bao khac nhau. Trong cic co quan bach huyét nhu tuyén uc, lach va
md lympho & rudt, mac do biéu hién caa A20 rit cao; Con trong té bao tuyén uc
chua truong thanh va té bao lympho T ngoai vi A20 chi dugc biéu hién mot phan
[52].
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Vung kich hoat enzyme E3
va lién két chudi ubiquitin tai vi tri K63

Hinh 1.2. C4u trdc A20 [53]

Chu thich: ZF (Zinc finger) 1a trung gian lién két chudi ubiquitin va hoat dgng deubiquitinase

Trong hé théng mién dich bam sinh va thich tng, TAK1 (Transforming
growth factor p-activated kinase 1) va IKK (Inhibitor of kB (IxB) kinase) dugc kich
hoat qua trung gian ubiquitin. Ban dau, TNFR1 (Tumor necrosis factor receptor 1)
dugc kich thich ddn dén su hoat hda enzyme ubiquitin ligase TRAF2 (TNFR-
Associated factor 2) va TRAF5 thuc hién chtrc niang gan chudi polyubiquitin lién
két Lys63 vao RIP1(kinases receptor-interacting protein 1) véi su ¢ mit cua E1 va

phtrc hop Ubc13/Uev1A. Sau do, RIP1 polyubiquitin tiép tuc gin vai protein TAK1
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kinase thong qua su tuwong tac giita cac chudi polyubiquitin K63 va TAB2 (TGF- B
activated kinase 1 (MAP3K7) binding protein 2) hoic TAB3, d6ng thoi chudi
polyubiquitin ciing c6 vai trd gan IKK bang cach lién két voi NEMO (NF-«xB
essential modulator), do d6 cho phép TAK1 phosphoryl héa va kich hoat IKK. IKK
khi d6 dong vai trd phosphoryl héa IkB va khién né tré thanh ddi twong dé
proteasome phan hay, tir d6 cho phép NF-kB xam nhap vao nhan dé kich hoat cac
gen muc tiéu bao gom cac chat trung gian caa phan tng mién dich va viém ciing

nhu céc chat ac ché con duong tin hiéu NF-kB.

TNFR1 IL1R/TLR

/ TRAF2/5 ‘,; / TRAF6 .’r—s’ / TRAF2/6 ETRATIS;
E1 l
Ubc13/UeviA E1 A20
ch13lU.v1AlTCYLD ch13/Uw1Al CYLD
/" TRAF6 'TZ SAFe / TRAF216 T‘ RAF2/6 7

GOOO® Chudi ubiquitin lién két k63
OOOO® chudi ubiquitin lien két ka8

IL-B

\
/ 2;%0 \Té bao chét
IxBa
/ Nhan N

Hinh 1.3. A20 diéu hoa con duong tin hiéu NF-kB [54]
Trong con duong tin hiéu NF-kB, A20 1a enzyme DUB c6 kha ning phan cit
chudi polyubiquitin lién két Lys63 khoi TRAF va RIP1 va gan vao vi tri Lys 48, tir
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d6 ngan chin su hoat hoa IKK va trg thanh muc tiéu dé proteasome phan huay. Béi
véi thu thé ILIR/TLR va TCR/BCR, sau khi duoc kich thich chdng s& kich hoat
IKK théng qua TRAF2/TRAF6 va hoat dong nhu mot ubiquitin E3 thuc diy qua
trinh phosphoryl héa tai vi tri Lys63. TRAF2/TRAF6 sau do thu nhan phuc hop
TAK1 va IKK dé 1am trung gian cho viéc kich hoat cac kinase nay (Hinh 1.3) [54]

Ban dau, A20 duoc md ta nhu 1a chit ¢c ché qua trinh apoptosis cua té bao
do TNF gay ra, nhung cac nghién ctru sau nay da chang minh rang sy biéu hién qué
muc cia A20 c6 thé e ché sy hoat hda NF-xB dap tng véi céac kich thich khéc
nhau. Su biéu hién qua mac caa A20 trong mot sé dong té bao nhu té bao ung thu
biéu md vl MCF7 ¢ ngudi va té bao WEHI164 ¢ chudt c6 kha niang khang mot
phan dbi véi qua trinh apoptosis do TNF gay ra. Tuy nhién, su biéu hién qua muc
gen A20 & cac té bao Hela, A548 hoic té bao HepG2 & ngudi khong co tac dung lén
qua trinh apoptosis. Cho dén nay, van chua c¢é nhitng bang chang rd rang chang
minh duoc tai sa0 mot s6 dong té bao duoc bao vé bai A20 nhung mot s6 khac thi
khong. Mic di vay, cac nghién ciu gan ddy ciing chi ra ring A20 ¢6 chuc ning
quan trong trong viéc @c ché khéi u va su bat hoat gen A20 c6 lién quan chat ché téi
cac u lympho [55]. Bén canh d6, mét sé nghién cau khéc ciing khang dinh A20
duogc biéu hién khac nhau trong té bao ung thu. O mét s6 trudng hop A20 biéu hién
qua muc trong ung thu biéu mé vom hong khong biét hoa, ung thu biéu md té bao
vay & da va dau, ung thu vi va ung thu biéu md gan. Nghién cau cua Fan Zhang va
cong su chirng minh rang biéu hién qua mac A20 trong cac mau B-ALL (chua duoc
cong bd), diéu nay cho thiy rang A20 c6 tham gia vao co ché bénh sinh cua céc
khi u 4c tinh nira. Khi mic biéu hién caa A20 cao sé 1a tién luong xau trong bénh
ung thu v( va tham chi 1a nguyén nhan dan dén di cin ung thu. Do vay, cd thé coi
A20 la mét dau an sinh hoc ung thu méi. A20 bi bat hoat & cac u bach huyét trong
truong hop gen nay bi dot bién hoac methyl héa xay ra ¢ ving promoter. Khi do, ca
hai alen A20 déu bj anh hudng va do ciing dugc coi 1a dau hiéu dé nhan biét cac gen
tic ché khdi u [52].

Str dung chuot thiéu A20 va cong nghé can thiép RNA di cho thay vai trd

quan trong cia A20 trong mot loat cac con duong tin hiéu gay ra bai mam bénh va

cac cytokine. Nhitng chudt thiéu A20 thuong chét ngay sau khi sinh do viém da co
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quan cho thay vai trd quan trong caa A20 trong can bang noi mdi mién dich cua vat
chu [56]. Céc nghién ciu vé mdi lién hé trong toan bo hé gen da chi ra rang locus
A20 d& mic nhiéu bénh tu mién bao gdm bénh viém khép dang thap, lupus ban do
hé théng, bénh vay nén, déi thdo duong loai 1, bénh viém rudt va bénh mach vanh.
Nhitng thay doi trong hoat dong hoic biéu hién cua A20 c6 thé anh huéng dén co
ché bénh sinh cua bénh viém khép dang thap. Nhiéu loai da hinh nucleotide don

A20 dugc phét hién co lién quan dén tinh nhay cam véi bénh tu mién [57].

Nhitng chuot da loai bé gen A20 thuong chét sém do viém da co quan cho
thdy sy thiéu hut A20 c6 thé din dén cac kiéu hinh riéng biét va mac d6 anh huong
s& phu thudc vao loai té bao da loai bo A20. Vi du, su thiéu hut A20 dic hiéu & biéu
bi s& dan dén sy tang sinh té bao sing, trong khi sy thiéu hut A20 trong té bao tuy
xuong s& dan dén su tién trién caa bénh viém khép [58]. Nhing chudt bi thiéu hut
A20 dic hiéu trong té bao tay duoc goi 1a chudt A20 MYeKO 3 tinh trang viém &
nhitng chudt nay phu thudc vao gen cam bién mién dich Nirp3, tin hiéu cua thy thé
IL-6 va IL-2 [59].

Ngoai NF-kB thi JAK/STAT ciing 1a mot con duong dan truyén tin hiéu rat
quan trong trong hé théng mién dich. Trong d6, A20 c6 vai trd ngin chin céc phan
tng mién dich phu thuéc vao STAT1 théng qua viéc 1am giam su biéu hién cua
STAT1. STAT1 bao gom ca STATla va STATIB dugc chiing minh [a nhan té
khong thé thiéu dbi véi phan tng mién dich qua trung gian IFN va thyc té ty lé
STAT1a/STATIP xuit hién trong té bao chiu sy diéu khién caa A20. Qua d6 co thé
thay rang A20 ciing c6 thé anh huong téi tinh trang viém qua trung gian IFN. Chuirc
ning nay cho phép A20 c6 thé di chuyén giita té bao dong tay va té bao mé & khap,
tir 46 A20 dugc coi la chat diéu bién manh ddi voi chire ning viém qua trung gian
STAT. Trong trudng hop gen A20 bi loai bo, STAT1 s& duoc ting cuong su biéu
hién din dén qua trinh kich thich kha ning lam tang cudng viém phu thuoc STAT1
[59]. O nhiing bénh nhan ALL thi nong do cytokine IL-6, TNF-a va IL-1B trong
huyét thanh ting 1én do gene A20 d4 bi bat hoat. Khi do, biéu hién cua STATI,
STAT3 va STATS ciing déu ting 1én trong tat ca té bao ALL, con STAT6 dong vai

trd irc ché sy ton tai cua té bao ALL thi khong duoc biéu hién [60].
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Nhu vay, A20 hoat dong diéu hoa am tinh NF-xB dé dap ung véi nhiéu kich
thich va dugc coi 1a mot chat e ché khdi u. Réi loan chirc nang A20 co thé lién
quan dén bénh &c tinh té bao lympho. Hon thé nita, cac protein lién két A20 va A20
cd thé duoc sir dung 1am déu 4n sinh hoc va la muc tiéu diéu tri méi trong cac khdi

u 4c tinh té bao lympho.
1.3.2. Protein CYLD

Protein CYLD la enzyme deubiquitinase dugc ma hoda boi gen
cylindromatosis (CYLD). CYLD nam trén nhiém sic thé 16g12.1 & ngudi, ¢6 kich
thudc 60 kb va mé hda cho enzyme thioesterase chira 956 amino acid véi ba vung
bao thu protein-glycine (Cap-Gly) dé twong tac v6i Cac protein muc tiéu nhu
NEMO, TRAF2 trong con duong tin hiéu NF-xB (Hinh 1.4) va sau d6 ching hoat
dong nhu 1a mot enzyme khu ubiquitin. CYLD dugce tim thdy chua yéu trong té bao

chat va nhan cuaa nhiéu loai té bao.
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Hinh 1.4. CAu tric CYLD [61]

Cac nghién ciru chirc ning cho thay vai trd cia CYLD trong viéc diéu chinh
qua trinh viém, mién dich, chu trinh té bao, sinh tinh, tao xwong, di cu va hinh
thanh khéi u. Cho dén nay, mot sé con dudng tin hiéu duoc phét hién co lién quan
hodc duoc diéu chinh béi CYLD nhu NF-«B, Wnt/B-catein va JNK, va mot s con
duong khéc. Sy thay d6i di truyén cua CYLD c6 thé dan dén sy kich hoat sai léch

hoic wc ché cac con dudng tin hiéu nay nham gop phan gay ra mot s6 bénh ly [62].

Ung thu 1a can bénh phd bién do thiéu hoat dong cua enzyme CYLD. Diéu
nay cho thay vai trd cua CYLD trong viéc kiém tra tinh trang viém da dwoc chang
minh & rat nhiéu loai ung thu. Viém qua trung gian NF-«kB duoc biét dén 1a nguyén
nhan tao ra cac dang oxy phan tng 1am ton thwong md, cic cytokine viém va dong

thoi san xuét ra cac té bao mién dich. Do d6, CYLD nhu mdt co quan diéu chinh
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chinh d6i véi chung viém do NF-xB gy ra va dugc coi nhu 1a yéu té c6 thé wc ché
NF-«xB dé ngin ngira ton thuong md dan dén hoai tir, ung thu va mat kha ning ting
sinh té bao [63]. CYLD la nguyén nhan gay ra bénh Paget cua xwong dic trung boi
dic diém xuong gion va d& gdy do sy biét hoa cua té bao hiy xwong bi anh huéng
[63]. Mot s6 nghién ctru da chi ra rang, CYLD bj bat hoat c6 thé lién quan téi su
hinh thanh céac khdi u ran ¢ dai trang va gan, than, c6 tir cung, tuyén tién liét, bénh u
vanh khan, u biéu md tdc, va hoi triing Brooke-Spiegler. Su biéu hién qua muc cua
CYLD trong céc dong té bao ung thu phoi 1am ting hoat dong ciia TRAIL bang cach
trc ché NF-xB, do d6 thiic day qua trinh apoptosis [64]. Nhu vay, bang céach lién két
nhiéu con dudng Kich hoat va phan @ng véi trung tdm cua qué trinh viém, CYLD
khong chi hoat dong nhu mot gen gy ung thu ma con 1a mot chat diéu chinh chinh

cac con dudng quan trong din dén cac hiéu ang té bao da dang.

Protein Dvl duoc kich hoat béi su kich thich con dwong tin hiéu Wnt va co
vai tro quan trong trong viéc diéu hoa phic hop pha hay B-catenin. CYLD diéu hoa
am tinh con dudng truyén tin hiéu Wnt/p-catenin bang cach khir protein Dvl. Tuy
nhién, khi CYLD bi mat chirc ning hodc dot bién s& tham gia vao viéc hinh thanh
céc khdi u ran khéc nhau. Su diéu hoa p-catenin duoc quan sét thay trong qué trinh
phét trién cua bénh bach cau dong tay man tinh. Tin hiéu Dvl bi @c ché c6 thé kich
hoat B-catenin trong CML; va CYLD khi d6 ¢ thé gop phan vao viéc ¢ ché Dvl.
Khi danh gia sy biéu hién mRNA trong ba dong té bao K562, MEGO01 va KU812
cua bénh CML déu thay su biéu hien mRNA cuaa gen CYLD. Sy biéu hién CYLD s&
giam xuéng sau khi gen Dvl bi bat hoat nhd cong nghé siRNA. Trong khi thi
nghiém trude d6 thi cho rang CYLD c6 kha niang diéu hoa protein Dvl va biéu hién

qua muc DvI s& khién biéu hién CYLD giam xudng [30].

Bénh bach cau man tinh té bao B (B-CLL) duoc dic trung béi sy tich tu qua
muc té bao lympho B di truong thanh vé mat hinh thai va mién dich. B-CLL Ia
bénh bach ciu thuong xay ra ¢ nguoi Ion, dic biét 1a & cac nudc phuong Tay. Cac
nghién ctu gan day da phat hién ra rang CYLD hoat dong nhu mot nhan té quan
trong trong qué trinh hoai tir té bao. Vai trd cia CYLD trong cac con duong tin hiéu
khac nhau cho thay né tham gia vao cac qua trinh sinh ly va bénh Iy cua céc sinh

vat séng. Nhitng chudt bi bat hoat CYLD c6 biéu hién bt thuong trong qué trinh
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hoat hda té bao lympho T va té bao lympho B. Khi d6, mic du cac khéi u tu phat
hau nhu khong phat trién nhung lai ting kha ning mac bénh ung thu. Hon nia,
CYLD ciing duoc phét hién véi vai tro diéu hoa qua trinh tao xwong, cin bang noi

mdi, sinh tinh, sy tién trién caa chu ky té bao va di chuyén cua té bao [65].

Protein CYLD hoat dong nhu mét chat wc ché khdi u nén khi CYLD bj dot
bién hodc giam mirc do biéu hién s& thac day sy phat trién cua cac loai khéi u. Muc
d6 biéu hién cua CYLD giam dang ké trong ung thu dai trang, ung thu biéu mo té
bao gan, ung thu than, u 4c tinh, ung thu ¢ tir cung, da u tity xuong, bénh T-ALL
va B-CLL. Sau d6, mét sé nghién ctu khac déu cho rang, nhitg dot bién va giam

su biéu hién ciia CYLD déu lién quan dén bénh da u tiry xuong [65].

CYLD thiic day nhanh qua trinh apoptosis & cé4c té bao T-ALL [66] va khi su
diéu hoa giam biéu hién cua CYLD c6 thé dong vai trd gay bénh trong B-CLL, tir d6
gay ra tin hiéu hoai tir dao thai trong cac té bao CLL. Tuy nhién, cho dén nim 2014
thi dwa vao sy biéu hién cia CYLD dé tién lugng bénh B-CLL van chua duoc Xac
dinh rd rang. Chinh vi vay, Wei Wu va cong sy da phén tich biéu hién caa CYLD &
125 bénh nhan B-CLL va md ta mdi twong quan giita biéu hién mRNA cia CYLD
va cac dic diém 1am sang nhit dinh cua bénh nhan B-CLL. Va qua d6 ho da budc
dau danh gia ¥ nghia tién lwong cua biéu hién CYLD ¢ bénh nhan B-CLL [65].

Viéc xé4c dinh cac dau hiéu tién lugng méi trong CLL c6 tim quan trong vi
c4c biéu hién 1am sang cua bénh khong déng nhat ¢ CLL, tir d6 co thé cai thién cac
liéu phap trong diéu tri bénh CLL. Cuy thé Ia trong nghién ciu nay, Wei Wu va cong
sy da xac dinh dugc CYLD diéu hoa am tinh tin hiéu NF- B, ma NF- kB duoc
ching minh 1a c¢6 tham gia vao qua trinh sinh ung thu cua cac khdi u ac tinh va kich
hoat nhitng bét thuong trong bénh CLL va do d6 su ¢c ché tin hiéu NF- kB lam
giam kha ning séng sbt cua té bao CLL. Bén canh d6, khi cac té bao CLL c6 thé
phuc hdi phan ung hoai tir khi biéu hién CYLD dugc phuc hdi. Mac do biéu hién
CD23 va CD21 trén bé mat caa cac té bao lympho B thiéu CYLD & bénh nhan CLL
dugc xac dinh cao hon so véi té bao lympho B binh thuong. Phét hién nay cho thay
su biéu hién cua CYLD c6 thé tham gia vao qua trinh hinh thanh bénh bach cau
CLL. Viéc loai bo gen CYLD dan dén sy mait can bang cua quan thé té bao lympho

B ngoai Vi v&i su gia ting dang ké té bao lympho B viing bién ¢ chudt nghién cau.
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Nhu vay, nghién ctru nay da chitng minh dugc sy diéu hoa giam su biéu hién CYLD
trong CLL so véi té bao lympho B binh thudng va su biéu hién CYLD thap dy bao
kha nang sdng sot cta bénh nhan CLL kém. Két qua nay da cho thdy CYLD c6 thé
dong vai trd quan trong trong co ché bénh sinh CLL [65].

Bénh bach cau nguyén bao lympho cap tinh 12 bénh ung thu ac tinh xay ra
phd bién & tré em. Mic du tién luong cua bénh ALL c6 thé khac nhau gitra cac bénh
nhan, nhung ty 18 séng s6t cua tré em mic ALL da duoc cai thién trong nhiéu thap
ky qua. Bénh ALL hiém khi tim thiy & ngudi truéng thanh nhung khi dd mac bénh
thi tién lugng tinh trang bénh khéa ning. Do su phan bé cua cac té bao bach cau trén
co thé nén hién nay hoa tri duoc coi 1a mot lva chon tét nhat dé diéu tri bénh ALL.
Tuy nhién, do su phat trién kha phuc tap cua céc té bao trong bénh bach cau ma liéu

phap hoa tri van bi han ché st dung [67].

Viéc nghién ciru va kham phé ra co ché phan tir dé diéu chinh sy nhay cam
cua té bao bénh bach cau s& mang lai hiéu qua tich cuc cho viéc diéu tri bénh ALL.
Dot bién mat CYLD lién quan dén su hinh thanh cua mot s6 khéi u ac tinh nhu ung
thu dai trang, ung thu biéu mo té bao gan, da u tuy xwong, va bénh bach cau. Cac
nghién ciru vé gen CYLD déu cho rang CYLD duoc biéu hién nhiéu trong qua trinh
nguyén phan va né cé tham gia vao cac chu ky té bao. Nhiing phat hién nay la tién
dé dé Yunfan Yang va cong su (2015) kham pha ra vai trd tiém ning cua CYLD
trong viéc diéu chinh do nhay cta té bao bach cau véi cac loai thudc nham muc tiéu
vi 6ng. Thudc nham muc tiéu vi dng duoc sir dung rong réi trong qué trinh hoa tri
ung thu. Su rdi loan cia CYLD da duoc chirng minh 1a mot trong nhitng yéu t6 thic
day su tién trién cua bénh bach cau lympho cap tinh va man tinh. Chtic ning cua
CYLD duoc thé hién trong viéc ngan té bao lympho khoi su hinh thanh khéi u
thong qua su diéu hoa qué trinh apoptosis, va hoai tir cia té bao. Nhitng phat hién
nay cho thdy CYLD c6 thé coi 1a mot dau an sinh hoc, ciing nhu 13 nhan té dé thic
day cho qué trinh diéu tri bénh bach cau hiéu qua hon [67].

1.3.3. Nghién ciru di truyén phan ti trén gen A20, CYLD ¢ mgt sé6 bénh ung thuw

Pa hinh don nucleotide (SNP-single nucleotide polymorphism) la mét trong
nhitng dang bién thé di truyén phd bién trong hé gen nguoi. SNP trong cac gen quy

dinh viéc chinh sira DNA, diéu hoa chu ky té bao, su chuyén héa va con duong
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mién dich lién quan dén tinh nhay cam vé mat di truyén di véi bénh ung thu. Hiéu
dugc co ché tac dong ciia SNP dén sy nhay cam véi ung thu 1a rat quan trong nham
hiéu 5 co ché bénh sinh cta cac bénh ung thu khac nhau. Nhu vay, SNP ¢ thé coi
nhu 12 mot ddu 4n sinh hoc dugc sir dung trong chan doan va diéu tri & nhiéu loai

ung thu.

SNP c6 thé nim ¢ cac ving gen khac nhau nhu promoter, exon, intron ciing
nhu ving 5°- va 3° UTR (Untranslated region). Do d6, nhirng thay doi trong biéu
hién gen va anh hudng caa chung ddi voi su nhay cam véi ung thu khac nhau tiy
thudc vao vi tri caa SNP. SNP & ving promoter anh huéng dén sy biéu hién gen
théng qua qué trinh 1am thay do6i hoat dong cua promoter, lién két yéu té phién ma,
su methyl hoa DNA va sira doi histone. Cac SNP ngoai lai anh huéng dén kha ning
nhay cam véi ung thu bang cach ngin chian qué trinh phién ma va dich ma gen.
SNP trong cac vlng intron tao ra cac bién thé méi ndi cua phién ma va thic day
hodc pha v su lién két va chac ning cia cac RNA dai khdng ma hoa (IncRNA -
long non-coding RNA). SNP & ving 5°-UTR anh huéng dén qué trinh dich mé,
trong khi SNP & viing 3’-UTR diéu chinh sy im ling cua cac gen phu thudc vao
microRNA (MiRNA). SNP ¢ c4c ving nam xa gen thyuc té 1am giam hodc ting

cuong su phién ma gen thdng qua céc hiéu tng cis [68].

Mic du di c6 nhiéu nghién ctru vé vai trd cia cdc SNP & c4c bénh ung thu,
nhung co ché hoat dong cuia chiing van con rat phuc tap. Vi du, trong khi nguoi ta
biét rd rang SNP & viing promoter anh huéng dén qua trinh methyl héa va thay doi
histone, thi mdi lién quan giita co ché di truyén va biéu sinh van chua duoc giai
thich r6 rang. Hon nita, trong khi céc bang chiing di truyén vé méi twrong quan giira
da hinh ngoai lai va tinh nhay cam cua ung thu da duoc nghién ctu, nhung két qua
sinh héa va sinh hoc té bao cua cac SNP van chua dugc biét dén. Co ché lién quan
dén da hinh gen va tinh nhay cam véi bénh ung thu 1 rat phac tap [68]. Nhu vay,
da hinh/dot bién gen kha da dang va c6 vai trd khac nhau d6i voi ting loai bénh,
dac biét 1a bénh ung thu.
1.3.3.1. Hdc diém di truyén phan tir ciia gen A20

Nghién ctu toan bo hé gen nguoi (GWAS — genome-wide association

studies) da chi ra rang, cac da hinh nucleotide don (SNP) cua gen A20 ¢6 mdi tuong



24

quan vé&i kha ning nhay cam cua cac bénh ly gay viém va bénh tu mién dich ¢
nguoi [69, 70].

Trong té bao lympho B, A20 han ché su kich hoat cua cac con duong tin
hiéu boi nhitng chat cam tng sinh 1y lién quan dén sy xam nhap cua cac mam bénh
vao co thé. O chudt gia, khi A20 bi bat hoat trong té bao lympho B c6 thé gay ra hoi
chang viém vai céc biéu hién tu mién dich nhu viém man tinh kéo dai, ndng d6 1L6
tang cao, t& bao huyét trong ting dang ké va sy xuat hién cua cac thé tu khang dic
hiéu. Do vay, khi té bao lympho B phan tng nhanh hon véi céc kich thich tir méi
truong do chirc nang A20 bi giam di cho thay méi tuong quan gitra cac dot bién gen

di truyén hoic da hinh trong A20 va cac bénh ty mién dich khac & ngudi [71].

Cac nghién cau trén chudt vé biéu hién cia A20 di bi bat hoat trong dai thuc
bao va bach cau hat cho thiy rang su biéu hién cua A20 trong cac té bao nay la can
thiét dé duy tri can bang noi moi mién dich bam sinh [58]. Cac té bao tuy thiéu A20
s& din dén tinh trang viém da khép dn mon va sau d6 c6 thé ting kha ning huy
xuong gop phan lam thay d6i qua trinh tao xwong. Nhu vay, biéu hién A20 trong té
bao tiy ngan chan céc tin hiéu gy ra viém khdop va loang xuong. Nhirng phat hi¢n
nay cung cap nhitng hiéu biét vé sinh ly bénh di vai su thiéu hut A20 dan dén bénh
viém khép o chudt va & ngudi [69]. Do chirc nang chong viém manh caa A20 nén
cac SNP cua gen nay déu lién quan dén bénh va c6 thé 1am giam kha ning biéu hién
hodc l1am giam chirc ning caa A20. Vi dy, SNP lién quan dén bénh lupus ban do hé
thdng nam trong viing ma héa A20 khién cho phenylalanine thay thé cysteine & vi
tri amino acid 127 va lam giam chirc nang ctia protein A20 [72], rdi tir d6 gay ra cac
bién chirng than va huyét hoc. Cac SNP A20 lién quan dén bénh khac nim ngoai
viing ma hoa cho thay rang chung ciing c6 thé gay ra tinh nhay cam véi bénh bang
cach giam su biéu hién A20 [73, 74]. Pot bién Biallelic trong trinh ty ma hoa
TNFAIP3 di dugc xac dinh & khoang 18% ngudi bi bénh u lympho té bao [75, 76].

Watip Boonyasrisawat va cong su (2007) da nghién cuu su tuong quan gitra
da hinh gen A20 va kha nang tang xo vira dong mach ¢ bénh nhan dai thao duong.
Két qua cho thay 5 SNP duoc tim thay ¢ 479 bénh nhan dai thao duong tuyp 2 [74].
Mot s6 nghién ctu vé A20 & bénh viém khép dang thap da ching minh méi lién
quan giira mot s6 SNP (rs2230926, rs6920220 va rs10499194) véi nguy co mic
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bénh [77]. Tuy nhién, tan suat dot bién cua A20 trong cac bao céo khac nhau la
khéng giéng nhau. SNP rs2230926 nam & exon 3 ctia A20 gay ra sy thay thé amino
acid (6 vi tri 127) tir phenylalanine thanh cysteine (Phe127Cys). Alen nay (Cys127)
lam giam su @c ché hoat hda NF- kB do muc d6 biéu hién cua A20 giam xudng
[72]. SNP 152230926 ciing dugc chang minh 1a ¢c6 méi twong quan véi kha ning gia
ting nguy co mac lupus ban do hé théng va viém khop dang thap ¢ nguoi Nhat Ban
[78] va bénh viém khép dang thiap & ca ngudi Chau A va Chau Au [77]. Trong
nghién ciru nay, ba truong hop c6 kiéu gen rs2230926 TG trong 50 mau bénh nhan
viém khop dang thip duoc tim thay; tuy nhién, ciing tim thay hai truong hop co
kiéu gen rs2230926 TG trong s6 30 c4 thé khoe manh. Do d6, két qua so bo nay cho
thay ty 16 thap vé kiéu gen rs2230926 TG/GG & bénh nhan viém khop dang thap
Trung Quéc. Mic du bénh nhan cé kiéu gen rs2230926 TG chung to kha ning chiu
dung cao nhung khong c6 méi lién quan dang ké nao giita bénh nhan viém khép
dang thap va ngudi khoe manh, didu nay tuong ty nhu phat hién trong nghién cau

trudc day ciia vé bénh bach cau nguyén bao lympho cap tinh té bao T (T-ALL) [79].

Nghién ctru trén PBMCs tir bénh nhan viém khép dang thip cho thiy mac do
biéu hién cua A20 véi kiéu gen rs2230926 TG va rs146534657 AG cao hon SO V6i
bénh nhan viém khép dang thiap cé kiéu gen rs2230926 TT va kiéu gen
rs146534657 AA. Két luan nay tuong tu véi két qua da duoc bao cao dbi voi T-
ALL trong nghién ctru trude day [79]. Nhu vay, Kiéu gen rs2230926 TG c6 thé lién
quan dén viéc duy tri mtc do biéu hién A20. Nam 2015, Lihua Zhu va cong su Xac
dinh dugc thém SNP rs146534657 & bénh viém khép dang thap va dot bién
(14284T>A) dugc tim thay trong dich khop cua bénh nhan viém khép dang thap
[57].

Nam 2016, Chang va cong su da tim ra duoc 03 dot bién & bénh ung thu biéu
mo té bao vay miéng va tit ca cac diém dot bién nay déu nam trén exon 7 cua gen
A20 [80]. Ngoai ra, mot nghién ctiru khéac ciing cho thiy, ¢ nhitng ngudi truong
thanh mic bénh T-ALL, hau hét cac da hinh nucleotide don cua gen A20 xuat hién

trén exon 7 [81].
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1.3.3.2. Hdc diém di truyén phan tiz cia gen CYLD

Gen CYLD Ia gen nam trén nhiém sic thé 16q12.1 ma hda cho protein
cylindromatosis (CYLD) gém c6 856 amino acid va trong luong phan ti dat khoang
120 kDa. Protein CYLD duoc biét dén 12 mot enzyme DUB c6 chirc ning loai bo
chudi polyubiquitin khoi mot s protein nhu TRAF2, TRAF6, BCL-3, Lck, TRPAL,
TRAF7 va NEMO. Théng qua qué trinh loai bo chudi polyubiquitin, CYLD tham
gia viéc diéu hoa con duong tin hiéu NF-kB va JNK (c-Jun N-terminal kinase) dé
phan ung lai duoc véi cac tin hiéu kich thich, tir d6 thuc day su phét trién, ting sinh
va qué trinh apoptosis. Protein CYLD c6 &i luc manh véi chudi Ub lién két véi
lysine 63. Khi CYLD phan cat chudi ubiquitin lién két K63 s& anh huong dén twong
tac protein-protein va do dé cé vai trd quan trong trong truyén tin hiéu té bao [82].
Bang céch diéu chinh cac tin hiéu kiém soat su phat trién cua té bao, enzyme CYLD
hoat dong nhu mot chat e ché khéi u, gilp ngan chan cac té bao phat trién va phan

chia qua nhanh hoic theo cach khong kiém soat dugc.

Nam 2002, Gutierrez va cong su da giai trinh ty, phén tich haplotype cua
mot gia dinh bon thé hé ngudi Pirc va dua ra cong bo rang cac khdi u khac nhau tir
nhitng thanh vién trong gia dinh déu lién quan dén u cylindromas va u
trichoepitheliomas. Sau khi phan tich dot bién dya trén DNA cua bach cau, ciing
nhu DNA va RNA cua khéi u déu cho thay dot bién leéch khung trong gen CYLD
(2253delG). Nhu vay, két qua nay 1a mot minh chang rd rang rang mot dot bién don
I& trong gen CYLD c6 thé dan dén cac khdi u khéc biét vé kiéu hinh va mé hoc [83].
Céc dot bién trong gen nay co lién quan dén hoi chizng Brooke-Spiegler. Hoi chiing
nay c6 mot sé bién thé nhu u cylindromatosis c6 tinh chat gia dinh va u da
trichoepithelioma c6 tinh chit gia dinh. Bénh c6 ban chat lanh tinh tuy nhién
khoang 5-10% tong sé bénh nhan c6 tinh trang bénh tién trién nang hon va tro thanh

ac tinh.

Cho dén nim 2009, da xac dinh duoc 51 dot bién trén gen CYLD. Trong d6
41% (21) 1a @6t bién dich khung, 35% (18) la dot bién vo nghia, 14% (7) dot bién
sai nghia va 10% (5) 1a @6t bién & vi tri cat ndi. Theo thong ké thi 86% (44/51) dot
bién duoc du doan déu khién cho protein bi cit ngan va vi tri xay ra dot bién thuong

& trén exon 16 va 17, tiép theo 1a ¢ trén exon 18 va 10 cua gen CYLD [82].



27

Nam 2009, Patrick va Jorge (2009) da thuc hién cac phan tich vé dot bién
CYLD cua 87 gia dinh. Két qua cho thay, 84% (73/87) trudng hop mac BSS; Trong
s6 d6 88% (30/34) truong hop mic u cylindromatosis, va 72% (18/25) trudng hop
méc u da trichoepithelioma do d6t bién CYLD. Tuy nhién, ty 1& phat sinh dot bién
CYLD duoc bao cao trude day ddi voi u da trichoepithelioma va u cylindromatosis
c6 tinh gia dinh 1an luot 12 100% (3/3) va 44% (4/9). Mic du vay, chan doan phan
biét vé mat 1am sang va md hoc caa nhiéu ndt san va ndt trén mat di truyén rat phuc

tap nén c6 thé chan doan nham [82].

Ngay cang c6 nhiéu bang ching chitng minh riang hoi chitng BSS c6 lién
quan dén khdi u tuyén nuéc bot, dic biét 1a u tuyén té bao day. Trong d6, nhiing
nghién ctu vé hoi chimg BSS déu cho thiy CYLD tham gia vao co ché bénh sinh
cua cac khdi tuyén u nudc bot. Ngoai ra, dot bién CYLD con lién quan dén cac khoi
u ran o dai trang, gan, than, c6 tir cung, tuyén tién liét, va phoi. Cac dong té bao ung
thu dai trang va té bao gan cho thay su diéu hoa giam hoic mat CYLD. Khi thuc
hién qua trinh chuyén nap CYLD vao ung thu biéu md té bao gan thisu biéu
hién CYLD lam giam hoat dong cua NF-xB. Khi gene CYLD bi bat hoat s& gay ra
bénh ung thu phdi khong té bao nho, bénh da u tiy xwong va khi dé sy bat hoat
CYLD duoc cho la yéu té dy béo vé kha niang séng sot & ngudi mac bénh da u tay
xuong. Co ché ma CYLD tham gia qua trinh hinh thanh khéi u thuong lién quan
dén con duong tin hiéu NF-kB [82].

Patrick va Jorge (2009) nghién cttu 6 dot bién sai nghia trén gen CYLD da
dugc cong bd dé danh gia xem c6 lién quan vi mot kiéu hinh cu thé nao khong thi
két qua cho thiy rang phan I6n dot bién sai nghia déu xay ra & nhirng bénh nhan
méc u trichoepitheliomas. Cu thé 13, dot bién p.D681G xay ra trong mét gia dinh c6
3 thanh vién bi anh huong, trong d6 11/12 khdi u duoc phan tich Ia
trichoepitheliomas va mét nguoi nhidm bi xoin khuan. Mot dot bién khac
(p.E747G) dugc tim thay ¢ 2 gia dinh, trong d6 13 mot gia dinh goc Tho Nhi Ky ¢6
13 c4 thé mic u trichoepitheliomas [82]. Tuy nhién, chirc ning cua CYLD khong
chi 1a can nguyén cua u cylindromatosis va trichoepithelioma ma con duogc chirng
minh 1a c6 vai tro @c ché khéi u trong nhiéu loai ung thu & ngudi nhu u 4c tinh ¢ dai

trang, phdi va da u tay xwong [84].
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Nghién ciru va phan tich cac ndt xuat hién & mot bénh nhan ung thu biéu mé
té bao day 46 tudi cho thdy dot bién thay thé (c.1684+1 G>A) trén gen CYLD c6
trong DNA duoc phan 1ap tir khdi mé va mau ngoai vi cua bénh nhan nay. Dot bién
(c.1684+1 G>A) xay ra ¢ diém ndi exon-intron va c6 anh hudéng dén viéc ndi dung.
Trong mot nghién ciru khac d6i véi 131 bénh nhan ung thu biéu mé té bao vay cho
thiy, muc d6 biéu hién cua gen CYLD khong bi thay d6i. Tuy nhién, hai nghién ctu
sau d6 sir dung dong vat chuyén gen di xac dinh duogc vai tro cua dot bién gen
CYLD trong su phét trién cua bénh ung thu biéu mo té bao vay. Nhu vay, dot bién
gen CYLD c6 lién quan dén sy phat trién cua cac loai ung thu da khac nhau. Qua do,
dé tim ra duoc lidu phap dé ngin ngira ung thu da khac nhau thi can phai nghién

ctru con dudng truyén tin hiéu trong cac quan thé té bao dich [84].

Nam 2021, Nagy va cong su da thuc hién nghién ctru va khang dinh rang
phan 16n (99%) dot bién gen CYLD c6 lién quan dén bénh ung thu da thuong duoc
tim thay trén exon 16, 17 va 20 ([85]). Bén canh d6, quan sét cau tric gen CYLD c6
thé thay rang, exon 16 c0 vai trd twong tac véi polyubiquitin gan vai protein dich dé
tir d6 khién cho trung tam hoat dong ciia CYLD thuc hién chiic nang phan cit lién
két polyubiquitin va protein. Nhu vay, exon 16 dong vai trd quan trong trong hoat
dong cua gen CYLD ([86]).

1.4. Tin hi¢u STAT

Bénh AML 1a mét bénh bach cau ac tinh duoc dic trung bdi Sy ting sinh
khong kiém soat duoc cua cac té bao tao mau thudc dong tay. Phan tich cac mau
AML & nguoi va cac mo dong vat mac bénh bach cau da chang minh rang nhiing
dic diém nay c6 duoc 1a do su thay ddi trong con duong dan truyén tin hiéu hoic 1a
lam gian doan c4c qua trinh biét hda té bao trong co ché bénh sinh caa AML. Nhiéu
nghién ctu cho thay, bénh AML xay ra mot phan 1a do dot bién di truyén cua thu
thé FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) trén cac té bao tién than dong tuy va dong
lympho [87]. Khi thu thé FLT3 dot bién s& kich hoat cac con duong tin hiéu
JAK/STAT lién quan dén su hinh thanh khéi u va duy tri su phat trién cua té bao
ung thu [88].
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Trong khi d6, bénh CML lai dic trung bai sy phat trién khong kiém soat cua
c4c té bao dong tay ¢ ca tay xuwong va mau ngoai vi. Bénh CML xay ra chi yéu la
do sy chuyén vi cia cac ving gen BCR va ABL, dan dén su dung hop gen BCR-
ABL, tir d6 tao nén nhiém sic thé Philadelphia [89]. Biéu hién qua muc cua protein
dung hop BCR-ABL din dén sy hoat hoa khong binh thudng cua Janus kinase
(JAK), day 1a bo chuyén doi tin hiéu va 1a chat kich hoat con duong truyén tin hiéu
phién ma (STAT). Diéu nay s& dan dén sy ting sinh khong kiém soéat va kha niang

trc ch qué trinh apoptosis cua cac té bao CML [90].

STAT la ho céc yéu t6 phién ma noi bao 1am trung gian diéu hoa sy biéu
hién cua cac gen lién quan dén sy ton tai, ting sinh, biét hoa, phat trién cua té bao,
su chét theo chwong trinh (apoptosis), dap wng mién dich va mot s chirc nang sinh
hoc thiét yéu khac. Céc nhan té nay duoc kich hoat chu yéu khi JAK lién két véi
thu thé mang. Sy mat kiém soét trong hoat dong caa cac nhan té nay & céc khdi u
nguyén phét s& lam ting cudng kha niang phat trién cua khdi u va ddng thoi tc ché

su hoat dong cua hé théng mién dich.

Nghién ctu knockout gen STAT cho thdy vai trd quan trong caa protein
STAT trong hé théng mién dich, ciing nhu trong viéc duy tri kha ning dung nap
mién dich ngoai vi va giam sat khi u [91]. Con duong tin hiéu JAK/STAT bat dau
khi mot phdi tir (interferon hoac interleukin) lién két vai thu thé trén bé mat té bao,
rdi 1am cho cac thu thé dimer hoa, tir d6 khién cho JAK cé thé lién két voi thu thé.
Sau d6, cac phan tir JAK sé& phosphoryl hoa 1an nhau tai vi tri tyrosine thudc viing
hoat h6a nham 1am ting kha niang hoat dong céc kinase ndy. Cac phan tir JAK sau
khi dugc kich hoat s& phosphoryl hda tyrosine trén thu thé dé tao ra céc vi tri lién
két cho cac protein ¢ chira mién SH2. Sau d6, cac STAT lién két véi tyrosine dugc
phosphoryl héa trén bé mat thu thé té bao théng qua mién SH2 cua chdng, roi phan
ly ra khoi thu thé va lién két véi mot phan tir STAT khac tao thanh mot dimer (Hinh
1.5). Dimer nay sau do tiép tuc di vao nhan va lién két véi DNA dé tao ra sy phién

ma cua gen muc tiéu [92].
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Hinh 1.5. Cac budc chinh trong con duong tin hiéu JAK/STAT [92]

Cha thich: Hé théng tin hiéu JAK/STAT bao gom: (1) Thu thé (mau xanh 14 cay), (2) Janus kinase (JAK)
(mau vang), (3) Bé chuyén doi tin hiéu va kich hoat phién ma (STAT) (mau xanh). Céc vong tron mau do 1a
nhom phosphate. Khi cytokine lién két véi thu thé, JAK hoat dgng gan nhém phosphate vao thy thé. Piéu nay
khién cho cac protein STAT duoc phosphoryl héa va lién két véi nhau, tgo thanh dimer. Cac dimer nay sau
@6 sé di chuyén vao nhan va lién két véi DNA, tir @6 khién cho qué trinh phién méa cua gen xay ra.

Ho STAT & dong vat c6 vl bao gém STATL, STAT2, STAT3, STAT4,
STATS5A, STATSB va STAT6 [93]. Hai gen STAT5 ¢ ty 18 twong ddng trén 90%
nhung duoc ma hda boi cac gen riéng biét. Mdi thanh vién cia ho STAT déu co
nhitng chirc ning riéng biét trong viéc truyén tin hiéu va déng vai tro quan trong

trong viéc diéu hoa cac phan ng cia té bao ddi véi cac cytokine khéac nhau.

Nghién ciru mdi lién hé giita cac protein STAT va ung thu biéu mé cua
ngudi da cho thay khi STAT3 duoc kich hoat s& thiic day qué trinh hinh thanh bénh
ung thu dau cd, cac té bao da u tuy xwong, mot sé khéi u rin, bénh bach cau va u
lympho. IL-6 tham gia vao qua trinh kich hoat STAT3 trong u tity va cac dong té
bao 4c tinh tuyén tién liét; con TGF-a (transforming growth factor-a) kich hoat

STATS3 trong mét s6 dong té bao ung thu dau va co [94].

Bén canh d6, kich hoat STATS ciing 1a nguyén nhan phd bién dan tai sy hinh
thanh va phét trién cua khdi u. Thuc té, protein STATS khong thé thiéu trong viéc
diéu chinh phan ung cua té bao tao mau véi cac cytokine chuyén biét. Mot sb
nghién ciru da ching minh duoc rang STATS duoc kich hoat ¢6 y nghia quan trong
di vai su tién trién cua bénh bach cau dong tay man tinh va bénh ting sinh tuy gay

ra boi TEL-JAK2. Dung hop gen BCR-ABL dugc tao ra bai su chuyén doan giira
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cac nhidm sic thé khi bi kich hoat s& kich thich STATS5 hoat dong & bénh CML va
AML. Tuy nhién, khong phai tat ca cic protein STAT déu thuc day sy phat trién
cua ung thu [94].

Nghién ciru trén chuét thiéu STAT1 cho thay khéi u phat trién manh hon so
v6i nhom ddi chiang. Khi STAT1 duoc kich hoat béi interferon loai | va loai Il ¢6
thé wc ché qua trinh apoptosis va ngin chin su ting sinh. Bén canh d6, chudt thiéu
STATL1 nhay cam hon vai cac bénh do virus gay ra va khéng phan tng lai dugc vai
tac dong cua virus, tham chi la bi tr vong trong khi lwong virus nay thuong khéng

anh hudng dén co thé binh thuong [94].

Nhu vay, c6 thé thdy rang STAT3 va STATS5 la hai protein quan trong lién
quan dén sy phét trién ciia bénh ung thu, trong khi STAT1 dong vai trd nguoc lai d6
1a ngdn chan su phat trién cua khdi u. Kich hoat STAT3/5 lién tuc s& thuc day qua
trinh viém man tinh, 1am ting tinh nhay cam cua cac té bao khoe manh véi cac chat
sinh ung thu. Ngoai ra, protein STAT con duoc coi la chat trung gian quan trong
cho kha ning mién dich chéng lai cac tic nhan gay bénh va trong su phat trién cua
qua trinh rdi loan viém. Dau tién, khi gap céc tac nhan la, con duong tin hiéu
INF/STAT1 s& gay viém theo mot sé cach, nhu ting san xuat chemokine, kiém soat
su biét hda va qua trinh chét cua cac té bao tao mau va dong thoi bat d¢au hinh thanh

cac dang oxy phan ung va nitric oxide [95].

STAT2, STAT4 va STAT6 duoc kich hoat duéi tac dong caa IL-12, IL-4/IL-
13 va IFN-a [95]. Véi su kich hoat bai cac thu thé IFN loai | va loai Il1l, STAT2
dong vai tro trung tdm trong cac phan ung chéng lai virus. Trong khi STAT2 lam
trung gian truyén tin hiéu cua IFN loai | thi STAT1 tham gia truyén tin hiéu boi ca
IFN loai | va Il trong cac phan ang viém sau khi co thé bi nhiém virus va bao vé vat
cha khoi sy tan céng caa vi khuan va ky sinh tring; Bén canh d6, STAT2 con gop
phan quan trong trong hé thong mién dich bam sinh. Miac diu STAT2 chua dugc
nghién citu rong rai nhu mot s6 STAT khéc, nhung khdng thé phi nhan vai tro cua
ching trong mdi twong tac giita vat chu vd mam bénh. STAT4 va STAT6 dong vai
trd quan trong trong viéc diéu chinh hé théng mién dich thich ung. Hai protein nay
duoc kich hoat dé dap wng lai sy kich thich cua IL-12 (STAT4) va IL-4 hoic I1L-13
(STATS) [96]. Sau khi duoc kich hoat boi STATS, té bao Th tham gia tich cuc vao
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viéc diéu hoa tinh trang viém trong qua trinh bi di tng, con khi dwoc kich hoat boi
STAT4 thi té bao Th-1 lai tham gia vao c4c qua trinh diéu hoa rdi loan ty mién dich
va viém.

Ngoai ra, cac biéu hién bat thuong cua STAT1 [97], STAT3 va STATS [98]
ciing d4 dugc phat hién ¢ bénh nhan bach cau dong tuy.

1.5. Biéu hién ciia cytokine IL-6 vd TNF-a & bénh bach cau dong tiay

Trong tiy Xuong, cac té bao gbc tao mau thuong duoc duy tri & trang thai
can bang dé dam bao qua trinh tao mau ludn 6n dinh va ting cuong céc té bao tao
mau khi bi nhiém tring, viém cap tinh va man tinh hay chay mau [99]. Trong qué
trinh nhiém tring, mot loat cac cytokine duoc tiét ra dé kich hoat hé thong mién
dich. O nhitng bénh nhan mac bénh tién bach cau va bénh bach cau, su diéu hoa
chat ché cua cac cytokine bi suy giam va thay vao do 1a su tiét cytokine bat thuong
[100]. Cac nghién cau vé nong do cytokine tién viém va khang viém trong huyét
thanh cho thay, cac cytokine dugc diéu chinh ting trong tat ca hoic trong cac nhom

bénh nhan bach cau (AML va CML) so véi nhém ngudi khoe manh,

IL-6 12 mét trong nhiing cytokine tién viém chinh chiju trach nhiém kich hoat
phan tng mién dich. I1L-6 thic day qua trinh viém théng qua viéc kich hoat sy ting
sinh té bao lympho, biét hda té bao lympho B, kha ning tich tu té bao bach cau va
gay ra qua trinh tong hop protein giai doan cap tinh & gan. IL-6 dugc san xuat boi
nhiéu loai té bao mién dich nhu bach ciau don nhan, té bao trung biéu mé, nguyén
bao soi, t& bao m& va té bao lympho khi c6 su kich thich sinh Iy cia TNF-a, IL-1p,
noi doc tb va stress oxy hoa [101]. IL-6 tac dong 1én céc té bao dich thong qua thu
thé IL-6R va khi d6 I1L-6R ddng vai trd két ndi con duong truyén tin hiéu quan trong
lien quan dén qua trinh chuyén doi gitra giai doan dau va giai doan cudi cua cac

phan @ng viém [102].

Sy biéu hién cua IL-6 lién quan dén cac bénh viém nhidm va ty mién ciing
nhu rdi loan tao mau va bénh bach cau. O nhiing bénh nhan AML, néng d6 1L-6
trong huyét thanh va tay xuong tang 1&n. Nhiéu nghién ciru cho thiy, nong do I1L-6

lién quan dén tién luong xau, su tién trién cua bénh ciing nhu kha nang khang hoa
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tri. Cac bénh nhan AML c6 ndng d6 IL-6 kéo dai thudng co ti 1& song sot thap hon
so vai bénh nhan giam IL-6 [101].

TNF-a 1a mét cytokine tién viém ban dau c6 lién quan dén viéc tiéu diét cac
té bao khdi u va déng vai trd then chét trong viéc diéu chinh cac chit trung gian gay
viém va chéng viém. Nhiéu béo cao cho thiy, TNF-a duoc coi la tac nhan diéu
chinh tong thé cua chudi cytokine dé gitp bao vé vat chu va nhanh chéng chéng lai
su nhiém tring, tuy nhién néu vuot qua muc s& gay tir vong [101]. TNF-a duoc tiét
ra cha yéu boi dai thuc bao, bach cau don nhan, té bao lympho T, té bao lympho B
va mot sb té bao khac dé dap ang véi cac ton thuong té bao do nhiém tring hoic
bién d6i ac tinh [103]. Tuy nhién, gan day cytokine nay duoc ching minh 1a dugc
san xuat boi nhiéu loai té bao khéi u (t& bao CML) [104].

TNF-a c6 thé kich hoat té bao dich bang cach tuong tac vai 1 trong 2 thu thé
TNFR1/TNFR2 va dugc diéu hoa khac nhau tly thudc vao ting loai té bao trong
cac mo khoe manh va bénh tat. Ri loan diéu hoa TNF-a dan dén su hinh thanh céc
bénh nhu viém khop dang thap, bénh viém ruot, bénh Alzheimer, va mot sé bénh
ung thu. Theo d6 sy biéu hién cua TNF-a duoc diéu chinh trong cac phan tng mién
dich d6i vé&i bénh nhidm tring hoac trong cac bénh tu mién. Hién nay cé nhiéu loai
thudc tac dong vao TNF-a va cé4c thu thé caa né nhu infliximab, certolizumab va

etanercept nham diéu tri cac bénh viém nhiém nhu viém khép dang thap [105].

Bénh AML c6 lién quan chat ché dén hoat dong cua cytokine dbi véi qua
trinh tang sinh, apoptosis va sy biét hda cac té bao bach cau [106]. Bénh AML
thuong tiét ra nhiéu loai cytokine voi nong do cao hon so véi nguoi khoe manh.
Viéc san xuit cac cytokine nhu TNF-o, IL-6 duoc diéu khién trong qué trinh tao
bach cau, kich thich sy phat trién cua cac nguyén tay bao. Muc d6 biéu hién TNF-a
cao duoc duy tri thdng qua viéc kich hoat NF-«xB trong té bao AML va tir d6 dan
dén sy tang sinh lién tuc [107]. Ngoai ra, nghién ctiu vé bénh CML ciing cho thiy,

nong do 1L-6 va TNF- a tang cao khi so sanh véi nhém chang [104, 105].
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1.6. Té bao don nhan mau ngoai vi
1.6.1. Gidi thigu chung vé té bao don nhan mau ngogi vi

Té bao don nhan méau ngoai vi (PBMC — Peripheral blood mononuclear cell)
la nhitng té bao mé&u ngoai vi c6 mot nhan tron, déng vai trd quan trong trong hé
théng mién dich bam sinh va thich tng, bao vé co thé khi bi nhiém virus, vi khuan
va ky sinh trung, dong thai PBMC con c6 thé tiéu diét cac té bao khdi u va cac tac
nhan la khac. PBMC c¢6 ngudn gdc tir té bao goc tao mau ¢ trong tiy xwong. Cac té
bao goc tao mau ndy tao ra tat ca cac té bao mau cua hé théng mién dich théng qua
qué trinh tao mau. Trong qué trinh tao mau, cac té bao dong tay (bach cau don
nhan, dai thuc bao, bach cau hat, megakaryocyte, t& bao dudi gai, hdng cau) va té
bao dong lympho (té bao lympho T, té bao lympho B, té bao NK — Natural killer)
duogc tao ra. Tuy nhién, PBMC chi bao gom té bao lympho nhu té bao lympho T, té

bao lympho B va té bao NK, té bao dudi gai va bach cau don nhan.
1.6.2. Diic diém ciia té bao don nhan mdu ngogi vi

Té bao don nhan mau ngoai vi 12 hdn hop céc té bao mién dich, tuy nhién &
mdi ca thé thi tan suat xuat hién cua céc té bao khac nhau 1a khéac nhau. O ngudi, té
bao lympho chiém phan Ién trong PBMC, tiép theo 1a bach cau don nhan va té bao
duoi gai chi chiém maot phan nho. Té bao lympho chiém 70-90% trong tong sb té
bao PBMC va déng vai tro thiét yéu trong céc phan tng mién dich qua trung gian té

bao va dich thé.

Té bao lympho chu yéu lién quan dén su hoat hoa cua cac té bao lympho T
va B. Trong quan thé té bao lympho thi té bao T CD3* gdop phan dang ké vao sy
hoat dong cua hé théng mién dich (45-70%). Hau hét cac té bao lympho T ton tai
dudi dang té bao lympho T nghi ngoi hoic té bao lympho T non chua dugc kich
hoat bai khang nguyén, con mot phan it té bao lympho T ton tai & dang té bao
lympho T nhé. Sau dé, khi duoc kich hoat té bao lympho T s& kich thich cac phan
trng mién dich qua trung gian té bao nham vao cac khang nguyén xuat hién bén
trong té bao. Ngoai ra, sau khi dwoc kich hoat, té bao lympho T CD3* phat trién
thanh té bao lympho T CD4* hoiac CD8*. Té bao lympho T CD4* con duoc goi 1a té
bao lympho T trg gitp (Th — T helper) vi chitc nang chinh cua ching la kich hoat
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cac phan tng mién dich. Té bao Th sir dung cac thu thé dé lién két véi cac té bao
trinh dién khang nguyén (APC — Antigen-presenting cell) va sau d6 giai phong cac
tin hiéu théng béo su xdm nhap cua cac té bao la, ddng thoi danh dau chung dé co
thé d& dang loai bo. Té bao Th chiém 25-60% tong sb té bao lympho T CD3* dugc
kich hoat. Trong khi d6, té bao lympho T CD8* hay con goi la té bao lympho T gay
doc (T killer hay T cytotoxic) chiu trach nhiém san xuat khang thé c6 kha ning tiéu
diét cac tac nhan la xam nhap vao co thé. Khoang 5-30% té bao lympho T CD3*
dugc kich hoat dé tré thanh té bao lympho T killer. Tuong ty nhu té bao lympho T
CD3*, té bao CD19* B ton tai dudi dang nguyén tay bao hoic té bao nho. Té bao
nay chi chiém 5-15% tong sb té bao lympho. Sau khi duoc kich hoat, cac té bao
lympho B biét hda thanh céc té bao plasma c6 kha ning tiét ra khang thé nham toi

muc tiéu cu thé hodc cac khang nguyén ty do trong mau [108].

Té bao NK chi chiém 5-10% tong s6 té bao lympho trong co thé nhung
chdng lai c6 thé hoat dong ma khong can khang nguyén va bao vé co thé chong lai
su hoat dong caa khéi u [108]; Bach cau don nhan chiém 10-30% tong sé té bao
PBMC va dugc tim thay trong ca mau va mé ngoai vi. Khi duogc kich thich, bach
cau don nhan s& truong thanh va biét hoa thanh té bao dudi gai hoic dai thuc bao
trung gian cho ca phan ang mién dich bam sinh va thich @ng bang cach hoat dong
nhu cac té bao thyc bao hoic trinh dién khang nguyén [108]; Thanh phan cudi cing
trong PBMC la té bao dudi gai. Té bao nay chi chiém 1-2% nhung c6 thé tham gia
hoat dong trong ca hé thdng mién dich bam sinh va thich ang. Té bao dudi gai c6
thé trinh dién cac manh khang nguyén vao cac té bao caa hé théng mién dich thich

rng va kich hoat sy hoat dong cua té bao lympho T va B [108].
1.6.3. Chifc ning va ieng dung ciia té bao don nhan mau ngogi vi

Té bao PBMC Ia loai té bao chinh trong hé mién dich cta co thé con nguoi.
Té bao lympho T trong PBMC phan [6n ton tai duéi dang té bao lympho T chua
truong thanh hodc T nhg. Cac té bao lympho T non 1a nhitng té bao chua ting tiép
xic véi khang nguyén va thudng dugc dic trung bai sy vang mit caa mot sé dau an
sinh hoc nhu CD25, CD44 hoac CD69. Tuy nhién, khi nhiing té bao lympho T chua
treong thanh nay duoc kich hoat bai khang nguyén s& din dén su hoat dong cua té

bao, sau d6 s& tham gia vao qué trinh biét hda va phat trién cac chtc ning dic
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trung. Céc té bao lympho T nay sau d6 s& duoc biét hda thanh té bao lympho T nhé
va khi gap khang nguyén mot lan nita chiing s& tao ra phan tng mién dich nhanh

hon va manh hon.

Trong mau, té bao lympho B ciing ton tai duéi dang nguyén tay bao hoac té
bao nhd. Tuy nhién, khi gap khang nguyén, té bao lympho B s& duoc hoat hoa va
biét hda thanh té bao huyét twong thuc hién chic ning san xuat khang thé. Trong
mau ngoai Vi, tan sb cac té bao lympho c6 tinh dic hiéu cho mot khang nguyén don
Ié 14 rat thap. Do vay, cac chat hoat hoa da dong nhu lectin phan bao can duoc sir
dung dé kich hoat mot ty 1& 16n céc té bao lympho co tinh dic hiéu véi khang
nguyén cua ching [109]. Su hoat héa da dong cua té bao lympho T c6 thé dat duoc
khi khang thé gan diac hiéu véi CD3 don 1¢é hodc 1a két hop véi CD28; Con
lipopolysaccharide (LPS) gay ra su ting sinh t& bao lympho B va kich hoat bach
cau don nhan. Nhu vay, théng qua viéc xac dinh su ting sinh cua té bao lympho, su
bai tiét cytokine hodc nhirng thay d6i trong biéu hién gen c6 thé danh gia nhitng anh

huong cua hoat hoa da dong t6i chire ning mién dich cia PBMC [110].

MJi quan thé té bao PBMC dong vai trd khong thé thiéu trong viéc xay dung
va duy tri hiéu qua phan tng mién dich. Vi ly do nay ma cac nha khoa hoc thuong
st dung PBMC dé danh gia kha nang hoat dong cua cac té bao mién dich khi tiép
xUc véi cdc mam bénh, cling nhu xac dinh su tién trién cua bénh trong co thé nguoi

va cé&c yéu té anh hudong dén hé théng mién dich.

Té bao PBMC duoc sir dung dé nghién ctru vé cac bénh truyén nhidm, phat
trién vaccine, mién dich hoc, khéi u ac tinh huyét hoc va liéu phép cay ghép. Vé co
ban, cac nghién ctu PBMC trong diéu kién in vitro cung cip nhitng thong tin lién
quan dén chirc ning té bao, nhan dang dau an sinh hoc va mé hinh bénh; Tuy nhién,
cling c6 nhiéu nghién ctru dugc thuc hién trong diéu kién in vivo thong qua viéc sir
dung chudt c6 mang gen bénh ly cia ngudi. Viéc sit dung PBMC cta ngudi dé thic
day su phuc hdi cia nhitng con chuét bi suy giam mién dich duoc coi la co so dé
nghién ctu hé théng mién dich ctua nguoi va phan ng cua cac té bao nay ddi Voi

mam bénh, chit doc hoic ung thu trong mé hinh in vivo [111].
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Hién nay, cac nghién cuau sir dung PBMC trong y hoc ngudi ngay cang phat
trién. Viéc tao ra céc té bao gdc da niang cam @ng tir mot phan cia PBMC & nguoi
hién tang c6 ¥ nghia 16n trong cac md hinh bénh, sang loc doc tinh caa thubc, phat
hién ra thudc diéu tri va liéu phap thay thé té bao [112]. V& gan day nhét thi viéc sir
dung cdng nghé chinh sira hé gen nhu CRISPR/Cas9 c6 thé 1am bién ddi cac té bao
mién dich (té bao lympho T trong PBMC) thanh té bao CAR-T dé diéu tri ung thu &
ngudi ma khong can tim nguoi hién tang [113]. Nhu vay, PBMC la mét yéu té quan
trong va la cdng cu manh mé dé nghién ciru 1am sang lién quan dén sirc khoe va cac
loai bénh cua con nguoi. Thong qua qua trinh xt ly va phan tich PBMC thanh cong
va hiéu qua, cac nha nghién ciru cé thé kiém tra cac phan tng mién dich, hiéu sau
hon vé hé théng mién dich va ap dung nhiing phét hién cua ho vao viéc diéu tri

bénh cho con nguoi.

1.6.4. Péc diém ciia M-CSF biét hoa té bao PBMC

Yéu t6 kich thich thudc dia dai thuc bao (M-CSF — Macrophase colony-
stimulating factor) 12 mot cytokine duoc tao ra boi nhiéu loai té bao, c6 vai tro kich
thich su ton tai, ting sinh va biét hda cua cac té bao gbc tao méau thanh dai thuc bao
va mot s6 cac té bao lién quan khac. Khi ¢6, M-CSF anh hudng dén dai thuc bao va
bach ciu don nhan theo mét sé cach nhu kich thich hoat dong thuc bao cling nhu
tang doc tinh cho cac té bao khéi u. M-CSF hoat dong thdng qua thu thé yéu té kich
thich thudc dia 1 (CSFIR) dé diéu chinh cac qué trinh lién quan dén mién dich hoc,
chuyén hda xuong, kha nang sinh san va mang thai.

Trong trudng hop bi kich thich nguyén bao xuong sé tiét ra M-CSF gay tac
dong noi tiét 1en té bao hay xuong [114]. Cu thé 1a M-CSF lién két véi céc thu thé
cd trén té bao huy xwong dé tao ra su biét hda va cudi ciing khién cho nong d6 canxi
trong huyét twong ting cao do su phan hay xuong. Bén canh d6, mirc d6 biéu hién
CSF-1 kha cao trong biéu md noi mac tir cung cua thai phu s& lam ting cuong su
biéu hién cua thu thé CSF1R trong nguyén bao nudi nhau thai. Piéu nay la can thiét
cho sy phét trién binh thudng cua phdi thai va sy phat trién cua nhau thai. Chinh vi
vay ma cac nghién ciru sau d6 di ching minh dugc rang CSF-1 va thu thé CSFIR
c6 lién quan dén tuyén v trong qué trinh phét trién binh thuong va ting truéng
khéi u [115].
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M-CSF ciing duoc xac dinh 1a tham gia vao sy phét trién cua bénh xo vira
dong mach; hay dong vai tro quan trong trong bénh ly than nhu chan thuong than
cap tinh va suy than man tinh [116]. Sy hoat hda man tinh caa bach ciu don nhan
¢ thé dan dén nhiéu bit thuong vé chuyén hoa, huyét hoc va mién dich & bénh
nhan suy than man tinh. Trong trudng hop than bi chan thuong cap tinh thi M-CSF
c¢6 lién quan dén viéc thic ddy qué trinh sta chita sau chin thuong [117] nhung
trong mot sb truong hop khac chiing ciing ¢ thé tham gia thuc day su gia ting kiéu
hinh dai thyc bao tién viém [118].

M-CSF va IL-34 c¢6 chtic niang trong viéc duy tri ndi mdi cua cac quan thé
dai thuc bao cu tri & mod thong qua viéc thuc day kha ning ton tai va ting sinh
[119]. Mic di, M-CSF duoc tim thay trong huyét thanh cua nhitng nguoi khoe
manh va c6 thé duoc tao ra bai cac té bao biéu mé, nguyén bao soi, té bao noi md
va chinh dai thuc bao, nhung biéu hién cia ching c6 thé tang 1én do tinh trang viém
& dai thuc bao ciing nhu té bao lympho T va B [120].

Cac nghién ctru st dung cac dong vat thiéu hut chirc ning phdi ti/thu thé cua
MCSF vin con han ché nhung céc nghién ciru duoc thuc hién dén nay ciing d cung
cap nhing théng tin chi tiét vé viéc M-CSF tham gia diéu chinh mac do cua phan
rng viém trong nhiéu md hinh bénh cu thé & mé nhu viém co ndo tu mién, xo vira
dong mach, viém khop, viém than, viém phéi va ung thu. Tuy nhién, trong hau hét
cac truong hop, co ché hoat dong cua M-CSF van chua thuc sy duoc 1am sang to,
nhung chic chin ring M-CSF thuc day su ton tai va ting sinh cua dai thuc bao,
dong thoi s6 lugng dai thuc bao giam dwoc quan sat thay khi co sy doi khang véi
dich nao tay va tir &6 dan dén lam giam cuong do va thoi gian bénh [121].

Thuce té, dd c6 nhiéu nghién ciru thuc hién trén chudt dé tim ra duoc vai trd
ciia M-CSF, tuy nhién M-CSF cua ngudi ¢ thé hoat dong trén té bao chudt nhung
M-CSF cua chudt lai khdng thé hoat dong trén céc té bao nguoi [122].

1.6.5. Hoat déng sinh hoc ciia té bao bach cau
1.6.5.1. Gidgi thiéu chung

Sy chét theo chuong trinh (apoptosis) 14 mot qué trinh ma céc té bao chét
theo chu trinh d3 dwogc dinh sin. Trong quéa trinh phét trién va 140 hoa cua cac sinh

vat da bao, apoptosis thuong xay ra vi muc dich loai bo céac té bao khdng can thiét
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hoic céc té bao c6 hai dé duy tri sy 6n dinh vé sé luong céc té bao trong mo. Bén
canh do, apoptosis cling duoc coi nhu 13 mot co ché bao vé trong cac phan tng
mién dich hoac khi céc té bao bi ton thuong bai bénh tat, bi tin céng boi cac tac
nhan c6 hai. Mic du c6 nhiéu loai kich thich c6 thé gay ra qué trinh chét theo
chuong trinh apoptosis nhung khong phai tat ca cac té bao déu chét khi phan tng
vé6i cling mot kich thich. Chiéu xa hoic cac loai thude duoc sir dung cho hoéa tri lidu
ung thu dan dén tén thuong DNA trong mot s6 té bao, ¢ thé dan dén su chét theo
chuong trinh théng qua con duong phu thuoc p53. Mot s6 hormone nhu
corticosteroid cd thé dan dén qua trinh apoptosis & mot sé té bao (té bao tuyén giap)
trong khi d6 cac té bao khéac khdng bi anh huong hodc tham chi bi kich thich. Ngoai
ra, su bat thudng trong qua trinh apoptosis ciing c¢6 thé gay ra mot s6 bénh ung thu,
hoi chung tang sinh bach huyét ty mién, AIDS, thiéu mau cuc bo va cac bénh thoai
hoa than kinh nhu bénh Parkinson, bénh Alzheimer, bénh Huntington va bénh xo

ctng teo co mot bén [123].

Do d6, xac dinh mac d6 biéu hién cua cac chi thi sinh hoc dic trung nhu
CFSE, Dextran va Annexin V duoc coi 12 co sd phan tich co ché hoat dong cua té

bao bach cu.

1.6.5.2. Mgt sé thuoc nhugm hupnh quang ddc trueng cho qua trinh tang sinh, thuc

bao va apoptosis

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) 1a mét loai thudc nhuom té
bao huynh quang. CFSE duoc sir dung rong réi trong viéc theo ddi sy phan chia té
bao lympho. Cu thé 1a, CFSE thadm qua mang té bao va di vao bén trong té bao danh
diu c4c phan tr noi bao bang thuéc nhuom huynh quang, carboxyfluorescein. Khi
mot té bao dugce danh dau CFSE phan chia thi mac do carboxyfluorescein & cac té
bao con giam di mét nira. Nhu vay, mdi lan phan chia té bao cé thé duoc danh gia
bang cach do mirc d6 giam huynh quang cua té bao twong tng thong qua phuong
phap do té bao dong chay. CFSE c6 kha niang danh diu té bao véi cuong dé huynh
quang cao, phuong sai thip, ma hau nhu khong giy doc cho té bao, chinh vi vay ma

CFSE dugc coi la thudc nhudm 1y tudng dé xac dinh su ting sinh cua té bao [124].

Detran la mot polymer glucose cé trong luong phén tir cao va cé dac tinh

lien két véi nude. Dextran khong thé xam nhap va té bao séng, nhung khi mang
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sinh chat ¢ trang thai d& tham thi dextran c6 thé xam nhap vao va tap trung & bén
trong té bao. Do d6, dextran khi két hop voi isothiocyanate fluorescein (FITC-
Dextran) cd thé duoc st dung dé xac dinh céc té bao chét va bi hoai tir bang phuong
phap do dong chay té bao. Nhu vay, véi kha ning c6 thé danh dau cac té bao bi ton
thuong, FITC-Dextran duoc st dung trong cac nghién ctu vé giai doan sém va giai

doan cudi cuing cua qué trinh apoptosis [125].

Cac dang oxy phan tng (ROS-reactive oxygen species) bao gom céc gdc tu
do nhu anion superoxide (O%), singlet oxy (O2), géc hydroxyl (OH), cac peroxide
khac nhau (ROOR”), hydroperoxide (ROOH) va hydroperoxide (H202), dugc tao ra
lien tuc trong qua trinh hd hap hiéu khi va dong vai trd quan trong trong hé thong
mién dich. Trong qua trinh thuc bao, dai thuc bao va bach cau trung tinh c6 kha
ning tao ra s6 lwong 16n RNI (reactive nitrogen intermediate — chat phan tng nito
trung gian) va ROS. Cac gbc tu do rat quan trong doi vai cac phan ang mién dich
chdng vi khuan va tiéu diét cac khéi u. Binh thudng, bach cau trung tinh chi ton tai
trong khoang 24 gio va ROS rat quan trong ddi véi su ton tai cua bach cau trung
tinh. Théng qua viéc san xuat ROS chéng lai ca&c mam bénh xam nhap vao co thé,
c4c bach cau trung tinh s& duoc kich hoat va trai qua qua trinh chét ty nhién. G mai
té bao déu duy tri hé thong bao vé hoat dong chdng oxy hda manh mé nhiam ngan
chin sy hinh thanh qua mac ROS. Do d6, khi ROS duoc tao ra qua nhiéu s& anh
huong téi kha nang chdng oxy hoa tu nhién cua té bao va tir d6 sé gay ra mot so
bénh nhu ung thu, xo vira dong mach, cac bénh thoai hda than kinh va bénh dai
thao duong. Nhu vay, dé danh gia mic d6 anh huong do qua trinh oxy hoa gay ra
thi can phai xac dinh chinh xac cac dang ROS trong té bao théng qua cac ky thuat
cd sir dung cac dau do huynh quang va phat quang héa hoc c6 thé thim thiu qua
mang té bao. Trong d6, 2°-7> Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) la
mét trong nhirng ky thuat duoc st dung rong réi nhat dé do truc tiép trang thai oxy
hoa khir ciia té bao. Ky thuat nay rat dé sir dung, c6 do nhay cao véi nhiing thay doi
trong trang thai oxy hoa khu cua té bao, dic biét 1a khdng ton kém va co thé duoc
sir dung dé theo ddi nhiing thay d6i trong ROS theo thoi gian. Cuy thé 1a, DCFH-DA
la mét tién chat khéng huynh quang c6 thé tham qua té bao va sau dé tich lily bén

trong té bao. Khi qua trinh oxy héa din ra s& tao ra san pham cé do huynh quang
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cao DCF. Trang thai oxy héa khtr cua mau c6 thé dugc xac dinh bang cach phat

hién sy gia tang huynh quang théng qua phuong phap do dong chay té bao [126].

Annexin V hay Annexin A5 la thanh vién thudc ho annexin gom cac protein
noi bao lién két voi phosphatidylserine (PS). Binh thuong, PS duoc tim thiy bén
trong cua mang sinh chat & cac té bao khoe manh, nhung trong giai doan dau cua
qua trinh apoptosis, PS s& di chuyén tir bén trong ra mit bén ngoai cia mang sinh
chat. Annexin V khi gan véi huynh quang FITC dugc sir dung dé phat hién sy xuat
hién cua apoptosis théng qua phuong phap do dong chay té bao. Propidium iodide
(P1) 1a thuéc nhudm lién két axit nucleic, khong thim nudc va duoc s dung dé
nhuém hat nhan cua té bao apoptosis ¢ giai doan gitta hodc giai doan muon va céc

té bao hoai tir. Khi d6, nhiing té bao s& phat huynh quang mau do.
1.7. Té bao ung thw mau K562 va chit chéng ung thw vincristine
* Té bao K562

K562 1a té bao duoc phan Iap tir tay xwong cia mot bénh nhan bach cau
dong tiy man tinh 53 tudi. Cac té bao nay mang nhiém sac thé Philadelphia, 1a dic
diém dic trung o cac bénh nhan CML. Ching thuong cé hinh tron, khéng két dinh
va c6 céc dic diém tuong ty nhu hong cau giai doan dau, bach cau hat va bach cau

don nhan.

Té bao K562 cd nhiéu chuc niang nhung lai khéng biét héa thanh cac té bao
khac, mic du ching duoc biét hoa tir giai doan sém cua bach cau don nhan, bach
cau hat va hong cau bang cac cach khac nhau. Thuc té, té bao K562 duoc sir dung
rong réi trong cac nghién cau mién dich hoc. Céc té bao K562 biéu hién mot phan
cac phan tt MHC 16p | va I6p 11 trén bé mat cua ching va mot s phan ti c6 lién
quan dén mién dich khac nhu (PD-L1, CD40, CD40-L [127]. Céc té bao nay d&
dang bi tiéu diét boi cac té bao diét ty nhién trong diéu kién in vitro [128]. Té bao
K562 c6 thé duoc sir dung dé tao ra cac té bao trinh dién khang nguyén nhan tao
[127]. Ngoai ra, nguoi ta con phét hién ra rang, K562 gay ra su hinh thanh khéi u ¢
chust Nude [129] va chust SCID [130].

Hién nay, thudc Imatinib dugc sir dung kha phd bién nhim tc ché gen

BCR/ABL, tir d6 khién cho qua trinh phét trién cua té bao ngung lai va gay ra qué
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trinh chét theo chuong trinh [131]. Sirtuins va polyphyllin D ciing 1a phuong phép
tri liéu hiéu qua nham wc ché sy phat trién cua K562 [132, 133]. Bén canh dd, nim
2011, Paloma va cong su ciing khang dinh vincristine 1am giam dang ké kha nang
sbng sot cua té bao K562 bang cach ngin chan sy tién trién caa chu trinh té bao nay
[134].

*Vincristine

Vincristine 1a chat duoc chiét xuat tir cay dira can (Cantharanthus roseus) c6
tac dung &c ché hiéu qua d6i vai mot sé bénh ung thu nhu bénh bach cau dong
lympho, ung thu v, ung thu gan, ung thu budng tring, ung thu dau va cd, ung thu

tinh hoan va bénh bach cau dong lympho [135].

Co ché hoat dong cua Vincristine duoc xac dinh 1a trong tu véi cac chat chéng ung
thu dac hiéu theo chu ky té bao. Cu thé 13, ching déu &c ché su tring hop tubulin,
ngan can su hinh thanh vi éng va chu ky té bao ¢ pha M, va sau d6 uc ché su tang
sinh cua té bao ung thu [136]. Tuy nhién, tac dung tc ché té bao khéi u c6 thé anh
huong dén su tang sinh nhanh cua cac té bao khac. Thuc té d& chiing minh, cac té
bao biéu md rudt non va tay xuong thudng bi tc ché trong truong hop diéu tri bénh,
do d6 day la mét trong nhitng ly do gay ra tac dung phu d6i véi duong tiéu hoa va

ctia qué trinh cy ghép tiy xuong [135].

Hinh 1.6. Cau tr(ic cta vincristine [135]

Trong qué trinh diéu tri, vincristine thuong gy doc & hé thdng than

kinh, rdi giai phong cac chat trung gian cho qué trinh tién viém nhu IL-6, IL-1p, va
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TNF-a khi cac t& bao duoc kich hoat [137, 138]. Bing cach kich hoat con duong tin
hiéu NF-kB/STAT, vincristine dugc coi 1a tdc nhan diéu hda mot phan hoat dong
chéng ung thu [139].

Vincristine duoc sir dung rét rong réi, dic biét 13 & Trung Qudc trong viéc hd
tro diéu tri bénh u lympho khéng Hodgkin. Vincristine c6 tac dung hiéu qua trong
viéc diéu tri bénh ALL, dic biét 1a d6i véi tré em bi mac bénh ALL. Ngoai ra,
Vincristine ciing duoc str dung trong diéu tri ung thu phdi khong phai té bao nho, u
nguyén bao than, u nguyén bao than kinh, ung thu v{, bénh ALL va da u tiy xuong
[135]. Gan day, cac nha khoa hoc con phét hién ra kha nang ngan chin sy phat trién
cua té bao khdi u bang cach uc ché su tong hop RNA va protein caa vincristine
[135]. Ngoai ra, vincristine con 1am giam bach cau trong mau ngoai vi va kéo dai
duoc tudi tho dang ké cua md hinh cay ghép bénh bach cau dong lympho trén chuot
[135].

Két qua nay da cung cap nhitng thong tin hitu ich dé cac nha khoa hoc tiép
tuc ¢6 nhitng dinh hudng nghién ciu sdu hon vé viéc sir dung vincristine trong diéu
tri bénh bach cau hiéu qua. Nhu vay, vai trd caa vincristine trong viéc diéu tri ung

thu d4 phan nao dugc khang dinh.
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CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vat liéu nghién ctru

2.1.1. Doi twong nghién ciru

Péi trgng nghién cau 1a 92 bénh nhan mic bénh AML va 50 bénh nhan méc
bénh CML (nhung chua dugc diéu tri) duoc thu thap tir Vién Huyét hoc va Truyén
méau Trung wong. Nhém ddi chang 1a 80 nguoi tinh nguyén khoe manh duoc thu
thap tir Phong kham Pa khoa 103 Quéc Oai. Cac bénh nhan va tinh nguyén vién
dugc kham 1am sang va lam cac xét nghiém can lam sang dé cac bac sy chuyén
khoa tai Vién Huyét hoc va Truyén méau Trung wong va Phong kham Pa khoa 103
Quéc Oai chan doéan xac dinh, lra chon chinh xac ddi tuong can thiét cho nghién
ctru (danh sach bénh nhan va nguoi khoe duoc liét ké ¢ phu luc 3). Tét ca di tuong

nghién ctru déu ky van ban déng y tham gia nghién cuu.

Cac té bao ung thu méu K562 dugc mua tir mot té6 chac ATCC (American

type culture collection — B suu tap gidng chuan cua My)

Dai thuc bao duoc biét hda tir t& bao PBMC cuaa nguoi khoe va bénh nhan
mac bénh nhan AML

* Tiéu chudn lia chon

- Nhom bénh nhan:
+ Bénh nhan duoc chan doan xéac dinh bénh bach cau cap tinh va man tinh;
+ Bénh nhan chua duogc can thiép diéu tri gi.

- Nhém d6i chiing: Tinh nguyén vién khoe manh, dang khéng st dung thuéc hoic

méc cac bénh cap tinh hay man tinh nao khac.

* Tigéu chudn loai tror

- Nhém bénh nhan: Loai bo cac ddi tugng bénh nhan khong cé day du cac thong tin
lam sang va cac bénh nhan dang bi nhidm khuan huyét
- Nhoém ddi chirng: Loai bo cac tinh nguyén vién khong dong y tham gia nghién ciu

va dang gap cé4c van dé vé sic khoe.
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* COng thic tinh ¢ mdu
S6 lwong mau sir dung trong nghién ctru dugc tinh theo cong thic:
2
27 n P(1 -P)
d2

n: C& mau nghién ciu; a: Mirc y nghia thdng ké khi a = 0,05 véi do tin cay 95% thi

n-=

khi d6 hé sd tin cay Zi-w2 = 1,96; P: Ty 18 udc dodn tan suat xuat hién cia da hinh/dot
bién gen (2,2%); d: Khoang sai léch mong mubn gira ti 1& thu duoc tir mau nghién ciu
va quan thé nghién ciru (d = 0,05); Két qua tinh toan ¢& mau nhon n = 33,06. Do vay,

¢& mau cho moi nhom nghién ciru 1a > 34 bénh nhan [140, 141].

2.1.2. Céc hoa chit va thiét bi
2.1.2.1. Hoa chat

Hoa chat duoc sir dung trong nghién ciru déu dat tiéu chuan qudc té va duoc
san xuat tir cac hdng c6 uy tin nhu: Thermo fisher Scientific, Sigma, Gibco,
Biolegend...

* T4ch chiét DNA tong sé tir cAc mau mau va ky thudt PCR: Str dung céc hoa
chat cua bo Kit thwong mai QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN); Dream Tag DNA
Polymerase va Dream Taq buffer (Thermo, My); dNTP; Nuéc cat nuclease-free;
Céc doan moi A20, CYLD (Phu Sa, Can Tho, Viét Nam).

* Di¢én di: Agarose (Affymetrix, Cleveland, My); Dung dich TAE 1X; Dung
dich TBE 1X; Loading dye 6X (Thermo, My); Ethidium bromide (Thermo, M¥);

* Ky thugt ELISA: Sir dung céc hoa chat cua bo Kit ELISA MAX™ Standard
Set Human IL-6 va ELISA MAX™ Standard Set Human TNF-a (BioLegend, My).

* Ky thudt 1am bdt hogt gen PCR: CYLD siRNA & A20 siRNA (Thermo,
My); Lipofectamin™ 3000 Transfection Reagent (Thermo, M$); OPTI-MEM
(Gibco, My);

* Tach chiét RNA téng so, chuyén cDNA va ky thugt gRT-PCR: TRIzol™
Plus RNA purification Kit (Invitrogen, My), Kit RevertAid First Strand cDNA
Synthesis (Thermo, M¥); gPCR Master Mix (2X) (BioLabs); Cac doan méi A20,
CYLD, STAT1 va STAT3 (Phu Sa, Can Tho, Viét Nam); Nudc cat hai lan khir ion.
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* Nubi cay té bao: Ficoll-Paque™ PREMIUM (Cytova, Thuy Dién); PBS
(Gibco, My), RPMI-1640 medium (Gibco, My); FBS (Gibco, M¥); L-glutamine
(Gibco, My); Streptomycin/Penicillin (Gibco, My); LPS (Sigma, My); Vincristine
(Sigma, M¥); Human M-CSF (Peprotech, M¥)

* Ky thugt Flow cytometry: FACS buffer (PBS plus 0,1% FBS); Anti-
CD11b, anti-CD86, anti-CD40, FITC anti-annexin V, PI, ROS (Thermo, My);

* Cé&c dung dich: EDTA 0,5M (BioBasic, Canada); RBC-lysis buffer
(NH4CI/KHCO3/EDTA); TAE 50X (Tris/Acetate/EDTA) (BioBasic, Canada); TBE
(Tris/Borate/EDTA) (Biosic, Canada).

2.1.2.2. bja diém va thiét bi nghién citu

* Pia diém va thoi gian nghién cizu: Nghién ctiru dugc thuc hién trong thoi
gian tir thang 10 nam 2019 dén thang 8 nam 2023 tai phong Hé gen hoc Mién dich,
Vién nghién ctru hé gen — Vién Han Iam Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam

* Thiét bi nghién cizu: Cac dung cu va trang thiét bj duoc st dung cho
nghién cau cua luan an thuéc Vién Nghién cau hé gen, Vién Han Iam Khoa hoc va
Cong ngh¢ Viét Nam va Hoc vién Quén Y: B6 dién di (Bio-RAD, My); May soi gel
& chyp anh Gel-Doc (UVP, M¥); May block nhiét (Eppendorf, Buc); Bo pipet
(Eppendorf, Buc); May Vortex M52 (IKA, Puc); May khuiy tir gia nhiét Model
RCT (IKA, buc); May PCR Mastercycler pro S (buc); May NanoDrop Lite
(Thermo, My); May gqRT-PCR (Roche, My); May ly tam lanh (Eppendorf, buc),
Ta 4m CO2 (Thermo, M¥); May doc ELISA (Bio-Tex, M¥): May Flow cytometry
(FACSAria Fusion, BD Biosicences, My) va cé4c thiét bi chuyén dung can thiét
khéc.
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2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. So dé nghién ciru

80 nguoi khoe

Mau mau cua 92 ngudi bénh AML, 50 ngudi bénh CML,

v

Huyet twong | Ficoll |,
\l/ \LTéch DNA Tach RNA \L PBMC ngudi khoe
Xac dinhndng  Khuéch dai Xac dinh mirc do va bénh AML
doIL-6, TNF-o.  tinhtw420,  biéuhién CYLD, \l/
bang ELISA CYLD bang A20, STATI, STAT3 Biét hoa dai
PCR va giai bang qRT-PCR thue bao ban g
trinh tir gen M-CSF thanh
A dai thue bao
Xac dinh da hinh 1
A20, CYLD Pai thue bao bi
‘ . / bat hoat CYLD
Xic dinh da hinh, biéu hién gen 420, CYLD, biéu hién bang siRNA
viém va gen tin hiéu lién quan & bénh bach ciu dong tiy +LPS/
| + Fludarabine
\L Tach RNA \L

Té bao K562 (bénh CML)

\L + Vinc J_

Bat hoat 420,CYLD

Xéc dinh mitc do bieu Xac dinh kha nang
hién CYLD, STATI,
STAT3 bang qRT-PCR, FITC-dextran bang

thue bao va hép thu

flow cytometry

Tach RNA— cDNA

> : ; Western blot
xac dinh mc do bang siRNA L
biéu hién CYLD, | + Vinc

420, bang qRT-PCR J

Tach RNA— ¢cDNA, Xac dinh sd lwong
xac dinh mc do té bao dwong tinh
biéu hién CYLD, v61 Annexin V va
420, bang qRT-PCR  DCFDA bang
flow cytometry

Xac dinh vai tro cia 420, CYLD trong diéu hoa
hoat dong cua te bao K562 (Bénh CML)

Hinh 2.1. So d6 nghién ctu

Xac dinh vai tro caa CYLD trong diéu
hoa chitc nang cua dai thwe bao o
bénh nhan AML
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2.2.2. Phuwong phéap thu thap mdu

Céac bénh nhan duoc chan doan xac dinh mic bénh AML va CML béi cac
bac sy chuyén khoa huyét hoc tai Vién Huyét hoc — Truyén mau Trung wong va
chua duoc diéu tri. Mdi bénh nhan va nguoi tinh nguyén duoc ldy 5 mL mau cho
vao 6ng duoc chéng dong biang EDTA 0,5M (Ethylen diamine tetraacetic acid).
Méu sau khi thu thap s& duoc luu trir & nhiét do 2-4°C va van chuyén téi phong
nghién ctu. Cac mau bénh pham sau d6 dugc ma hoéa, xa Iy mau va bao quan theo
quy trinh,

2.2.3. Tdch chiét DNA téng sé va khuéch dai gen A20, CYLD

2.2.3.1. Tach chiét DNA tong s

Cac mau mau caa cac bénh nhan bach cau dong tay va nguoi khoe manh
duoc ly tim ¢ 1.500 rpm trong 10 phit & nhiét d6 phong dé tach huyét twong va
huyét cau. Huyét tuong duoc st dung cho céac thi nghiém ELISA, con huyét cau
duogc sir dung dé tach chiét DNA va RNA.

DNA tong sb tir cac mau mau nghién cau dugc tach chiét bang Kit QIAmp
DNA Mini (QIAGEN). Quy trinh tach chiét DNA dugc thyuc hién theo sy huéng
dan caa nha san xuat.

San pham DNA (3 pL) sau d6 duoc dién di trén gel agarose 1 % dé kiém tra
DNA. Mau DNA duoc luu giit ¢ -20°C.

2.2.3.2. Khuéch dai gen A20, CYLD
* Thiét ké moi cho phan wng khuéch dai gen

Phan mém Primer 3 duoc st dung dé thiét ké cac cap moi diac hiéu nham
khuéch dai viing gen dich dua trén trinh tu caa cac gen A20, CYLD c6 ngudn gdc tir
nguoi voi ma sé lan luot 13 NM_001378743.1 va NM_001270508.2 trong ngan
hang GenBank. Thong tin chi tiét vé cac mdi dugc liét ké trong Bang 2.1.

San pham DNA tong sé thu duoc sau khi tach chiét duoc sir dung lam
nguyén liéu cho phan ung PCR v&i cap mdi dic hiéu dé khuéch dai trinh tu

nucleotide vung exon 7 trén gen A20 va vung exon 16 trén gen CYLD (Bang 2.2)
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Bdng 2.1. Trinh ty mdi st dung phan tmg PCR

Mbi Trinh tw moi Kich thwéc
san pham
A20 F:5-TGAGCTAATGATGTAAAATCTTGTG-3’ 231 b
P
R: 5-AGGAGGCCTCTGCTGTAGTC-3’
CYLD | F: 5- TAAGGTCTTGTGCCTGAGCA-3' 547 b
p

R:5’- TTCTTTGGCAGCAGAAATCC-3'

Bdng 2.2. Cac thanh phan cia phan tmg PCR

Thanh phan Thé tich (ul)
Nuéc cat 18,85
Dbém Dream Taq (10x) 2,5
dNTP (10 mM) 0,5
Mbi xudi (10 pM) 0,5
Mbi nguoc (10 pM) 0,5
Dream Taq DNA polymerase 0,15
DNA (50 ng/uL) 2 Ml
TONG 25 ul

Qua trinh khuéch dai gen duoc thuc hién theo chu trinh nhiét nhu sau: 96°C,
4 pht; 35 chu ki (94°C, 30 giay; 60°C, 30 gidy; 72°C, 40 gidy), 72°C, 8 ph(t, sau
d6 giit & 4°C.
2.2.4. Gidi trinkh tw biang phwong phép Sanger va xac dinh diém da hinh/dgt bién

San pham PCR sau khi duoc tinh sach bang Kit GeneJET PCR Purification
(Thermo, M¥) cua hiang QIAGEN duogc giai trinh ty bing phuong phéap Sanger.
Trinh ty cua cac doan DNA dugc Xac dinh trén may giai trinh tu tu dong ABI
PRISM®3500 Genetic Analyzers bang cach st dung Kit BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing.

Trinh tu nucleotide cua cdc mau nghién cau duoc so sanh véi trinh tu tham

chiéu dugc cong bé trén Ensembl théng qua phan mém BioEdit nham xéc dinh vj tri
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cac nucleotide c6 sy thay dbi. Céc vi tri nucleotide ndy sau d6 dugc nghién cau
trong co so dir lisu NCBI SNP va Ensemble dé xac dinh bién thé méi hay da duoc
cong bd. Bén canh dd, cac bién thé nay ciing duoc kiém tra trang thai can bang quan
thé Hardy-Weinberg (HWE) str dung phan mém
http://www.ihh.kvl.dk/htm/kc/popgen/genetik/applets/kitest.htm va

http://courses.atlas.illinois.edu/spring2016/STAT/STAT200/pchisq.html.
2.2.5. Tach chiét RNA tong sé

Huyét cau cua cac bénh nhan bach cau dong tay duoc thu nhan va bo sung
10 mL RBC lysis buffer 1X (RBC-red blood cell). Mau sau d6 duoc tron déu va u
trong 10-15 phit & nhiét do phong. Dung dich sau khi @ duoc ly tam vai téc do
1.500 rpm trong 10 phit & nhiét &6 phong, loai bo dich ndi, thu cin té bao.

Hat ImL TRIzol Reagent b sung vao dng Eppendorf ¢ chira mau té bao
can tach RNA, tron déu mau va bd sung thém 200 pL chloroform lanh. Hon hop
dung dich tiép tuc duoc tron déu va ly tam 12.000 rpm trong 10 phit ¢ 4°C. Dung
dich & 16p trén cling sau khi ly tm s& dugc thu vao 1 6ng eppendorf méi va bo sung
thém 600 pL isopropanol lanh. Han hop dung dich duoc tron déu va ly tam mau
12.000 rpm trong 10 phat & 4°C, loai bo dich. B6 sung 500 pL ethanol 75% lanh,
tron déu, ly tam 12.000 rpm trong 10 phdt & 4°C, bé dich. Cubi cuing, bd sung 30-50
uL nude cat dé thu hoi RNA. Cac mau RNA duoc bao quan ¢ -80°C.

San pham RNA duoc xac dinh nong dé va danh gia do tinh sach bang
phuong phdp do quang phd & budc séng 260 nm va 280 nm va dién di trén gel
agarose 2%.

2.2.6. Tong hop cDNA va phdn trng qRT-PCR

* Téng hop cDNA

cDNA duoc tong hop tir RNA tong s theo cac budc nhu trong hudng dan st
dung cua Kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo, M¥). San pham
cDNA thu dugc s€ dugc bao quan ¢ -80°C.


http://www.ihh.kvl.dk/htm/kc/popgen/genetik/applets/kitest.htm
http://courses.atlas.illinois.edu/spring2016/STAT/STAT200/pchisq.html

o1

Cac mau cDNA dugc dung dé phan tich mac do biéu hién cac gen A20,
CYLD, STAT1, STAT3 va GAPDH. Céc primer duoc st dung trong nghién ciu thé
hién & bang 2.3.

* Phdn irng qQRT-PCR

gRT-PCR 1a mot ki thuat dugc st dung dé khuéch dai va dinh luong hoic
phat hién DNA dich. Phan tmg qRT-PCR duoc dic trung bai thoi diém (hodc sb
chu ky) ma tai d6 bat dau phat hién muc tiéu khuéch dai. Gia tri nay thuong duoc
goi 1a chu ky ngudng (Ct). Khi s6 luong DNA muc tiéu trong nghién liéu ban dau
cang lon thi tin hiéu huynh quang cang cao, tir d6 dan dén gia tri Ct cang thap
(Morrison, 1998).

Trong nghién ctru nay, mac do biéu hién A20, CYLD, STAT1, STAT3 va
GAPDH duoc xac dinh dya trén chu ky ngudng trung binh va d6 léch chuan gitta
cac nhom nghién ctiu (+ SD) theo phuong phap Livak dinh lugng twong d6i, trong
d6 gen GAPDH dugc sir dung 1am gen tham chiéu chuan theo cong thirc: 272ACt;
Trong d6 AACt = ACt(C) - ACH(T); ACt(C) la ACt cua nhdm chang; ACt(T) caa

nhém bénh; ACt = Ct ciia gen nghién ciru — Ct cua gen tham chiéu [142].

Bang 2.3. Trinh ty mdi dugc sir dung trong nghién ciru

Moi Trinh tu moi
F: 5-TGAGCTAATGATGTAAAATCTTGTG-3’
A20
R: 5-AGGAGGCCTCTGCTGTAGTC-3’
F:5-TGCCTTCCAACTCTCGTCTTG-3'
CYLD
R: 5-AATCCGCTCTTCCCAGTAGG-3'
F:5-CCCTTCTGGCTTTGGATTGAA-3'
STAT-1
R: 5-CTTCCCGGGAGCTCTCACTGA-3
F: 5-GGAGGAGTTGCAGCAAAAAG-3
STAT-3
R:5-TGTGTTTGTGCCCAGAATGT-3'
F: 5-GGAGCGAGATCCCTCCAAA-3
GAPDH
R: 5-GGCTGTTGTCATACTTCTCAT-3
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Phan tmg qRT-PCR c6 téng thé tich 12 20 pL véi cac thanh phan: 2 pl
cDNA; 1 pL hai loai mdi (0,5 pM mdi loai); 5 L gPCR Master SybrGreen Mix
(Roche Molecular Biochemicals); va 12 puL nuéc cat. Poan cDNA dugc khuéch dai

& 95°C trong 10 gidy, 62°C trong 10 gidy, va 72°C trong 16 gidy, nhic lai 40 chu ky.

2.2.7. Nuéi cdy, xir ly dong té bao K562 béi Vincristine

Vincristine 12 mét alcaloid dwoc chiét xuat tir cay Dira can c¢6 kha ning tc
ché céc té bao ung thu va da duoc Co quan Quan ly Thuc pham va Duoc pham Hoa
ky phé duyét la thudc duoc st dung trong diéu tri bénh bach cau cap tinh dong
lympho, bénh bach cau dong tay man tinh, u lympho Hodgkin va Non-Hodgkin
[143].

Té bao K562 dugc nudi cay khoi dong trong moi trudng RPMI 1640 (Gibco,
M$) ¢ bo sung 10% FBS, 1% L-glutamin 2 mM va 1% penicillin-streptomycin
(5.000 U/mL) & 37°C, 5% CO2 cho dén khi nong do té bao K562 dat gia tri thich
hop (107 té bao). Sau do, té bao K562 bi lam bat hoat gen A20, CYLD trudc khi
dugc xu ly véi Vinc (60-300 nM) trong 24 gio. Céc té bao thu nhan duoc sir dung
dé tach RNA, tong hop cDNA, rdi thuc hién phan ung gRT-PCR dé xac dinh muc
biéu hién mRNA cua A20 va CYLD, dong thdi mot phan té bao duoc st dung danh
gia kha nang ting sinh va apoptosis cua té bao K562 bang phuong phap dém té bao

theo dong chay.
2.2.8. Phan Igp té bao don nhan mau ngogi vi tir mdu

Méu toan phan thu duoc tir phwong phap ldy mau tinh mach bao gom nhiéu
loai té bao khac nhau nhu bach cau, hong cau va tiéu cau. Trong do, té bao PBMC
dong vai trd quan trong trong phan (ng mién dich cua co thé. PBMC bao gém cac
té bao lympho (60-90%), dai thuc bao/bach ciu don nhan (10-30%) va té bao tua
gai (<2%) (Hinh 2.2).
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e —
Huyét trong
Mau toan phan —> :
] Té bao lympho,
bach cau don nhan
Ficoll

Ficoll R R
Hong cau,
bach cau hat

Hinh 2.2. Su phan I6p cua cac té bao mau sau khi ly tam [144]

Nhiéu nghién ciru cho thay cac té bao nay déu tham gia vao hau hét cac qua
trinh mién dich cua co thé nén viéc phan lap PBMC 1a budéc quan trong trong cac
thi nghiém vé mién dich. Sau khi dugc phan lap, PBMC c6 thé duoc st dung cho
mét loat thi nghiém nghién cau vé bénh tu mién [145-147], bénh ung thu [148-
153], phét trién vaccine mai [154-156] va liéu phap mién dich [150-153]. Mét trong
nhiing ky thuat duoc str dung pho bién nhat dé phan lap PBMC la phuong phap ly

tam phan 16p theo ty trong sur dung Ficoll.
* Cac bwéc tién hanh thi nghiém:

Mau tinh mach duoc 1y vao trong éng ¢ chra EDTA. Ly thm mau méau &
nhiét d6 phong véi diéu kién 1.500 rpm trong 10 phut dé phan tach huyét cau va
huyét twong 1am hai 16p riéng biét. Hat 16p huyét twong sang mét dng falcon khac,
con 16p huyét cau trong ong sé duoc bd sung thém PBS theo ty 1 1:1. Tron déu hdn
hop dung dich bang pipet. Sau d6, bd sung tir tir 25-30 mL hdn hop dung dich mau
va PBS vao 4 6ng falcon 50 méi di c6 chira 15 mL dung dich Ficoll-Paque. Ly tam
mau véi diéu kién 400 g trong 30 phut ¢ 20°C, brake = 0. Sau khi ly tam, can than
ldy cac mau ra khoi may ly tam dé tranh tron 1an giita cac 1op. Dung pipet hat bo
I6p plasma phia trén cting nham muc dich thu nhan té bao PBMC ngay phia dudi
I6p plasma. Hit phan dung dich c6 chtra té bao PBMC vao 6ng falcon 50 méi, bo
sung dung dich PBS vao 4ng chira PBMC theo ty I¢ 1:1, tron déu hdn hop dung
dich bang pipet. Ly tam véi diéu kién 300 g trong 10-15 phit & 20°C, brake=9. Sau
d6, can than loai bo phan dich néi phia trén dé thu phan té bao ¢ dudi day dng. Tiép

tuc b6 sung 20 mL dung dich PBS vao éng falcon c6 chira té bao PBMC, tron déu
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dung dich. Ly tdm véi diéu kién 200 g trong 10-15 pht & 20°C, réi can than loai bo
phan dich ndi phia trén dé thu nhan duoc té bao PBMC.

2.2.9. Bi¢t héa té bao tir té bao don nhan mau ngogi vi si dung cytokine M-CSF

Té bao PBMC thu nhan duoc tir mau toan phan s& dwoc ria trong 5 mL méi
truong RPMI 1640 c6 bo sung 10% FBS, 1% L-glutamin 2 mM va 1% penicillin-
streptomycin (5.000 U/mL) d& duoc 1am am dén 37°C. Ly tdm mau ¢ diéu kién
1.500 rpm trong 7 phat, nhe nhang bo dich. Tiép tuc bd sung 10 mL méi trudng
nudi cdy chuan da duoc lam 4m dén 37°C vao té bao PBMC, dung pipet dé phan tan
déu cac té bao PBMC trong dung dich. Sir dung trypan blue dé xac dinh mat do té
bao c6 trong dung dich bang budng dém hong cau. Sau do, chia té bao PBMC vao
céc dia nudi cay, sao cho mdi dia chira khoang 5 x 10 té bao/mL. U dia nudi cay
khoang 2 gio trong ti &m (37°C) 5% CO: dé céc té bao don nhan bam vao dia. Bo
sung M-CSF vao céac dia nudi cy tuong tng sao cho nong do cudi cing dat 50
ng/mL (M-CSF), u té bao 6 ngay trong tu 4m (37°C), 5% CO>. Trong khoang thoi
gian nay, vao ngay tht 4 thyc hién thay moi truong trong dia nudi ciy bang moi
truong RPMI 1640 chuan cd bd sung M-CSF. Sau 6 ngay nudi cdy, ly tam mau voi
diéu kién 1.500 rpm trong 7 phut & nhiét d6 phong, nhe nhang loai bé dich néi va
thu nhan té bao dich (Thermofisher).

2.2.10. Phwong phdp lam bdt hoat gen

Cac té bao sau khi biét hda dugc nubi cay trong méi trudong RPMI 1640 chua
10% FBS, 1% L-Glutamine va khdng bd sung khang sinh trong khoang mot ngay
truéc khi chuyén nap siRNA. Sir dung Trypan blue dé xac dinh mat do té bao dudi
kinh hién vi. Sau d6 chia té bao vao cac dia nudi cay sao cho mdi dia chira khoang 5
x 10° té bao/mL. Bé chuyén nap siRNA vao té bao dich can chuan bi phtc hop
(siRNA: Lipofectamine™ 3000) theo cac budc sau: (1) Pha lodng siRNA trong 50
UL opti-MEM khéng c6 chtra huyét thanh. Tron déu dung dich bang pipet, roi u 5
phat & nhiét do phong; (2) Pha lodng Lipofectamin™3000 trong 50 pL opti-MEM
khong c6 chtra huyét thanh. Tron déu dung dich bang pipet, rdi t 5 phat ¢ nhiét do
phong. Tron déu siRNA va Lipofectamin™3000 da duoc pha lodng va u trong 10-
20 phat ¢ nhiét d6 phong dé siRNA va Lipofectamin™3000 c6 thé tao phirc.
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B6 sung phuc hop siRNA va Lipofectamin™3000 vao ting dia nudi ciy.
Lic nhe dé phac hop siRNA va Lipofectamin™3000 c6 thé tiép can dugc voi té
bao dich. U céc té bao trong 24-48 gid ¢ 37°C, 5% CO:x.

* Thu té bao dé phan tich bang phwong phap dém té bao dong chday va tach RNA

Cac bao sau khi duoc bat hoat va nudi ¢ diéu kién thich hop duoc thu nhan
vao bng falcon 15 mL. Ly thm mau & diéu kién 1.500 rpm trong 7 phit ¢ nhiét do
phong. Dich nudi cay dugc sir dung cho thi nghiém ELISA, té bao dugc sir dung
cho phuong phap dém té bao dong chay va tach chiét RNA tong sb dé danh gia muc

d6 biéu hién caa mot sé gen lién quan.
2.2.11. Phwong phép ELISA Sandwich

K§¥ thuat Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) la ky thuat duoc
sir dung dé dinh luong sé lwong khang nguyén hoic khang thé trong cac dung dich
mau nhu huyét thanh, tinh dich, nuéc tiéu, dich huyén phi nudi cay. Hién nay,
ELISA duogc st dung kha rong ri trong chan doan y hoc, bénh Iy hoc thuc vat, va

kiém soat chat luong ciia cac nganh cong nghiép.

Ky thuat ELISA sandwich: 12 mot dang ELISA duoc sir dung kha phd bién
trong thyc tién do phan tng manh va nhay. Ky thuat nay duoc goi la ELISA
sandwich vi két qua thi nghiém dugc dénh gia thong qua su két hop cua hai loai
khang thé (khang thé bit va khang thé phat hién). Ky thuat sir dung trong dé tai nay
la ki thuat ELISA sandwich gian tiép.

* Protein chuan véi cac ndng do khac nhau dugc chuan bi nhu Bang 2.4 va Hinh 2.3

Chuan bi 8 6ng eppendorf dugc danh s thir ty tir 1 dén 8. O ng eppendorf 1
duoc chuan bi 500 pL dung dich protein chuan véi ndng do thich hop (Bang 2.4).
Thém 250 pL dung dich dém pha lodng mau vao cac 6ng tir 2 dén 8. HGt 250 pL
dung dich protein chuan tir dng 1 sang 6ng 2, tron déu. Tiép tuc, hit 250 L dung
dich protein chuan tir 6ng 2 sang dng 3, tron déu. Lam twong tu dén éng sé 7. Ong

s6 8 1a dng d6i ching am.
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500 uL SO0 puL SO0 pL SO0 uL S00 uL 500 uL

@ algaadl

Stock
Solution : 7.8 pg/mL

Hinh 2.3. Hinh anh minh hoa pha lodng protein chuan cua Kit ELISA véi cytokine
IL-6 va TNF-a

Bdng 2.4. Pha lodng protein chuan véi cac ndng do khac nhau

Ong | Thé tich dung dich | Thé tich dung dich | Néng dé cudi (pg/mL)

nghiém | protein chuan (uL) pha loéng (uL) IL-6 TNE-a
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

* C4c buéc tién hanh thi nghiém:

Nong do IL-6 va TNF-o dugc xac dinh bing cach st dung bo Kit ELISA

(Biolegend). Cac budc tién hanh dugc thuc hién theo huéng dan cua nha san xuét.

Nho 100 pL dung dich khang thé bat vao céc giéng cua dia ELISA. Pay nap
dia, boc lai bang gidy parafin va i ¢ 4°C qua dém dé khang thé bat bam vao bé mat
cua cac giéng. Sau do, thdo nip dia va rira dia 4 1an bang dung dich dém ra (300
uL/giéng). B6 sung 200 pL dung dich dém khoa vao mdi giéng va u & nhiét do
phong trong 1 gio. Rua dia 4 lan bang dung dich dém rira (300 pL/giéng). Thém
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100 pL protein chuan vao ddy giéng ¢ cot dau tién cua dia ELISA, c4c giéng con lai
b6 sung 100 pL dung dich mau can xac dinh néng do cytokine, va u dia ELISA ¢
nhiét d6 phong trong 2 gio. Rua dia 4 1an voi dém rira (300 pL/giéng). Thém 100
UL khang thé phat hién vao mdi giéng va u ¢ nhiét do phong trong 1 gio. Rira dia 5
lan voi dém rira (300 pL/giéng). B6 sung 100 pL dung dich Avidin-HRP vao mdi
giéng va u & nhiét do6 phong trong 30 phdt. Rua dia 7 1an véi dém ria (300
uL/giéng). B6 sung 100 pL dung dich TMB vao tirng giéng va u ¢ nhiét do phong
trong 20 phat, dung dich trong giéng khi d6 c6 mau xanh. Tiép tuc thém vao moi
giéng 100 pL dung dich H2SO4 2N dé két thiic phan tng va khi d6 mau xanh
chuyén sang thanh mau vang. Cubi ciing, do két qua bang may do d6 hap phu quang

& budc song 450 nm.

MJ3i miu duoc thuc hién trong 2 giéng, 1ap lai thi nghiém 3 lan.
2.2.12. Phwong phap western blot

Dai thuc bao (3 x 10° té bao) duoc rua hai lan trong dém PBS va sau do b
sung dung dich dém chiét 100 pl RIPA-1 nham phé& v& mang té bao dé thu protein
tong s6. San pham protein sau khi thu duoc bao quan & diéu kién -80°C va str dung
cho thi nghiém western blot. Bién di protein thu dugc trén gel SDS-polyacrylamide
10% va chuyén 1én mang polyvinylidene fluoride. Vi tri cac protein dugc chuyén
lén mang s& duoc ¢b dinh bang cach st dung dung dich dém khéa. Sau dé, bé sung
khang thé so cap anti-p-STAT1 va anti-GAPDH (Santa Cruz) trong dung dich dém.
Rara mang 5 1an va tiép tuc bd sung véi khang thé thir cap HRP anti-rabit hoic anti-
mouse (Amersham) trong 1 gio ¢ nhiét ¢6 phong. Rira mang 5 lan va sau d6 phéat
hién khang thé duoc gan voi protein trén mang bang bo kit ECL Plus kit (GE

Healthcare).
2.2.13. Phwong phdp dém té bao theo dong chdy (Flow cytometry)

Phuong phap dém té bao theo dong chay 1a mot ki thuat hién dai hoat dong
dwa trén nguyén tic tan xa anh sang va phat xa huynh quang cta cé4c té bao da duoc
danh dau huynh quang khi ching di qua chum tia lazer. Hién nay, k§y thuat nay
duogc sir dung dé phan tich cac dic tinh vat Iy va hda hoc cia hang nghin té bao mai
gidy. Do vay, c6 thé coi ddy 1a phuong phap cho phép dinh lugng, phan tich kiéu

hinh va chtc nang cua té bao ¢ dang huyén phi nhanh chéng va chinh xéc.
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May FACs Aria Fusion cua hing BD Biosciences va mot sé khang thé dic

trung dugc stir dung cho thi nghiém nay.
* Xac dinh su tang sinh, thyrc bao va quéa trinh apoptosis cua té bao

C4c té bao nghién ctru thu nhan duoc duoc danh gia su ting sinh va qua trinh
apoptosis bang phuong phap dém té bao theo dong chay. Cac té bao nay duoc
nhuém véi cac khang thé Annexin V, CFSE, ROS va FITC-dextran dwoc st dung
dé phan tich su ting sinh, kha ning san xuat ROS, qué trinh thuc bao va qua trinh
aopotosis. Khang thé CD11b FITC CD40PE CD68APC; CD86PE CD68APC... dé

phan tich su biéu hién cua cac marker hoat dong bé mit cua cac té bao dich.

Cac té bao dich (10° té bao/mL) sau khi nudi & cac diéu kién nghién cau
duoc rira sach 2 lan voi PBS, riéng voi cac té bao duoc nhuom véi khang thé
Annexin V thi duoc ria sach véi dung dich dém AWB. Tiép theo, cac té bao dich
dugc nhudom vai 100 pL khang thé gan huynh quang va u trong cac khoang thoi
gian thich hop (CSFE — 10 phut, & nhiét do phong, trong bong téi; FITC-dextran — 3
gio, 37°C, 5%CO; CD11b CD6SBAPC CD40PE, CD11b CD68BAPC CDS86PE — 1
gio, 4°C; Annexin V — 15 phat, ¢ nhiét do phong, trong béng tbi). Cudi cung, sau
khi duoc rira 2 1an véi dém PBS hodc FACs, cac té bao dich dugc tai hoa tan trong
dung dich dém FACs trude khi dugc phén tich bang phuong phap dém té bao theo
dong chay.

2.2.14. Phwrong phép xir |y so liéu

Phan tich thng ké dwoc thuc hién bing phan mém SPSS va GraphPad Prism
8 nham danh gia su khac biét gitra mac d6 biéu hién cua gen, nong do cytokine &
bénh nhan bach cau dong tay va nhém déi chang. Thuat toan Mann-Whitney U va
kiém dinh Spearman duoc st dung dé so sanh két qua giira 2 nhém nghién ctu. Su
khac biét gitra mau nghién ctu va mau déi chiing duoc xir Iy c6 ¥ nghia théng ké
khi chi sé p < 0,05.

2.2.15. Héi dong dao dirc trong nghién civu y sinh

Dé tai thuc hién trén cac d6i twong nghién ciru déu tuan thu dung theo y dac
va da duoc phé duyét bai Hoi Bong Y Buc cua Vién Nghién ctu hé gen, Vién Han
Lam Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam theo Quyét dinh s6 4-2021/NCHG-HDDD.
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Tat ca cac ddi twong tham gia nghién ctiru déu dugc cung cip day du cac thdng tin,
muc tiéu nghién ciru va tuy nguyén tham gia nghién cieu theo ding quy dinh vé dao
duc trong nghién cau y sinh hoc cua cac té chuc trong va ngoai nudc. Tat ca céc
thong tin lién quan dén déi trong nghién ciru déu duoc bao mat. Céc gia dinh va
bénh nhan c6 thé rat khoi nghién ciu khi khdng mudn tiép tuc tham gia. Két qua
phan tich sé dugc thong bao cho gia dinh bénh nhan.
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CHUONG 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Panh gia da hinh trén gen CYLD, A20

Trong nghién ctu ndy, 92 bénh nhan duoc chan dodn méc bénh bach cau
dong tay cap (AML), 50 bénh nhan dugc chan doan méc bénh bach cau dong tuy
man (CML) va 80 ngudoi khoe dd duoc thu thap. Véi muc dich xac dinh cac diém
da hinh trén gen A20, CYLD dé danh gia ciing nhu tién leong vé tinh trang bénh,
DNA tong sé duoc tach chiét tir cic mau méu caa bénh nhan bach cau dong tay
va nguoi khoe theo hudng dan caa Kit QIAmp DNA Maxi thudc hiang QIAGEN.
Sau khi tach chiét, DNA tong sé duoc xac dinh ndng do va danh gia do tinh sach
nham dam bao chét luong cho céc thi nghiém khuéch dai trinh tu nucleotide cua
gen CYLD, A20 véi cap mdi dac hiéu bang ki thuat PCR. San pham PCR cua
cac mau can nghién ctiru duoc tinh sach truéc khi doc trinh tu truc tiép trén may
giai trinh tu tuw dong ABI PRISM®3500 Genetic Analyzers.

3.1.1. Pa hinh gen CYLD ¢ bénh nhan bach cdu dong #iy
3.1.1.1. Pa hinh gen CYLD & bénh nhan bach cdu dong tiy cap tinh

Sau khi so sanh trinh tu doan gen CYLD cua bénh nhdn AML va nhém
ngudi khoe vai trinh tu gen dugc cong b trén Ensemble (ENSG00000083799),
4 vi tri c6 cac da hinh/dot bién trén gen nay duoc xéc dinh trén ca mau bénh va

d6i chung.
p.E723E p.Q731H
Déi chimg ' !
AML ¥ i
p.E735K p.E747K
L. , ¥ ¥
Dai chimg /!
¥
AML M ‘

Hinh 3.1. Biém da hinh trén gen CYLD ¢ bénh nhan AML
Két qua cho thay, 4 nucleotide trén exon 16 bi thay doi, trong d6 c¢6 3 SNP
(p.Q731H/c.2435 G>C; p.E735K/c.2445 G>A; p.E747K/c.2481 G>A) Ia SNP
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khdng dong nghia khién cho amino acid cii bi thay thé bai amino acid méi (Hinh
3.1) va SNP (p.E723E/c.2411 G>A) la SNP dong nghia. Trong s6 cac da hinh
nay, su phan bd kiéu gen tai vi tri p.E723E, p.Q731H va p.E735K tuan theo dinh
luat can bang HWE trén ca nhdm bénh, nhdm ching va trén toan bd quan thé
nghién ctru (p > 0,05); Trong khi d6 & vi tri p.E747K su phan bé kiéu gen khong
tuan theo dinh luat can bang HWE trén toan bo quan thé nghién ciu (p < 0,05)
(Bang 3.1).

Bdang 3.1. Ba hinh nucleotide trén gen CYLD ¢ bénh AML (SNP)

Vieiaatinh | TR0 AR LG | AR o hing | Quin thé

(P) (p) (p)
c.G2411A/p.E723E G>A 0,0109 | 0,9945 0,0375 0,9411 0,9524
€.G2435C/p.Q731H G>C 0,0109 | 0,9945 0,0938 0,6518 0,7926
€.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

Cha thich: MAF: minor allele frequency, HWE: Hardy-Weinberg equilibrium;

Péanh gia mdi lién quan giira ti 1¢ kiéu gen va alen cua cac SNP & bénh
nhan AML va nguoi khoe dugc trinh bay ¢ bang 3.2. Gia tri p quan sat dugc khi
phan tich méi lién quan gitra ti 1¢ kiéu gen cua SNP trén mo hinh troi vi kiéu gen
ddng hop 13n khong c6 trong quan thé nghién ctu. Dbi véi diém da hinh tai vi tri
p.Q731H su khac biét dang ké vé kiéu gen GC giira bénh nhan AML va nhém
ching khoe manh duoc phat hién khi so sanh voi kiéu gen GG (p = 0,0024). Bén
canh dd, tan so allele C ciing cho thay kha ning lién quan dén giam nguy co mac
bénh AML cao (p = 0,0032). Nguoc lai, diém da hinh tai p.E723E va p.E735K
khong c6 su khac biét dang ké vé kiéu gen GA giita bénh nhan AML va nhém
ching khoe manh khi so sanh véi kiéu gen GG (p > 0,05), dong thoi tan sé allele
A ciing khong c6 su lién quan dén kha ning mac bénh AML. Pa hinh tai cac vi
tri p.E747K khong duoc danh gia su lién két di truyén vi sy phan bd kiéu gen
cua chung khéng tuan theo HWE.
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Bdng 3.2. Méi twong quan giita kiéu gen cua cac da hinh gen CYLD va bénh AML

Vi tri da M6 hinh | Nhom chiéng | Nhom bénh o p-
hinh | kiéugen (n=80) (n=92) OR PRCL | Vale
M6 hinh trdi
GG 74 (92,5%) | 90 (97,83%) 1
0,1133
cG2llA | GA 6 (7,5%) 2 (2,17%) | 0,2681 | 0,0526-1,3675
Ip.ET23E Alen
G 154 (96,25%) | 182 (98,91%) 1
A 6 (3,75%) 2(2%) 0,2821 | 0,0561-1,4176 | 9124
M6 hinh troi
GG 65 (81,25%) | 90 (97,83%) 1
0,0024
C.G2435C GC 15(18,75%) | 2(2,17%) | 0,0963 | 0,0213-0,4357
/p.Q731H P
G 145 (90,63%) | 182 (98,91%) 1
0,0032
15(9,37%) | 2(1,09%) | 0,1062 | 0,0239-0,4720
M6 hinh tri
GG 58 (72,5%) | 78 (84,78%) 1
0,0509
cGoadsA | GA 22 (27,5%) | 14 (1522%) | 0,4732 | 0,2232-1,0031
/p.E735K Alen
G 138 (86,25%) | 170 (92,39%) 1
0,067
A 22 (13,75%) | 14 (7,61%) | 0,5166 | 0,2548-1,0473

Pé xac dinh duoc liéu tac dong cua SNP khong dong nghia trén gen

CYLD c6 lam thay dbi amino acid dén cau tric va chiic nang caa protein hay

khdng thi nghién ciu nay da st dung cong cu Polyphen-2. Dua trén két qua du
doén cd thé nhan thay, SNP tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD duoc du doan c6
thé 1a nguyén nhan gay bénh (Hinh 3.2).
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HumDiV This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.989 (sensitivity: 0.72; specificity: 0.97)
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Hinh 3.2. Du doan kha ning gy bénh cua SNP khong dong nghia p.Q731H trén
gen CYLD bang Polyphen-2

3.1.1.2. Pba hinh trén gen CYLD ¢ bénh nhan bach cau dong tizy man tinh

Sau khi so sanh trinh ty doan gen CYLD cua bénh CML va nhom nguoi
khoe vai trinh tu gen dugc cong bd trén Ensemble (ENSG00000083799), 2 vi tri

c6 da hinh/dot bién trén gen nay duoc xac dinh trén ca mau bénh va dbi chang.

Két qua cho thdy, 2 nucleotide trén exon 16 bi thay doi, trong d6 SNP
p.Q731H (c.2435 G>C) la SNP khdng ddng nghia khién cho amino acid cii bi
thay thé bai amino acid mai va SNP p.V725V (c.2417 T>G) la SNP dong nghia
(Hinh 3.3). Trong sé cac da hinh nay, su phan bd kiéu gen tai vi tri p.V725V,
p.Q731H tuan theo dinh luat can bang HWE trén toan bo quan thé nghién ciu (p
> 0,05) (Bang 3.3).

p.Q731H
Poi ching /| /\/\ //\

EYRTET A

; \\ / \/ \\

¢ G T
6 T T G [ G \ ¢ ¢ 5 G T

[\ "
/ ; \ N
/ \ |\ {
| \ / / F 1 Yk N\
CML \ A an /\
i \ \ ' T g
/o g & A T [\
. / / f Nl / i 3
\ \ \ / Y \ £y
/ { \ /
/ )/ \ . L /

Hinh 3.3. Piém da hinh trén gen CYLD ¢ bénh nhan CML
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Bdng 3.3. Cac da hinh nucleotide trén gen CYLD & bénh nhan CML (SNP)

.. HWE HWE HWE
L . Thay doi | MAF MAF ) Az
Vi tri da hinh . CML 3 Nhom chirng | Quan the
Nucleotide | CML Nhom chirng
(p) (p) (P)
€.T2417G/p.V725V T>G 0,02 | 0,9897 0 NaN 0,9961
€.G2435C/p.Q731H G>C 0,02 | 0,9897 0,0938 0,6518 0,7275

Cha thich: MAF: minor allele frequency, HWE: Hardy-Weinberg equilibrium, NaN: Not a number;

Bdng 3.4. Moi tuong quan giita kiéu gen ciia cac da hinh gen CYLD va bénh CML

Vitrida | M6 hinh | Nhom chieng | Nhom bénh o p-
hinh Kiéu gen (n=80) (n=50) OR 9% Cl Value
M®& hinh troi
TT 80 (100%) 48 (96%) 1
0,1749
0 0, -
cT2417 TG 0 (0%) 2 (4%) 8,299 | 0,3902-176,5104
Ip.V725V Allele
T 160 (100%) 98 (98%) 1
0,1772
G 0 (0%) 2 (2%) | 8,1472 | 0,3871-171,4755
M6 hinh trgi
GG 65 (81,25%) 48 (96%) 1
0,0275
¢.G2435C GC 15 (18,75%) 2 (4%) 0,1806 | 0,0394-0,8271
/p.Q731H Allele
145 (90,63%) | 98 (98%) 1
0,0336
15 (9,37%) 2 (2%) 0,1973 | 0,0441-0,8820

Phan tich thong ké dugc thuc hién trén md hinh cac allele thay doi (chiém

uu thé). Poi véi diém da hinh tai p.V725V, su danh gia méi lién hé cua kiéu gen

véi bénh CML chi dugc kiém tra o kiéu hinh gen troi vi kiéu gen GG khong c6

trong quan thé nghién ctu. Cu thé 1a tai vi tri nay, kiéu gen TG gitta bénh nhan

CML va nhom chung khoe manh duoc phat hién la khong co su khac biét dang

ké khi so sanh vai kiéu gen TT (p > 0,05) va tan s6 allele G khong lién quan dén

kha niang ting nguy co mac bénh CML. Trong khi do, tai vi tri p.Q731H kiéu

gen GC gitra bénh nhdn CML va nhém ching khoe manh dugc phat hién la cé

su khac biét dang ké khi so sanh vai kiéu gen GG (p = 0,0275). Bén canh d6, tan
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s6 allele C ciing cho thay kha ning lién quan dén giam nguy co mac bénh CML
cao (p = 0,0336) (Bang 3.4).

Pé du doén tac dong cua SNP khong dong nghia da xéac dinh duoc trén
gen CYLD lam thay dbi amino acid c6 1am anh huéng dén cau tric va chac ning
cua protein hay khong thi nghién ctu ndy da st dung cong cu Polyphen-2. Két
qua cho thay, SNP tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD duoc du doan la c6 thé la
nguyén nhan gay bénh (Hinh 3.2).

3.1.2. Pa hinh gen A20 ¢ bénh nhan bach cdu dong iy
3.1.2.1. Pa hinh trén gen A20 ¢ bénh nhan bach cau dong tiy cdp tinh

Sau khi so sanh trinh tu doan gen A20 cua bénh nhdn AML va nhém
nguoi khoe véi trinh tu gen dugc cdng bd trén Ensemble (ENSG00000118503),

4 vi tri ¢6 cac da hinh/dot bién trén gen nay dugc xac dinh trén ca mau bénh va

d6i chung.
p.L335S p.K337Q
Déi ching y ¢
| |
AML \
p.K354N p.G1361T
. | 4
D(‘)ichl'mg_ NAN N\ BAAAAYAAYAYAYA
! }
AML

Hinh 3.4. Biém da hinh trén gen A20 & bénh nhan AML
Két qua cho thdy, 4 nucleotide ¢ exon 7 (p.L335S/c.1303 T>C;

p.K337Q/c.1308 A>C; p.K354N/c.1361 G>T; p.S376T/c.1425 T>A) bj thay doi
va déu 1a SNP khong dong nghia khién cho amino acid cii bi thay thé boi amino

acid méi (Hinh 3.4). Bén canh dd, su phan bd kiéu gen tai vi tri p.L335S,
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p.K337Q, p.K354N va p.S376T ciing déu tudn theo dinh lut cAn bang HWE trén
nhom bénh va trén toan bo quan thé nghién ctru (p > 0,05) (Bang 3.5).

Bdng 3.5. Cac da hinh nucleotide trén gen A20 & bénh AML (SNP)

Thay aéi | MAE HWE | MAF HWE HWE .
Vi tri da hinh . AML | Nhém | Nhém chieng | Quan the
Nucleotide | AML ,
(p) | chirng (p) (p)
€.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

Chu thich: MAF: minor allele frequency, HWE:

Hardy-Weinberg equilibrium, NaN: Not a number;

Panh gia mdi lién quan gita ti 1¢ kiéu gen va allele cua cac SNP & bénh

nhan AML va nguoi khée dugc trinh bay ¢ bang 3.6. Gia tri p quan sat duoc khi

phan tich méi lién quan gitra ti 1¢ kiéu gen cua SNP trén mé hinh troi vi kiéu gen

ddng hop 1in khong cé trong quan thé nghién ctu. Dbi v6i diém da hinh tai vi tri
p.L335S, p.K337Q, p.K354N va p.S376T, kiéu gen TC, AC, GT va TA khong
c6 su khéc biét dang ké khi so sanh véi kiéu gen TT, AA, GG va TT tuong tng
(p < 0,05), dong thoi tan s allele C (p.L335S), C (p.K337Q), T (p.K354N) va A
(p.S376T) ciing khdng lién quan dén kha ning mic bénh AML.

Bang 3.6. Méi twong quan giira kiéu gen cua céac da hinh gen A20 va bénh AML

Vi tri da M6 hinh | Nhdm ching | Nhom bénh o p-
hinh kiéu gen (n=80) (n=92) OR P% Cl Value
Mo hinh tri
TT 80 (100%) | 85 (92,39%) 1
0,0714
. T1303C TC 0 7(7,61%) | 14,1228 | 0,7937-251,3110
/p.L3355 Allele
T 160 (100%) | 177 (96,2%) 1
0,075
C 0 7(3,8%) | 13,5634 | 0,7685-239,3881
/p.K337Q 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
M6 hinh troi
GG 80 (100%) 84 (91,3%) 1
0,0571
c.G1361T GT 0 8 (8,7%) 16,1953 | 0,9196-285,2103
/p.K354N Allele
G 160 (100%) 176 (95,65%) 1
0,0606
T 0 8 (4,35%) 15,4589 | 0,8851-269,9956
M6 hinh tri
TT 80 (100%) 90 (97,83%) 1
0,3377
c.T1425A TA 0 2 (2,17%) 4,4475 | 0,2104-94,0265
/p.S376T 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. Pa hinh trén gen A20 ¢ bénh nhan bach cau dong tiy man tinh

Sau khi so sanh trinh tu doan A20 bénh CML va nhom nguoi khoe véi
trinh tu gen dugc cong bé trén Ensemble (ENSG00000118503), 2 vi tri ¢ cac da

hinh/dot bién trén gen nay duoc xac dinh & ca mau bénh va déi chung.

Két qua cho thdy, 2 nucleotide trén exon 7 (rs374721883/p.G456V;
rs200878487/p.S466G) bi thay doi va déu 1a SNP khong dong nghia khién cho
amino acid cii bi thay thé bai amino acid méi (Hinh 3.5). Bén canh d6, su phan
b kiéu gen tai vi tri rs374721883 va rs200878487 déu tuan theo dinh luat can
bang HWE trén nhém bénh va toan bo d6i tuong nghién cau (p > 0,05) (Bang

3.7).
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Hinh 3.5. Diém da hinh trén gen A20 & bénh nhan CML

Bang 3.7. Cac da hinh nucleotide trén gen A20 ¢ bénh nhan CML (SNP)

2. HWE HWE HWE
Thay doi | MAF MAF ) X 2
SNP . CML ) Nhom ching | Quan thé
Nucleotide | CML Nhom chirng
(p) (p) (p)
rs374721883 G>T 0,01 | 0,9975 0 NaN 0,9991
rs200878487 C>G 0,03 | 0,9764 0 NaN 0,9912

Chu thich: MAF: minor allele frequency, HWE: Hardy-Weinberg equilibrium, NaN: Not a number;

Bdng 3.8. Mbi tuong quan gitra kiéu gen ctia cac da hinh gen A20 va bénh CML

M0 hinh | Nhém chieng | Nhom bénh o p-
SNP Kiéu gen (n=80) (n=50) OR 9% Cl Value
Mo hinh tréi
GG 80 (100%) 49 (98%) 1
0,3347
GT 0 1 (2%) 4,8788 | 0,1949-122,1296
rs374721883
Allele
G 160 (100%) 99 (99%) 1
0,3357
0 1 (1%) 4.8392 | 0,1952-119,9615
Mb hinh trgi
CcC 80 (100%) 47 (94%) 1
0,1043
1200878487 CG 0 3 (6%) 11.8632 | 0,5996-234,6979
Allele
160 (100%) 97 (97%) 1
0,1072
G 0 3 (3%) 11.5231 | 0,5889-225,4867
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Phan tich thong ké dugc thuc hién trén mé hinh cac allele thay dbi (chiém
uu thé). Poi véi diém da hinh tai rs374721883 va rs200878487, su danh gia mbi
lien quan gitra kiéu gen voi bénh CML chi duoc kiém tra & kiéu hinh gen troi vi
kiéu gen TT va GG tuong (ng khdng c6 trong quan thé nghién ctu. Cu thé 12 tai
hai vi tri nay, kiéu gen GT (rs374721883), CG (rs200878487) giira bénh nhan
CML va nhom chang khoe manh duoc phéat hién la khéng cé su khac biét dang
ké khi so sanh véi kiéu gen GG (rs374721883), CC (rs200878487) (p > 0,05) va

tan s allele ciing khdng lién quan dén kha nang mac bénh CML (Bang 3.8).
3.2. Mitc d6 biéu hién gen ¢ bénh nhan bach ciu dong tiy
3.2.1. Biéu hi¢n gen CYLD, A20 ¢ bénh nhan bach cau dong tity

Enzyme deubiquitinase (DUB) la nhitng protein dong vai tr0 quan trong
trong viéc diéu hoa cac qué trinh bén trong té bao thong qua viéc phan tach
ubiquitin khoi protein co chat. Mot s6 gen DUB nhu OTUB1, OTUB2, Cezanne,
A20, CYLD... duoc quan tdm nghién cau nham tim ra co ché gay bénh, tir d6 c6
thé x4c dinh duoc céc liéu phap phong va diéu tri bénh hiéu qua. Tuy nhién,
nhitng nghién cau vé cac gen nay, dic biét 1a gen CYLD/A20 trén bénh nhan
bach cau dong tay van con han ché. Chinh vi vay, trong nghién ctu nay, mau
cDNA cua cac bénh nhan bach cau dong tay va mau ddi chung cua nhiing nguoi
khoe manh dugc sir dung dé phan tich mac d6 biéu hién caa gen CYLD/A20
nham danh gia vai trd cua cac gen nay ddi véi bénh nay.

Két qua nghién ciru cho thay, mac do biéu hién mRNA cua gen A20 giam
khoang 3 lan & cac bénh nhan bach cau tay cip va 39 lan ¢ cac bénh nhan bach
cau tiy man so véi ngudi khoe (Hinh 3.6A). Tuong tu nhu vay, biéu hién
mRNA cia gen CYLD & nguoi khoe cao hon & cac bénh nhan bach cau tay cap
va bénh nhan bach cau tay man lan luot khoang 2 lan va 89 lan (Hinh 3.6B).
Nhu vay, & cac bénh nhan bach cau dong tay, biéu hién caa cac gen A20 va
CYLD déu thap hon so véi & ngudi khoe va su khéc biét nay 1a c6 y nghia thdng
ké (p <0,01vap<0,05).
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Hinh 3.6. Biéu hién cua A20, CYLD trén bénh nhéan bach cau dong tiry
* (p < 0,05), ** (p < 0,01) chi ra su khac biét cd y nghia thong ké giita nhém nguoi khoe va nhom
bénh nhan

3.2.2. Biéu hi¢n gen STATL, STAT3 & bénh nhan bach ciu dong tiy

STAT la ho céc yéu t5 phién ma noi bao lam trung gian diéu hoa su biéu
hién cua cac gen lién quan dén sy ton tai, tang sinh, biét hoa, phat trién cua té
bao, sy chét theo chuong trinh apoptosis, dap tng mién dich va mot s chirc
nang sinh hoc thiét yéu khéc. Mdi thanh vién cia ho STAT déu ¢ nhitng chuc
nang riéng biét trong viéc truyén tin hiéu va tham gia vao viéc diéu hoa cac phan
g cua té bao d6i vai cac cytokine khac nhau. STAT1 duoc biét dén 1a gen tin
hiéu ma hoa cho protein thyuc hién chtc ning ngan chan sy phat trién cua khéi u,
trong khi d6 STAT3 mé hoa cho protein lién quan dén sy phat trién cia khéi u.
Do dd, trong nghién ciu nay, biéu hién caa STAT1, STAT3 duoc xac dinh nham

tim ra nhitng théng tin hitu ich dé tién lugng tinh trang cua bénh.

Két qua nghién ciru duoc thé hién ¢ hinh 3.7 cho thay rang, mac do biéu
hién cua gen STAT1, STAT3 déu tang ¢ bénh nhan AML so v&i nhém nguoi
khoe. Tuy nhién, su thay d6i nay la khdng cé y nghia théng ké (p > 0,05). Tuong
tu nhu vay, mic du cac dir liéu cho thdy, biéu hién cua STAT1 tang, con biéu
hién cua STAT3 giam & cac bénh nhéan CML so vai nhom nguoi khoe, nhung su

khac biét nay ciing khdng ¢ y nghia thong ké (p > 0,04).
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Hinh 3.7. Biéu hién caa gen STAT1, STAT3 ¢ nguoi bénh (cot mau trang va xam)

va nguoi khoe (cot mau den)

3.3. Nong dd cytokine IL-6, TNF-a dugrc tiét ra & bénh nhan bach cau dong tiy

Trong nghién cau nay nong do 1L-6 va TNF-a duoc tiét ra & cac bénh

nhan bach cau dong tay ciing duoc xac dinh nham danh gia mac do viém.

B Nguoi khoe
140 - L) Bénh AML =140
— I Bénh CML &
g 120 - 2140-
2 skoksk =
1100 - i
i % 1001
= i s 6/-
g i 5
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Hinh 3.8. Nong d6 1L-6 va TNF-o. ¢ bénh nhan bach cau dong tay

** (p<0,01) va *** (p<0,001): chi ra su khac biét cd y nghia thong ké giia nhom ngieoi khée va nhom

bénh nhan

Dua vao sb liéu duoc ghi nhan ¢ hinh 3.8 cho thay, nong do IL-6 ting &

ca bénh nhan AML va CML Ian luot khoang 84 va 138 lan so véi nhém nguoi
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khoe. Sy thay doi ndy duoc ghi nhan 1a cé y nghia thong ké (p<0,05). Tuong tu
nhu vay, nong d6 TNF-a duoc tiét ra & cac bénh nhan bach cau dong tay (AML
va CML) tang cao lan luot khoang 5 va 269 lan so véi nhdm nguoi khoe. Sy
thay ddi nay ciing c6 y nghia théng ké (p < 0,05).
3.4. Méi lién quan giira da hinh nucleotide don, biéu hién ciia gen va ndng
d6 cytokine ¢ bénh bach cau dong tiy
3.4.1. Méi lién hé giita sw phan bo kiéu gen ciia da hinh CYLD véi biéu hién
gen CYLD ¢ bénh nhan bach cau dong tiy

A20, CYLD dugc biét d¢én 1a hai trong sé nhitng gen DUB ¢6 vai trd quan
trong trong viéc diéu hoa am tinh cac phan tng mién dich trong co thé con
nguoi. Trong nghién ctu da xac dinh dugc mot sé diém da hinh trén hai gen nay,
tuy nhién chi cd da hinh tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD & ca bénh AML va
CML dugce ghi nhan 1a ¢d su khac biét dang ké khi so sanh véi kiéu gen GG va
tan sb allele C ciing cho thay kha nang lién quan dén giam nguy co mac bénh
CML cao.

Bang 3.9. Sy lién quan gitra sy phan b kiéu gen ciia da hinh tai vi tri p.Q731H
trén gen CYLD va biéu hién gen CYLD (p-value)

Bénh Vi tri da hinh Biéu hién gen CYLD
Bénh AML p.Q731H 0,377
Bénh CML p.Q731H 0,121

Két qua phan tich méi lién quan giira su phan b kiéu gen cua da hinh tai
vi tri p.Q731H trén gen CYLD va biéu hién gen CYLD (Bang 3.9) dua trén kiém
dinh Mann-Whitney U cho thay, khdng c6 méi lién hé giira tan sé kiéu gen cia
da hinh tai vi tri nghién cau trén gen CYLD véi biéu hién gen CYLD & cac bénh
nhan bach cau dong tiy.
3.4.2. Méi lién hé giita sw phdn bo kiéu gen ciia da hinh CYLD véi biéu hién
gen STATL ¢ bénh nhén bach cau dong tuy

Trong nghién ciu nay, biéu hién gen STAT1 ciing duoc xé4c dinh 14 ting &

cac bénh nhan bach cau dong tay so véi nhém ngudi khoe. Mac du su thay doi
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trong biéu hién caa gen STAT1 & ca bénh AML va CML déu khong cé y nghia
théng k&, nhung véi vai tro cua gen STATL, ciing nhu két qua ban dau dat duoc,
ching t6i tiép tuc danh gia méi lién hé véi su phan b giira kiéu gen tai vi tri
p.Q731H nham tim ra dugc co ché bénh sinh cua bénh bach cau dong tay.

Két qua phan tich dya trén kiém dinh Mann-Whitney U chi ra rang, khéng
c6 méi lién hé nao gitra su phan bd kiéu gen tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD ¢
bénh nhan bach cau dong tay va biéu hién gen STAT1 (Bang 3.10).

Bang 3.10. Sy lién quan giira da hinh trén gen CYLD va biéu hién gen STAT1

Pa hinh gen Bénh Biéu hién gen STAT1
Bénh AML p-value 0,684
p.Q731H
Bénh CML p-value 0,317

3.4.3. Méi lién hé giiva sw phén bo kiéu gen ciia da hinh CYLD Véi nong dp
IL-6 va TNF-a ¢ bénh nhan bach cau dong tiy

Céc bénh nhan bach cau dong tay thuong giai phong ra mot lugng Ién cac
cytokine IL-6, TNF-a. Do d6, véi muc dich nghién ciau dugc dat ra, ching toi
tiép tuc danh gia méi lién hé gitra sy phan b kiéu gen tai vi tri p.Q731H trén
gen CYLD véi nong do 1L-6 va TNF-o do cac bénh nhan AML va CML tiét ra.

Bdng 3.11. Sy lién quan giita da hinh trén gen CYLD va ndng d6 IL-6, TNF-a

Pa hinh gen Bénh Nong d9 IL-6 | Nong do TNF-a
Bénh AML p-value 0,033 0,321
p.Q731H
Bénh CML p-value 0,298 0,115

Két qua nghién ctu dua trén kiém dinh Mann-Whitney U cho thdy, da
hinh tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD c6 mdi lién quan chat ché vai nong do 1L-
6 ¢ cac bénh nhan AML (p < 0,05). Cu thé, trong s6 cac bénh nhan AML thi
bénh nhan véi kiéu gen GG s& c6 nong do 1L-6 cao hon han so vai bénh nhan c6
kiéu gen GC (Bang 3.11, Hinh 3.9).
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Hinh 3.9. Méi lién hé gitta da hinh tai vi trf p.G731H trén gen CYLD va nong d¢
IL-6 & bénh nhan AML

3.4.4. Moi lien h¢ gifa mirc dé biéu hién cua A20, CYLD vdi gen tin hiéu
STAT1

A20, CYLD Ia protein DUB déng vai trd diéu hoa cac con duong tin hiéu
khac nhau nham diéu chinh cac qua trinh sinh ly bén trong co thé, tir phan tng
mién dich va phan ang viém dén sy tién trién cua chu trinh té bao, qua trinh sinh
tinh va tao xwong. Cu thé 13, A20, CYLD diéu chinh lam giam tin hiéu NF-«xB.
Trong d6 ho cac yéu té phién ma (STAT) dong vai tro trung gian cho sy biéu
hién caa mot sb lugng 1on gen trong phan tng viém [157]. Nhiéu nghién ctu cho
thay, mirc do biéu hién cua gen A20, CYLD thuong thap & mot s6 bénh nhan ung
thu va khi cac gen nay bi 1am bat hoat thi s& thiic day su tang sinh cua cac té bao
ung thu [158]. Chinh vi vay, viéc nghién cru méi lién hé gitra su biéu hién caa
gen A20, CYLD va céc gen tin hiéu STAT1 c6 thé la co s dé tim ra duoc co ché

bénh sinh cua cac bénh nhan ung thu bach cau dong tay.

Két qua danh gia dua trén kiém dinh Spearman cho thay, khong tim thay
moi lién hé nao giira biéu hién gen A20, CYLD va gen tin hiéu STAT1 ¢ bénh
nhan bach cau dong tiy (AML va CML) (Bang 3.12).
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Bdng 3.12. Su lién quan giita mirc d6 biéu hién A20, CYLD va gen tin hiéu

Bieu hién gen Bénh Biéu hién gen STAT1
Chi so Spearman -
Bénh AML P 0,182
p-value 0,247
A20 .
Chi s6 Spearman 0,143
Bénh CML
p-value 0,760
Chi s0 Spearman 0,192
Bénh AML
p-value 0,182
CYLD .
Chi s0 Spearman 0,607
Bénh CML
p-value 0,148

** (n<0,005): Chi ra dwoc moi lién quan c6 ¥ nghia thong ké giiza nhdm khoe va nhom dsi chirng
Nhu vay, trong nghién cau ndy, & cac bénh nhan bach cau dong tay, da
xé&c dinh duoc mot sé diém da hinh trén gen A20, CYLD, sy biéu hién cua gen
A20, CYLD giam va su thay doi ndy déu c6 y nghia théng ké (p<0,05); Tuong tu
nhu vay, biéu hién ciia STAT1 déu tang ¢ bénh bach cau dong tuy, nhung chi cé
biéu hién STAT1 ¢ cac bénh nhan AML méi c6 su thay do6i dang ké so véi nhém
nguoi khoe (p < 0,05), trong khi d6 biéu hién STAT3 & bénh CML va AML hau
nhu khong thay ddi so véi nhom ngudi khoe. Nong do 1L-6/TNF-a ciing duoc
xéac dinh 1a déu tang cao ¢ cac bénh nhan bach cau dong tay khi so sanh Véi
ngudi khoe manh; Tuy nhién, khi phan tich méi lién hé giira cac két qua tim
duogc thi budc dau chi xac dinh duogc gitra da hinh tai vi tri p.Q731H trén gen
CYLD va nong d6 IL-6 ¢ cac bénh nhan AML c6 méi quan lién quan chat ché
véi nhau, con cac két qua khac van chua xac dinh rd méi lién quan. Mac du vay,
véi nhiing két qua dat dugc, ching toi tiép tuc danh gia vai tro cua gen A20,
CYLD trong nghién ctu tiép theo vé bénh bach cau dong tay.
3.5. Xac dinh vai tro ciia A20, CYLD déi véi qua trinh ting sinh va
apoptosis ciia té bao K562
3.5.1. X&c dinh vai trd ciia gen A20, CYLD déi véi sw ting sinh ciia té bao K562
Vincristine dugc biét dén 1a chat c6 kha nang thlic day qua trinh apoptosis

& mot s6 bénh ung thu nhu bénh bach cau lympho va bénh ung thu hach [159,
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160]. Bén canh d6, mirc d6 biéu hién gen A20, CYLD & bénh CML d3 duogc xéac
dinh 1a giam dang ké so v&i nhém déi chang 1a nhitng ngudi khée manh. Do do,
viéc xac dinh duoc rang vincristine c6 1am thay d6i mac do biéu hién gen A20,
CYLD, ciing nhu anh huong téi chic ning caa té bao K562 (dong té bao cua
bénh CML) hay khong la buéc tién quan quan trong nham tim huéng hé tro diéu
tri bénh ung thu bach cau dong tay, dic biét 1a bénh CML.

Trong nghién ciu nay, khi té bao K562 duoc xir Iy béi vincristine ¢ cac
nong do khéac nhau (60-300 nM) thi muc do biéu hien mRNA cuaa gen A20,
CYLD déu cao hon rd rét so véi nhdm ddi ching, dac biét khi té bao nay duoc
xt 1y boi vincristine ¢ ndng do 300 nM (Hinh 3.10). Nhu vay, van dé dugc dat
ra 1a lieu mac d6 biéu hién A20, CYLD c6 lam anh huang dén chic nang cua té
bao K562 hay khdng? Dé co thé giai dap duoc diéu ndy, té bao K562 dugc 1am
bat hoat gen A20, CYLD trong 48 gio, rdi tiép tuc duoc xtr Iy véi vincristine 300
nM trong 24 gio. CAc té bao sau d6 dugc thu nhan va nhuém véi CFSE, nubi cay
trong 5 ngay & diéu kién 37°C, 5% CO, nham kiém tra sy ting sinh cua té bao
K562 bang phuong phap dém té bao theo dong chay. Két qua thi nghiém duoc
thé hién & hinh 3.11.
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Hinh 3.10. Mtc d6 biéu hién A20, CYLD cua té bao K562 khi xtr 1y vai vincristine
** (p < 0,01) chi ra su khéc biét c6 y nghia thong ké giira té bao K562 diroc va khong diroc xir Iy boi

vincristine
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Dua vao biéu do huynh quang CFSE thu dugc tir cac té bao K562 co thé
nhan thay, sy ting sinh cia K562 giam dang ké khi dugc xu ly boi vincristine
300nM. Tuy nhién, trong truang hop té bao bi 1am bat hoat A20, CYLD thi tac dung
trc ché cua vincristine d6i voi su ting sinh cua té bao khdng con nira. Nhu vy,

vincristine &c ché sy ting sinh té bao théng qua s biéu hién cua gen A20, CYLD.
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Hinh 3.11. Anh hudng cua A20, CYLD dén su ting sinh cua té bao K562
* (p<0.05) chi ra su khac biér ¢ y nghia thong ké giira té bao K562 dirpc va khong duoc xit Iy béi
vincristine; # (p<0.05) va *# (p<0.01) chi ra su khéc biét c6 y nghia thong ke giita té bao K562
duge xik Iy V6i vineristine trong tricong hop bdt hoat va khong bat hoat A20, CYLD

3.5.2. X&c dinh vai tro cia A20, CYLD vgi qué trinh apoptosis ciia té bao K562

Nham muyc dich kiém tra kha ning tang sinh cua té bao K562 khi duoc xir
ly vai vincristine giam dan cd lién quan dén qua trinh apoptosis hay khong, cac
té bao K562 dugc nhudém véi mot sé khang thé nhu Annexin V va DCFDA. Sau
d6 xac dinh sd lwong té bao K562 duong tinh véi cac khang thé nay bang
phuong phap dém té bao theo dong chay. Két qua thi nghiém duoc thé hién &
hinh 3.12.

Duwa vao biéu d6 huynh quang thu dugc tir cac té bao K562 cho thay, viéc
xu ly bang vincristine (300 nM) da lam ting cuong dang ké sé lwong té bao
duong tinh véi Annexin V*/PI- va sy tich tu ROS. Tuy nhién, khi té bao K562 bj
lam bat hoat gen A20, CYLD thi sé luong té bao nay duong tinh véi khang thé
Annexin V*/PI" va su tich tu ROS giam so véi té bao khdng bi bat hoat gen. Khi
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té bao K562 bi 1am bat hoat gen A20 thi hiéu qua nay thé hién rd rang nhat va su
thay doi dugc ghi nhan 1a c¢d ¥ nghia thong ké, con khi gen CYLD bi bat hoat thi
su thay d6i la khdng dang ke.
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Hinh 3.12. Anh hudng ctua A20, CYLD dén kha ning song sot caa té bao K562

** (n<0,01) chi ra su khéc biét 6 y nghia thong ké giita té bao K562 durpc va khdng duwgc xir Iy
bgi vineristine; * (p<0.05) chi ra su khéc biét c6 y nghia thong ké gitta té bao K562 dioc xir Iy Vi
vincristine trong truong hop bdt hoat va khdng bat hoat A20, CYLD

Nhu vay, biéu hién caa gen A20 c6 méi lién hé véi qua trinh ting sinh,
apoptosis cua té bao K562, con biéu hién cua gen CYLD ciing cd thé c6 mdi lién
hé voi cac qua trinh ndy nhung méi lién hé nay can duoc tiép tuc nghién cau va
danh gia ro hon.

3.6. X&c dinh vai tro ciia gen CYLD dbi véi dai thwe bao dwec biét hoa bai
M-CSF thong qua tin hiéu STAT1
3.6.1. Vai trd ciia CYLD déi véi dai thwe bao dwoc bigt hoa béi M-CSF

Do LPS Ia mét chat d& dang duoc nhan biét boi thu thé TLR4 nham kich

hoat qué trinh phién ma cua nhiéu gen lién quan dén kha nang diéu hoa su

truedng thanh/biét hoa va kich hoat dai thuc bao [161] nén viéc danh gia xem liéu
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CYLD c6 tham gia vao viéc diéu hoa cac chirc nang cua dai thuc bao ¢ ngudi do

LPS géy ra hay khéng.

Té bao PBMC dugc phan 1ap tir mau toan phan cua cac tinh nguyén vién
bang phuong phép ly tm phan 16p theo ty trong sir dung Ficoll. Mat do6 té bao
PBMC duoc phan lap qua cac lan thuc hién thi nghiém kha on dinh (10° TB/mL)
va diéu nay rat thich hop cho viéc nudi cay té bao PBMC, ciing nhu cho qué
trinh biét hoa cac té bao co trong PBMC sir dung cytokine M-CSF (M-HP).

Céac té bao sau khi duoc biét hoa tir té bao PBMC s& dugc 1am bét hoat
gen CYLD bang phuong phap can thiép siRNA nham ngan chan su biéu hién cua
gen CYLD véi tinh dac hiéu va hiéu qua cao, tir 6 danh gia anh huong cua gen
CYLD dén su biéu hién cua cac gen tin hiéu khac. Cac té bao sau khi 1am bat
hoat gen CYLD tiép tuc duoc kich hoat boi LPS. Sau d6, c4c té bao nay duoc thu
nhan, tach chiét RNA va danh gia hiéu qua lam bat hoat gen CYLD ciing nhu x4c
dinh dugc mac d6 biéu hién cua STAT1, STAT3 bang phan tng qRT-PCR, tir d6
c6 thé 1am co s¢ dé tim ra duoc méi lién quan gitra sy biéu hién cua gen CYLD
véi cac gen lién quan. Fludarabine 1a hop chat thuong dugc st dung dé diéu tri
cac khdi u &c tinh vé huyét hoc nham diéu chinh 1am giam tin hiéu hoic sy kich
hoat phién ma STAT1 bang cach tc ché qué trinh phosphoryl héa STAT1 & ca té
bao thuong va té bao ung thu [162]. Do dd, khi té bao duoc xu Iy vai fludarabine
thi mac do biéu hién STAT1 giam dang ké. Nhu vay, viéc xu ly té bao bang cach
sir dung CYLD siRNA va fludarabine cé thé giai thich ré hon vé méi lién hé gitra
CYLD va tin hiéu STATL.

Két qua ghi nhan & hinh 3.13A-B ciing cho thdy, viéc cac dai thuc bao
dugc xir Iy bai CYLD siRNA lam ting dang ké mac do biéu hien mRNA cua
STATL1 va qua trinh phosphoryl héa STAT1 khi dugc kich hoat bai LPS, nhung
khdng l1am anh huang dén muac @6 biéu hién caa STAT3 (Hinh 3.13C). Tuy nhién
khi dai thuc bao duoc xur Iy vai fludarabine thi hiéu qua lam ting mac d6 biéu
hién mRNA cua STAT1 giam xuéng. Do d6, biéu hién caa CYLD da gop phan
déang ké trong viéc tc ché kich hoat tin hiéu STAT1 trong dai thuc bao.
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Hinh 3.13. Anh hudng cia CYLD dén tin hiéu STAT1 trén dai thyc bao (M-HP)
* (p < 0,05) chi ra su khéc biét c6 y nghia thong ké giiza M-HP bi bdt hoat va khong bat hoat
CYLD; # (p<0,05) chi ra si khac biét c6 y nghia thong ké giiza M-HP bj bat hoat hodc khong bt
hoat CYLD so véi céc té bao nay khi duroc kich hoat béi LPS

3.6.2. Vai tro ciia CYLD déi véi cac chike néing ciia dai thue bao thong qua tin
higu STAT1

Dé giai dap cho cau hoi lidu chtc ning cua dai thuc bao cé duoc diéu
chinh bai CYLD théng qua tin hiéu STAT1 hay khdng, cac té bao nay duoc
chuyén nap CYLD siRNA trong 48 gio va tiép tuc dugc xir ly véi fludarabine
trong truong hop duoc hodc khong duoc kich hoat bai LPS trong 24 gid tiép
theo. Sau d6, cac té bao duoc thu nhan va nhudém véi cac dau an sinh hoc
CD11b, CD68, CD40 va CD86.

Két qua nghién ctu thé hién ¢ hinh 3.14A-B cho thiy, binh thuong ty 18
phan tram dai thuc bao biéu hién 3,9% CDA40* va 4,22% CD86*, nhung khi dugc

kich hoat boi LPS thi ty 1¢ phan tram té bao biéu hién cac dau an sinh hoc nay
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ting cao. Pac biét hon, khi khéng c6 su biéu hién cua CYLD thi ty 18 nay con
tang cao hon va dat lan luot khoang 22,1% (CD40%), 26% (CD86*). Tuy nhién,
mtc d6 biéu hién CD40* va CD86* cua dai thuc bao truong thanh bi bat hoat
gen CYLD lai giam dang ké khi duoc xir ly vai fludarabine.

Tuong tu nhu vay, khi dugc kich hoat boi LPS, céc dai thyc bao déu tang
kha nang giai phong IL-6 va nong do cytokine nay con cao hon khi dai thuc bao
bi 1am bat hoat gen CYLD so véi cac té bao khdng dugc xir Iy véi CYLD siRNA.
Trong khi d6 nong do 1L-6 khdng co sy khéc biét giira dai thuc bao bi bat hoat
gen va khong bi bat hoat CYLD khi fludarabine c6 mat trong mdi truong nudi
cay té bao (Hinh 3.15).
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Hinh 3.14. Biéu hién CD40* va CD86" cia dai thuc bao M-HP
* (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001) chi ra su khac biét c6 y nghia thang ké giiza M-HP b;
bat hogt va khong bat hogt CYLD biéu hign CD40* va CD86™; # (p < 0,05), ## (p < 0,01) chi ra su
khéc biét c6 y nghia thong ké gizza M-HP bj bdt hogt CYLD va kich hoat béi LPS trong truong hop
xit ly va khong xit ly véi fludarabine biéu hién CD40* va CD86*
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Ngoai viéc danh gia su truong thanh va kha nang tiét cytokine I1L-6 thi dai
thuc bao ciing dugc xéac dinh kha nang thuc bao céc té bao la va cac té bao ung
thu théng qua viéc danh gia su hap thu FITC-dextran va CFSE. Mot s6 nghién
ctru da chitng minh rang, sy truong thanh cua dai thuc bao 1am giam hiéu qua
thuc bao cua ching [163]. Va trong nghién cau nay, viéc chuyén nap CYLD
SiRNA vao dai thyc bao 1am giam dang ké sy hap thu FITC-dextran (Hinh 3.16)
va ngan chin mot phan qua trinh thuc bao cua té bao AML (Hinh 3.17) ciing
khang dinh rd hon vé kha nang thuc bao caa dai thuc bao truong thanh. Tuy
nhién, véi sy hién dién cua fludarabine, vai tro caa CYLD ddi véi sy hap thu

FITC-dextran cua cac dai thuc bao cting loai bo (Hinh 3.16).

Bén canh dd, su thuc bao caa mam bénh con dan dén qué trinh apoptosis
cua dai thuc bao [164]. Do d6, nghién ciu nay tiép tuc danh gia biéu hién CYLD
bi thay doi c6 anh huong dén sy séng sét cua dai thuc bao binh thuong hay
khong. Bang phuong phap dém té bao theo dong chay c6 thé xéac dinh duoc ty 1¢
té bao duong tinh vai Annexin V*/PI- va qua d6 cd thé biét duoc kha ning song
s6t cua céc té bao nay. Cu thé, khi dai thuc bao dugc chuyén nap CYLD siRNA
lam giam dang ké sb luong té bao dwong tinh voi Annexin V*/PI°, tuy nhién hiéu
qua nay bi loai bo khi cé su hién dién cua fludarabine (Hinh 3.16C-D). Nhu vay,
CYLD thc day sy hap thu FITC-dextran va qué trinh apoptosis cua dai thuc bao
khi 6 su biéu hién cua tin hiéu STATL.

3.6.3. Xac dinh vai tro ciia CYLD déi véi qua trinh theee bao ciia dai thuc bao
0 bénh AML

Véi két qua thu dugc ¢ thi nghiém trudc do, cd thé nhan thay, biéu hién
gen CYLD giam va biéu hién STAT1 ciing giam & bénh AML so véi nhém nguoi
khoe. Pong thoi ciing d xéac dinh dugc méi lién quan gitta biéu hién CYLD va
STAT1 trén dai thuc bao dugc biét hoa tir té bao PBMC ctia nhém ngudi khoe.
Do d6, viéc danh gia moi lién hé gitra sy biéu hién CYLD va STAT1 ciing duogc
kiém tra trén cac dai thuc bao cua bénh nhan AML. Trong thi nghiém nay d4
chang minh duoc sb luong dai thyc bao thu duoc tir bénh nhan AML (M-AML)

la trong duong véi sb lugng dai thuc bao tir nguoi khoe (M-HP).
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Hinh 3.17. Su thuc bao cua dai thuc bao M-AML khi dugce xur ly véi fludarabine

Khi dai thuc bao M-AML duoc xu Iy boi fludarabine cho thiy, muc do
biéu hién cua CYLD tiang dang ké (Hinh 3.17A) va trong truong hop gen STAT1
bi bat hoat s6 lwong dai thuc bao dugc biét hoa tir cac thé cua bénh AML biéu
hiéh CD11b*CD68*CD86* va CD11b*CD68*CDA0* Ia khong thay dbi. Tuong tu
nhu vay, nong do 1L-6 va TNF-a do M-AML tiét ra boi cac thé 1a khong thay
ddi trong truong hop té bao dugc xir 1y véi fludarabine. Céc thdng tin nay da
khiang dinh gitra biéu hién CYLD va céac phan tng viém ¢ bénh nhan AML
khdng c6 méi lién quan. Hon thé nira, trong khi sy hip thu FITC-dextran caa M-
AML tuong dwong vai su hap thu caa caa M-HP (Hinh 3.17B) thi qua trinh thuc
bao do M-AML lai thiap hon dang ké so véi M-HP (Hinh 3.17C-D). Céc dit liéu
nay cho thay hoat dong thuc bao cia M-AML d4 bi anh huang do sy hinh thanh
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cta bénh. Do vay, véi nhitng thong tin vé chic nang hoat dong cia STATL,
cting nhu mbi lién hé véi CYLD thi khi 1am bat hoat STAT1 c6 cai thién hoat
dong cua M-AML trong truong hop duoc xur ly bai fludarabine hay khong?
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Hinh 3.18. Anh hudng cia CYLD ddi vé6i su thuc bao caa M-AML
*(p<0,05), **(p<0,01) va *** (p<0,001) ch/ ra su khac biét cd y nghia thong ké giia dai thuc bao
M-AML trong viéc hap thu FITC-dextran va su thurc bao té bao bach cau khi dicoc xir ly va khong
dwoc xir Iy boi fludarabine. #(p<0,05) va ## (p<0,01) ch/ ra su khéc biét c6 y nghia thong ké giira
M-AML b; 1am bdt hoat va khéng bt hoat CYLD trong viéc hap thu FITC-dextran va su thirc bao
té bao bach cau khi duwoc xi ly béi fuldarabine
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Két qua ghi nhan dugc o hinh 3.18A d4 cho thay, su hap thu FITC-
dextran cua M-AML (thé M4/M5b) da tang dang ké so véi M-HP khi dugc xir ly
véi fludarabine, tuy nhién hiéu ang nay s€ bi loai bo khi dai thuc bao duoc
chuyén nap CYLD siRNA (Hinh 3.18A). Ngoai ra, khi xir Iy bang fludarabine
cling da kich thich viéc M-AML loai bo cac té bao bach cau rat nhiéu d6i vai thé
M5b va chi mot phan déi voi thé M4 (hinh 3.18B-C). Nhu vay, CYLD déng vai
tro quan trong ddi véi qué trinh thuc bao cua M-AML (M4/M5b).
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CHUONG 4: BAN LUAN

Bénh bach cau dong tay cap tinh (AML) 1a mot bénh 1y &c tinh kha phd
bién xay ra & tay xuong, trong d6 cac tién chat tao méau ting sinh khdng kiém
soat duoc va giai phong qua mac cac té bao mau chua truong thanh. Hau hét cac
thé cua bénh AML duoc phan biét véi cac bénh rdi loan mau thdng qua viéc xac
dinh s lugng té bao chua truong thanh (>20%) c6 trong tay xuwong [165]. Cac
bénh nhan mac bénh AML thuong bi nhiém tring, thiéu méu, va tham chi con
xay ra hién tuong xuat huyét. Trong khi d6, bénh bach cau dong tay man tinh
(CML) 1a mét loai ung thu bit ngudn tir mot sé t& bao tao mau co trong tay
xuong. Bénh CML dugc dic trung boi sy gia ting cua cac té bao dong tay chua
truong thanh va bach cau hat. Trong mot sé truong hop, cac té bao dong tay
chua truang nay s& xam nhap vao mau va khién cho hé théng mién dich caa con
nguoi hoat dong khong duoc binh thuong. Ngoai ra, ¢ cac bénh nhan CML con
xay ra su dung hop gen BCR-ABL va hinh thanh nhiém sic thé Philadelphia. Hau
hét cac bénh nhan CML khdng c6 bat ky ddu hiéu va triéu chitng nao ma chi
dugc chan doan khi xét nghiém mau vi mot ly do khéac [21].

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

Protein A20, CYLD dugc biét dén l1a hai enzyme DUB ddng vai trd quan
trong trong viéc phan cat chudi polyubiquitin & cac protein myc tiéu nham tuc
ché su hoat déng cua cac con duodng tin hiéu NF-xB dé dap tng lai duoc céc tin
hiéu kich thich, tir ¢6 thuc day su phat trién, tang sinh va qua trinh apoptosis cua
té bao. Do d6, nghién ctru x&c dinh cac bat thuong trén gen A20 va CYLD & cac
bénh, dac biét 1a bénh ung thu dugc thuc hién c6 thé tim ra co ché bénh sinh cua
bénh, dong thoi qua dé xay dung duoc bién phap diéu tri bénh hiéu qua. Thuyc té,
mot sé nghién ciru ¢4 khang dinh vai trd cia gen A20 va CYLD. Cu thé, & nguoi,
néu gen A20 bi bat hoat c6 thé gay ra bénh ung thu hach bang cach kich thich su
ting sinh cta cac té bao bach cau [75]. Dot bién gen A20 ciing lién quan dén
nguy co maic bénh T-ALL [79] va bénh CLL [166]; Nhitng nguoi mang SNP &
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exon 5,6,7 trén gen A20 thuong ¢ nguy co cao mac bénh ty mién va bénh bach
cau dong lympho [79, 166, 167]. Trong khi d6 biéu hién gen CYLD giam lai lién
quan dén bénh ung thu thé ran va ALL [168]. Sy hién dién cua CYLD thic day
quéa trinh apoptosis & bénh ALL va CLL [45]. Tuy nhién, khi bi dot bién mat 9
Nu trén exon 7 va thay thé 1 Nu trén exon 10 cua gen CYLD lam ting nguy co
méc bénh B-CLL [169]. Cac nghién ctu vé chic nang mién dich d4 chi ra rang,
A20 va CYLD tham gia vao qué trinh @c ché cac phan tng viém va thlc day su
ting sinh cua té bao bach cau trong co thé, tir d6 ngan ngtra nguy co phat trién
bénh ung thu [170]. O chudt bi thiéu A20, tinh trang viém va suy nhuoc xay ra
rat nghiém trong do sy tich tu céc té bao lympho, bach cau hat va dai thuc bao
hoat hda & trong gan va lach [171]. Trong khi d6, nhitng con chudt cé biéu hién
CYLD giam thuong xay ra nhitng bat thuong trong qué trinh kich hoat té bao
lympho T va té bao lympho B [172].

Nghién ciru toan bo hé gen ngudi da chi ra rang, cac SNP caa gen A20 ¢6
mdi twong quan vai kha niang nhay cam caa cac bénh Iy gay viém va bénh tu
mién & nguoi [69, 70]. Do chic ning chéng viém manh cua A20 nén cac SNP
cua gen nay déu lién quan dén nguy co mac bénh va lam giam kha niang biéu
hién hoac lam giam churc nang cua A20. Pa hinh don nucleotide (SNP) trén gen
A20 lam giam kha nang lién két cia A20 véi céc tiéu don vi NF- kB, tir d6 dan
dén giam biéu hién chtc nang A20, dong thoi dan dén co ché bénh sinh cua bénh
tu mién va ung thu [173]. Vi du, SNP lién quan dén bénh lopus ban do hé thong
nam trong viing ma hoa A20 khién cho phenylalanine thay thé cysteine & vi tri
amino acid 127 va lam giam chic niang caa protein A20 [72], rdi tir d6 gay ra
cac bién chiing than va huyét hoc. Cac SNP cua A20 lién quan dén bénh khéac
nam ngoai viing ma hoa ciing cho thay rang ching lam ting kha niang nhay cam

véi bénh bang cach lam giam sy biéu hién A20 [73, 74].

Mot s6 nghién ctu vé A20 ¢ bénh viém khop dang thap da ching minh
mdi lién quan gitta mot s6 SNP (rs2230926, rs6920220 va rs10499194) véi nguy
co mac mot sb bénh [77]. Tuy nhién, tan suat dot bién caa A20 trong cac bao céo

khac nhau 1a khong giéng nhau. SNP rs2230926 nam ¢ exon 3 caa A20 gay ra su
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thay thé amino acid (& vi tri 127) tir phenylalanine thanh cysteine (Phe127Cys).
Alen nay (Cys127) lam giam kha ning Gc ché sy hoat hoa NF- kB do muc do
biéu hién caa A20 giam xudng [72]. SNP rs2230926 ciing dwoc ching minh la
c6 mdi twong quan vaoi kha niang gia ting nguy co mac bénh lupus ban do hé
théng va bénh viém khép dang thap ¢ nguoi Nhat Ban [78] va bénh viém khop
dang thap & ca nguoi Chau A va Chau Au [77]. Nam 2015, Lihua Zhu va cong
su xac dinh dugc thém SNP rs146534657 & bénh viém khop dang thap va dot
bién (14284T>A) duoc tim thay trong dich khép cua bénh nhan viém khép dang
thap [57]. Bén canh d6, cac dot bién 1am mat chirc ning cia gen A20 ciing duoc
ghi nhan 1a c6 lién quan dén maot sé bénh ung thu nhu ung thu hach, ung thu va,
ung thu da day, su hinh thanh cac khéi u ac tinh va bénh T-CLL [174].

Sau khi phan tich trinh tu hé gen cua mot bénh nhan nir 14 tudi mic bénh
ung thu hach, Shaheen va cong su da khang dinh rang bién thé trén exon 7 cua
gen A20 tai vi tri ¢.1777 C>T (p.Q593X) gay ra su don boi cua A20 c6 thé Ia
nguyén nhan gay ra bénh [175]. Theo Chang va cong su, ba dot bién/da hinh
c.1081 G>A (p.E361K), ¢.1398 C>G (p.S466R) (rs200878487) va ¢.1760 C>T
(p.P587L) (rs 150056192) dugc tim thdy & cac bénh nhan ung thu biéu mo té
bao vay miéng déu nam trén exon 7 [80]. Tuong tu nhu vay, khi nghién ciu trén
cac bénh nhan T-ALL, ba da hinh g.3033 C>T, 9.3910 G>A va g.3904 A>G déu
duoc tim thay trén exon 7 caa gen A20. Trong d6, g.3033 C>T la SNP pho bién
nhat trong bénh T-ALL, chiém 60%. Nhitng dot bién nay déu lam thay doi
amino acid [81]. Dya trén nhitng thong tin nay, exon 7 cta gen A20 duoc luya
chon dé nghién ctiu danh gia da hinh trén gen A20, ciing nhu phan tich cac méi

lién quan dén gen nay.

Gutierrez va cong su (2002) da nghién ctu cac khéi u khac nhau tir nhiing
thanh vién trong gia dinh bon thé hé nguoi Bac va két luan rang, cac khdi u nay
déu lién quan dén u da cylindromas va trichoepitheliomas. Sau khi phan tich dot
bién dua trén DNA cua té bao bach cau, cling nhu DNA va RNA cua khéi u déu
cho thay dot bién Iéch khung trén gen CYLD (2253delG). Cho dén nam 2009, d
xac dinh duoc 51 dot bién trén gen CYLD. Trong d6 41% (21/51) 1a dot bién
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dich khung, 35% (18/51) 1a dot bién vo nghia, 14% (7/51) dot bién sai nghia va
10% (5/51) la dot bién & vi tri cat ndi. Patrick va Jorge (2009) ciing thuc hién céac
phan tich vé dot bién CYLD cua 87 gia dinh va két qua cho thay, 84% (73/87)
truong hop mic ung thu biéu mo té bao day; Trong sé do, 88% (30/34) truong
hop mic u cylindromatosis, va 72% (18/25) truong hop mac u trichoepithelioma
do dot bién gen CYLD gay ra. Tuy nhién, ty 1& phat sinh dot bién CYLD duoc
bdo céo truéc day ddi véi u da trichoepithelioma va u cylindromatosis cé tinh
gia dinh lan luot 1a 100% (3/3) va 44% (4/9) [82]. Bén canh dd, trong nghién
ctru ndy, Patrick va Jorge ciing nghién ciru 6 dot bién sai nghia trén gen CYLD
da dugc cong bd dé danh gia xem c6 lién quan véi mot kiéu hinh cu thé nao
khdng thi két qua cho thay riang phan 16n dot bién sai nghia déu xay ra ¢ nhirng
bénh nhan mac u trichoepitheliomas. Cu thé, dot bién p.D681G xay ra trong mot
gia dinh ¢6 3 thanh vién bi anh huéng, trong d6 11/12 khéi u duoc phan tich 1a
trichoepitheliomas. Bén canh d6, dot bién khac (p.E747G) lai dugc tim thay & 2
gia dinh, trong d6 c6 mot gia dinh goc Thoé Nhi Ky véi 13 thanh vién mac u

trichoepitheliomas [82].

Nghién ctzu va phan tich cac nét xuat hién & mot bénh nhan ung thu biéu
mo té bao day 46 tudi cho thay dot bién thay thé (c.1684+1 G>A) trén gen CYLD
c6 trong DNA duoc phan lap tir khéi mé va méau ngoai vi caa bénh nhan nay.
Dot bién (c.1684+1 G>A) xay ra & diém ndi exon-intron va c6 anh huong dén
viéc ndi dung. Bén canh d6, dot bién CYLD con lién quan dén su hinh thanh caa
mat sb khéi u ac tinh nhu ung thu dai trang, ung thu biéu m té bao gan, bénh da
u tay xuong, va bénh bach cau. Cac nghién ctu vé gen CYLD déu cho rang,
CYLD duoc biéu hién nhiéu trong qua trinh nguyén phan va n6 c6 tham gia vao
cac chu ky té bao. Nhiing phat hién nay la tién dé dé Yunfan Yang va cong su
(2015) kham pha ra vai trd tiém niang cua CYLD trong viéc diéu chinh kha nhay
cam cua té bao bach cau véi cac loai thuéc nham muyc tiéu vi éng. Su rdi loan
cua CYLD da dugc chirng minh 1a mét trong nhiing yéu té thic day sy tién trién
cua bénh CLL va ALL. CYLD ngan chin su hinh thanh khéi u thong qua diéu

hoa qué trinh apoptosis, va hoai tir cia té bao [67].
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Miguel Rito (2018) d4 xéac dinh duoc 20 SNP trén gen CYLD bao gom 3
SNP d6ng nghia, va 17 SNP khéng dong nghia. Trong d6 cac SNP nam trén
exon 9-11 dugc xac dinh & ca u tuyén va ung thu biéu mé tuyén, con cac SNP
trén exon 12-20 chi dugc tim thay & ung thu biéu md. Mac du, cac nha khoa hoc
van khong tim thay dugc méi twong quan gitra da hinh/dot bién CYLD va mic
d6 biéu hién CYLD, ciing nhu céc chi s6 1am sang, nhung cac két qua dat duoc
cling rat can thiét cho viéc chan doan va diéu tri trong tuong lai [176]. Beatty va
cong su nghién ciu vé bénh ung thu tuyén md hdi da bao céo rang, 99% dot bién
mat chuc ning cia gen CYLD duoc tim thay trén exon 9 dén exon 20. Trong do,
hau hét cac dot bién xay ra & exon 16, 17 va 20 [177]. Trong nghién ciu tuong
tu, Blake va cong su ciing khang dinh rang vi tri dot bién phé bién trén gen
CYLD nam & exon 16 va 17 [82]. Hon thé nita, khi phan tich ciu triic gen CYLD,
c6 thé thay rang, exon 16 nam tai vi tri tuong tac véi polyubiquitin dé khién cho
trung tdm hoat dong cua CYLD thuc hién chirc nang polyubiquitin. Nhu vay,
exon nay dong vai tro quan trong trong hoat dong cuaa gen CYLD [86] va duoc

lya chon dé nghién cau trén bénh bach cau dong tay.

Trong nghién cau ndy, mot sé diém da hinh trén gen A20, CYLD d3 duogc
tim ra & bénh bach cau dong tay. Cu thé 1a 4 diém da hinh trén gen CYLD & bénh
AML (p.E723E/c.G2411A; p.Q731H/c.G2435C; p.E735H/c.G2445A va
p.E747K/c.G2481A) va 2 diém da hinh trén gen ndy & bénh CML
(p.V725V/c.T2417G; p.Q731H/c.G2435C); 4 diém da hinh trén gen A20 & bénh
AML  (p.L335S/c.T1303C:  p.K337Q/c.A1308C;  p.K354N/c.G1361T:
p.S376T/c.T1425A) va 2 diém hinh trén gen nay o bénh CML
(rs37471883/p.G456V;  rs200878487/p.S466R).  Trong  d6,  SNP
rs200878487/p.S466R da dugc Yuli (2016) xac dinh nam trén exon 7 cua gen
A20 va c6 lién quan dén nguy co mac bénh ung thu biéu mo té bao vay miéng
[80]; SNP rs374721883/p.G456V ciing d& duoc tim thay va ghi nhan 1a mot dot
bién trén gen A20 ¢ bénh nhan u lympho té bao 4o nang (Bang sang ché quaoc té,
s WO 2016/071770); Cac SNP p.E723E/c/G2411A:; p.Q731H/c.G2435C va
p.E735K/c.G2445A ciing d4 duoc DS Thi Trang va cong su (2022) khang dinh
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la nhitng da hinh/dot bién trén gen CYLD & cac bénh nhén ting hong cau vo can
[178]; Con cac SNP con lai (p.V725V/c.T2417G; p.L335S/c.T1303C;
p.K337Q/c.A1308C; p.K354N/c.G1361T; p.S376T/c.T1425A) déu la nhiing
SNP méi. Trong sb cac da hinh nay, chi c6 da hinh tai vi tri p.Q731H trén gen
CYLD la c6 su khac biét dang ké vé kiéu gen GC giira bénh nhan bach cau dong
tay va nhom nguoi khoe manh khi so sanh véi kiéu gen GG. Bong thoi tan sé
allele C ciing c6 lién quan dén kha ning giam nguy co mac bénh bach cau dong
tay. Bén canh d6, dua trén két qua phan tich bang phan mém PolyPhen-2 nham
du dodn kha ning anh huéng cua diém da hinh/dot bién téi cdu tric va chic
nang protein d cho thay, tai diém da hinh ¢.G2435C d4 lam thay d6i amino acid
Glutamine (Q) & vj tri 731 thanh Histidine (H) trong chudi protein, dong thoi. vi
tri ndy c6 mac anh huong tuong d6i cao dén cau trdc va chic nang protein voi
diém sé tin cady HumDiv va HumVar dat gié trj lan luot 13 0,989 va 0,638. Két
qua nay budc dau da cung cap nhitng théng tin hitu ich nham thic day qua trinh
phét hién bénh va tham chi gop phan tim ra liéu phap diéu tri bénh hiéu qua hon

trong tuong lai.
4.1.2. Mirc dé biéu hign gen va biéu hiégn viem ¢ bénh bach cdu dong tiy

Trong té bao lympho B, A20 han ché sy kich hoat cua cac con duong tin
hiéu boi nhitng chat cam tng sinh Iy lién quan dén sy xam nhap caa cac mam
bénh vao co thé. O chudt, khi A20 bi bat hoat trong té bao lympho B gay ra hoi
chtng viém vai cac biéu hién tu mién dich nhu viém man tinh kéo dai, nong do
IL-6 ting cao, té bao huyét twong ting dang ké va su xuat hién cua cac thé tu
khang dic hiéu. Do vay, khi té bao lympho B phan wung nhanh hon véi cac kich
thich tr mdi truong do chuc niang A20 bi giam di d& cho thay, mdi twong quan
giira cac dot bién gen di truyén hoic da hinh trong A20 va cac bénh ty mién dich

khac ¢ nguoi [71].

Cac nghién cau trén chudt vé biéu hién cua A20 da bi bat hoat trong dai
thuc bao va bach cau hat d& chiing to rang, su biéu hién caa A20 trong cac té bao
nay la can thiét dé duy tri can bang noi mdi mién dich bam sinh [58]. Céc té bao

tay thiéu A20 s& dan dén tinh trang viém da khép an mon va sau d6 cd thé ting
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kha ning hity xuong gop phan lam thay d6i qua trinh tao xuong. Nhu vay, biéu
hién A20 trong té bao tay ngin chin cac tin hiéu gay ra viém khop va lodng
xuong. Nhitng phat hién nay cung cip nhitng hiéu biét vé sinh ly bénh dbi vai su

thiéu hut A20 dan dén bénh viém khép & chudt va ¢ nguoi [69].

CYLD la enzyme DUB duoc tim thay dau tién trong cac khéi u hinh try
lanh tinh, nhung gan day CYLD duoc ghi nhan 1a c6 vai tro diéu chinh con
duong truyén tin hiéu, tham gia vao nhiéu qua trinh sinh ly va bénh ly. Tu d6
gay ra qua trinh apoptosis va &c ché sy hinh thanh khdi u. Khi c6 su bién d6i bat
thuong ¢ gen ndy gay ra su xuat hién caa bénh va phét trién nhiéu loai khéi u
nhu u da cylindromas va trichoepitheliomas, hoi chirng Brooke Spiegler va cac
khdi u khac. Ngoai ra, sy biéu hién CYLD duogc diéu chinh giam trong cac bénh
ung thu phdi, ung thu v, ung thu dai trang, ung thu biéu md té baof gan va céc
khdi u ran khac [179]. Hién nay, cac nghién ciu vé CYLD trong cac khi u ac
tinh vé huyét hoc van con rat han ché. CYLD Ia mot enzyme deubiquitinase,
diéu chinh su tang sinh va kich hoat cia cac té bao bach huyét. O cac bénh nhan
T-ALL va CLL, biéu hién caa gen nay bi @c ché dang ké [65]. Trong khi dd, vai
tro cua CYLD van con chua dugc xac dinh rd rang & cac bénh nhan bach cau
dong tay. CYLD diéu chinh nhiéu con duong truyén tin hiéu va dong vai trd
quan trong trong su xuat hién va phat trién caa nhiéu bénh. Hién tai, hau hét cac
dot bién CYLD da duoc bao céo trong cac khdi u ran, tuy nhién van con rat it
nghién ctu dugc thuc hién trén gen CYLD ¢ cac khdi u &c tinh vé huyét hoc. Su
vang mat caa CYLD c6 thé 1a dau hiéu tién luong vé tinh trang caa mot sé khoi
u &c tinh vé huyét hoc. Cho dén nay, co ché diéu hoa cia CYLD ddi véi chac
nang hoat dong cua té bao van chua rd rang ma can duoc tiép tuc nghién cau
thém. Lam sang té duoc co ché diéu chinh con duong truyén tin hiéu caa ching
c6 thé gilp xay dung liéu phap nham muc tiéu phan ti d6i voi cac khéi u ac tinh
vé huyét hoc [180].

O bénh nhan CML, CYLD dugc xéc dinh 1a c6 tham gia vao viéc tc ché

tin hiéu Dvl. Caliskan va cong su (2017) da thuc hién nghién cuu danh gié su
biéu hién mRNA trong ba dong té bao K562, MEGO01 va KU812 cuia bénh CML



94

déu cho thay su biéu hien mRNA cua gen CYLD. Trong d6, sy biéu hién caa
CYLD giam xuéng khi gen Dvl bi bét hoat nho cong nghé siRNA. Trong khi thi
nghiém trudc dé chi ra rang CYLD c6 kha nang diéu hoa protein Dvl va biéu
hién Dvl s& khién biéu hién CYLD giam xuéng [30].

Nhu vay, cac nghién ciu trén cac bénh nhéan, dac biét la bénh nhan ung
thu, mtrc d6 biéu hién gen A20, CYLD thudng giam. Trong nghién ctu nay, biéu
hién gen A20, CYLD ciing giam dang ké & cac bénh nhan bach cau dong tay. Cu
thé, mac do biéu hién mRNA cua gen A20 giam khoang 3 1an (AML) va 39 lan
(CML) véi nguoi khoe. Trong khi d6, biéu hien mRNA cia gen CYLD & nguoi

khoe cao hon & cac bénh AML va CML lan lugt khoang 2 1an va 89 lan.

Cac gen thudc ho STAT dugc nghién cau rong réi trong nhiéu loai bénh va
su biéu hién cua chlng thuong ting 18n & nhiéu bénh nhan ung thu. Gen STAT1
c6 muc do biéu hién phy thudc vao qua trinh phosphoryl hda tyrosine va khi
duoc biéu hién thi ching &c ché su phat trién caa khéi u va thic day qua trinh
chét cua té bao. O chudt thiéu STAT1 cho thay, khdi u phat trién manh hon so
véi nhém ching 1a nhitng con chudt khoe manh, déng thoi khi dé chudt ciing s&
nhay cam hon v&i cac bénh do virus gay ra va khong phan tng lai dugc véi cac
tdc dong cua virus, tham chi la tir vong trong khi lugng virus nay khdng anh
huong dén co thé binh thuong. Trong khi d6 STAT3 va STATS5 la hai protein
quan trong lién quan dén sy phét trién cua bénh ung thu. Kich hoat STAT3/5 lién
tuc s& thuc day qua trinh viém man tinh, lam tang tinh nhay cam cia cac té bao
khoe manh véi cac chat sinh ung thu [95]. Bén canh d6, Giang va cong su
(2021) da nghién ciu su biéu hién cua cac gen STAT ¢ bénh nhan CML ciing
cho thay, gen STAT1 c6 mirc do biéu hién déu cao hon dang ké so véi nhém doi
chang va sy khac biét nay cd y nghia thong ké (p < 0,05) [181]. Tuy nhién, trong
nghién cau nay, biéu hién cia gen STAT1, STAT3 ¢ bénh nhan bach cau dong
tay lai hau nhu khdng c6 su thay dbi dang ké so voi nhém ngudi khoe manh.

Viém la qua trinh thic day sy phat trién caa khdi u théng qua tac dong
truc tiép hoic gian tiép caa cytokine, chemochine, va cac yéu tb tang truong trén

té bao khéi u. Trong céc té bao mau binh thuong, su kich hoat céac thy thé bé mat
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té bao boi cytokine, chemokine va cac yéu tb tang truong c6 thé diéu chinh hoat
dong cua cac con duong dan truyén tin hiéu. Tuy nhién, mot sé bao cdo da khang
dinh rang, su bat thuong trong con duong tin hiéu c6 thé gay ra bénh bach cau
[182] va khi @6 cytokine dugc coi nhan té co tac dong sau sac dén su tién trién
cua cac khdi u ac tinh nhu bénh bach cau dong tay. Trong khi c&c chat trung
gian gay viém nhu IL-1pB, TNF-a va IL-6 ¢0 xu huéng ting & bénh nhan AML,
con cac chat trung gian chéng viém nhu TGF-f va IL-10 duong nhu can tro su
tién trién caa bénh AML [183].

Trong nghién ciu caa Beatriz va cong su, nong do cac cytokine tién viém
hay khang viém déu dugc xac dinh ¢ cac bénh nhan AML thudc ca 2 nhém bénh
nhan trén 65 tudi va dudi 65 tudi. Cytokine 1L-8 duoc tiét ra nhiéu ¢ bénh nhan
AML duéi 65 tudi trong khi nong do IL-4 va IL-5 trong huyét tuong chi ting
cao & nhdm bénh nhan AML trén 65 tubi. Nong do IL-6 thap va IL-10 cao duoc
coi 1a yéu t tién lugng thuan loi cho kha nang séng sét & bénh nhan AML. Tuy
nhién, su tuong tac giita cac cytokine tién viém va khang viém & AML ciing c6
thé kich thich dén sy ting sinh, ton tai va khang thudc caa cac té bao bach cau
[184]. Bén canh d6, Nievergall va cong sy ciing cho biét, nong do TNF-a va IL-
6 trong huyét thanh cao dugc coi la dau 4n sinh hoc trong viéc chan doan tinh
trang bénh CML [185]. IL-2 va IL-6 trong huyét thanh cia CML ting dang ké so
v6i nhom ddi chang [186]. Twong tu nhu vay, trong nghién ciu nay, nong do
IL-6 va TNF-a duoc x4c dinh 1a ting cao dang ké & cac bénh nhan bach cau
dong tay so véi nhom nguoi khoe. Cu thé nong do IL-6 ting & ca bénh nhan
AML va CML lan luot khoang 84 va 138 lan so véi nhdm ngudi khoe. Trong
khi d6, ndng d6 TNF-a duoc tiét ra & cac bénh nhan bach cau dong tay (AML va
CML) tang cao lan luot khoang 5 va 269 lan so vai nhom nguoi khoe. Su thay
d6i nay néng do IL-6 va TNF-a déu c6 y nghia théng ké (p<0,05). Piéu nay
chiing to, ¢ cac bénh nhan nay qué trinh viém xay ra kha nghiém trong, tir d6 co

thé 1a nguyén nhan khién cho hé thong mién dich cua bénh nhén suy yéu.

Nhu vay, cac két qua dat duoc vé da hinh gen A20, CYLD, muc do biéu

hién cua gen A20, CYLD déu giam & cac bénh nhan bach cau dong tay so V4i
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nhom ngudi khoe manh, con nong do cytokine 1L-6 va TNF-o lai ting cao & cac
bénh nhan nay 1a nhitng thdng tin can thiét cho viéc tiép tuc phan tich mdi lién
hé gitra chling, tir d6 6 thé ¢ co so dé xac dinh co ché bénh sinh caa bénh bach

cau dong tay.

4.1.3. Méi lién quan gi@a da hinh nucleotide don, biéu hién gen A20, CYLD,
STAT1, STAT3 va biéu hién viém ¢ bénh bach cau dong tiy

A20, CYLD la protein DUB dong vai tro diéu hoa céc con duong tin hiéu
khac nhau nham diéu chinh qué trinh sinh Iy bén trong co thé, tir cac phan Gng
mién dich va phan ang viém dén sy tién trién caa chu trinh té bao, qué trinh sinh
tinh va tao xwong. Cu thé, A20, CYLD diéu chinh lam giam tin hiéu NF-kB.
Trong d6 ho cac yéu té phién ma dong vai tro trung gian cho su biéu hién cua
mot s6 luong 16n gen trong phan tng viém [157]. Nhiéu nghién ciu cho thay,
muc do biéu hién cua gen A20, CYLD thuong thap & mot sé bénh nhan ung thu
va khi cac gen nay bi 1am bat hoat c6 thé thuc day su tang sinh cia céc té bao
ung thu [158].

Do d6, viéc nghién ciru mdi lién hé gitta da hinh gen A20, CYLD, biéu
hién cua gen A20, CYLD va gen tin hiéu STAT1, ciing nhu néng do cytokine IL-6
va TNF-a tiét ra & cac bénh nhan bach cau dong tuy 1 co s& dé tim ra duoc co
ché bénh sinh ciia cac bénh nhan ung thu bach cau dong tay. Két qua phan tich
cho thay, chi tim ra dugc méi lién hé chit ché giira da hinh tai vi tri p.Q731H
trén gen CYLD va nong do cytokine I1L-6 do cac bénh nhan mic bénh AML tiét
ra. Cu thé, cac bénh nhan AML véi kiéu gen GG sé& c6 nong do 1L-6 cao hon han
so voi bénh nhan co kiéu gen GC. Mic du vay, gen A20, CYLD van 1a muc tiéu
tiém nang cho viéc nghién ciu va danh gia mac do tién trién cua bénh, dong thoi
két qua danh gia nay co6 thé cung cap nhiing théng tin hiru ich cho cac nghién
ctru Vé vai tro cua A20, CYLD ddi véi bénh bach cau dong tiy; tir d6 c6 thé tim
ra dugc nhitng phuong thirc danh gia tinh trang cua bénh, cting nhitng dinh

hudng bién phap diéu tri bénh hiéu qua.
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4.2. Xac dinh vai tré cia A20, CYLD ddi véi qua trinh ting sinh va
apoptosis ciia té bao K562

Vincristine 1a mot chat dugc chiét xuat tir cay dira can (Cantharanthus
roseus) ¢ tac dung &c ché hiéu qua ddi vai mot sé bénh ung thu nhu bénh bach
cau don nhan, ung thu v{, ung thu gan, ung thu budng tring, ung thu dau va co,
ung thu tinh hoan va bénh bach cau dong lympho [135]. Co ché hoat dong cua
vincristine duoc xac dinh 1a tuong tu véi cac chat chéng ung thu dic hiéu dua
theo chu ky cua té bao. Trong qua trinh diéu tri, vincristine thuong gay doc ¢ hé
théng than kinh, réi giai phong cac chat trung gian cho qué trinh tién viém nhu
IL-6 va TNF-a khi cac té bao dugc kich hoat [137, 138]. Bang cach kich hoat
con duong tin hiéu NF-kB/STAT, vincristine dugc coi 1 tic nhan diéu hoa mét
phan hoat dong chong ung thu [139]. M6t s6 nghién ctu ciing d4 chi ra rang,
vincristine 1am giam bach cau trong méau ngoai vi va gay suy tay, déng thoi cé
thé kéo dai duoc tudi tho dang ké caa cac md hinh cdy ghép bénh bach cau dong
lympho trén chuot [135]. Theo Paloma va cong su (2011), vincristine lam giam
dang ké kha ning song sot cua té bao K562 bang cach ngan chan sy tién trién
cta chu trinh té bao [134].

Chinh vi tim quan trong cua vincristine déi véi viéc hd trg diéu tri mot s6
bénh ung thu, cling nhu vai tro cua A20, CYLD ¢ mot sb bénh ma nghién cuu
danh gia su lién quan gitta A20, CYLD d6i véi sy tang sinh va qua trinh
apoptosis cua té bao dugc thuc hién trén mot dong té bao CML (K562) khi té
bao nay dugc xu Iy bai vincristine nham khang dinh r6 vai trd cia A20, CYLD
d6i véi bénh CML va tir d6 ¢6 thé tim ra bién phap phong va diéu tri bénh hiéu
qua hon. Trong nghién ciu nay, khi té bao K562 duoc xu 1y véi vincristine thi
muc do biéu hién mRNA cta A20 va CYLD ting Ién dang ké so vai muac do biéu
hién cia hai gen nay ¢ té bao K562 khdng dugc xu ly véi vincristine, dac biét
trong truong hop duoc xir ly véi vincristine & nong do 300 nM. Pay chinh 1 co
s& dé thuc hién cac thi nghiém tiép theo nham déanh gia vai trd caa A20 va
CYLD d6i véi sy tang sinh va qua trinh apoptosis cua té bao K562. Két qua

nghién ctu cho thay, sé luong té bao duong tinh véi CFSE duogc xac dinh la
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giam, trong khi s6 luong té bao duong tinh véi Annexin V/PI, ciing nhu sy tich
tu ROS ting 1&n dang ké khi té bao duoc xur 1y véi vincristine (300 nM). Diéu
nay chiing to vai trd tc ché cua vincristine ddi voi su tang sinh va song sot caa
té bao K562. Khi do, vincristine lién két voi cac vi ong dé ngan chan su phét
trién cua thoi phan bao, tir d6 wc ché su tang sinh cua té bao [187]. Ngoai ra,
nghién cttu ndy ciing chi ra rang, vincristine khong anh huong dén qua trinh kich
hoat va sy truong thanh cia té bao K562. Bén canh dd, khi ciing dugc xir ly boi
vincristine, muc do biéu hién mRNA cua A20, CYLD ting dang ké trong cac té
bao K562, con trong té bao PBMC su biéu hien mRNA cua hai gen nay chi ting
nhe. Trong truong hop gen A20 bi bat hoat thi tac dung uc ché sy ting sinh va
ton tai cua té bao K562 khdng con nira, trong khi d6 chi ¢ sy ting sinh cua té
bao K562 bi trc ché khi c6 su xuét hién cua gen CYLD khi té bao nay duoc xt ly
boi vincristine. Trudc 6, mot sé nghién ctu ciing khiang dinh A20 c6 thé thic
day quéa trinh apoptosis cua té bao & bénh ung thu hach [44], CLL [47] va bénh
bach cau dong tiy. Hon thé nita, A20 con c6 tac dung ngan chan su ting sinh va
di can cua té bao [46]. So vai A20, CYLD khéng tac dong nhiéu dén qua trinh
apoptosis cua té bao K562. Cho dén nay, van chua c6 bdo co nao vé vai trd diéu
hoa cia CYLD ddi véi cac chic nang cua té bao bach cau dong tiy, mac du
CYLD d4 dugc chitng minh la enzyme deubiquitinase diéu hoa duong tinh qué
trinh apoptosis cua té bao ¢ bénh ALL va CLL [45, 50]. R rang rang,
vincristine déng vai tro khac nhau trong viéc diéu chinh hoat dong cua té bao.
Nhu vay, nghién ctu nay da cho thay, vincristine ac ché sy tang sinh va séng sot
cua té bao K562 thdng qua viéc tang cuong su biéu hién A20. Nhiing phat hién
nay c6 thé gop phan xay dung duoc liéu phap trong viéc diéu tri bénh ung thu
khi str dung vincristine trén cac té bao CML nhay cam véi A20.
4.3. X&c dinh vai tro cia gen CYLD ddi véi dai thwe bao dwec biét hoa bai
M-CSF qua tin hiéu STAT1

Bén canh viéc danh gia vai tro caa gen A20, CYLD ddi véi su tang sinh va
qué trinh apoptosis cua dong té bao CML khi dugc xir Iy bai vincristine thi trong

nghién cttu nay ching t6i ciing tap trung danh gia vai tro cua gen CYLD ddi Vi



99

c4c té bao duoc biét hda tir PBMC dé qua d6 co thé dua ra nhiing danh gié toan
dién hon vé gen CYLD ciing nhu chtic nang ciia chling trong viéc xay dung bién

phap diéu tri bénh bach cau dong tay.

Mot s6 béo cao di khang dinh rang, CYLD la mét trong nhiing enzyme
deubiquitinase c6 vai trd diéu hoa am tinh tinh trang viém qua muc trong dai
thuc bao thong qua con duong tin hi¢u NF-xB [188] va STATL1 [189] ¢ chudt.
Tuong ty nhu vay, nghién ciu ndy ciing da xac dinh duoc rang CYLD uc ché su
truong thanh va kha nang tiét cytokine ciing nhu gy ra hién tuong thuc bao va
quéa trinh apoptosis cua dai thuc bao thdng qua tin hiéu STATL. Cu thé, binh
thuong, maic do biéu hién caa STATL cua cac dai thuc bao 12 thap, nhung khi bi
lam bat hoat CYLD thi muc do biéu hién STAT1 tang 1én, dic biét trong truong
hop 1am bat hoat CYLD, két hop véi xir ly bang fludarabine. Biéu nay cho thay,
Biéu hién caa CYLD gdp phan @c ché sy kich hoat tin hiéu STAT1 trong dai
thuc bao. Ngoai ra, khi khéng c6 CYLD, su biéu hién cua cac phan tor CD40 va
CD86, ciing nhu sy giai phong IL6, TNF-a cua dai thuc bao dugc tang cuong
dang ké. Trong khi d6, kha niang hap thu FITC-dextran va Annexin V/PI cua céc
dai thuc bao nay it hon so véi dai thuc bao khdng bi bat hoat gen CYLD. Do d6,
c6 thé thay rang, CYLD d4 thic day qué trinh thuc bao cua dai thuc bao, tuy
nhién véi sy hién dién cua fludarabine, tac dung nay caa CYLD déi voi dai thuc
bao bi loai bo. Qua d6, khang dinh dugc rang, tc dung tc ché caa CYLD ddi
véi chire nang cua dai thuce bao phu thudc vao viéc kich hoat tin hiéu STAT1 lan
dau tién dugc ghi nhan trong nghién ciu nay. Hon nita, trong cac nghién ctu
trudc d6, mac do biéu hién CYLD giam ciing duoc ghi nhan & mét sé bénh ung
thu mau [66, 178]. Nhiéu nghién cau khac ciing khang dinh rang khi CYLD bi
bat hoat s& kich hoat tin hiéu Wnt, lién quan dén viéc tién luong xau ¢ bénh da u
tay xuong [190] va bénh u lympho [65, 191]. Ngoai ra, khi biéu hién CYLD cao
cho thay kha niang séng sot tot hon & cac bénh nhan bach cau dong lympho man
tinh [65]. Gan day, dot bién gen CYLD duoc xéac dinh 1a c6 lién quan dén tinh
nhay cam vai bénh bach cau dong lympho ¢ tré em. Cho dén nay, van chua c6

bang chiing cho thay sy thay d6i gen nay cé lién quan dén bénh AML nhung
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biéu hién cia CYLD thap ciing la dau hiéu cho thay nguy co twong d6i cao & céc
bénh nhan AML.

Nhu d& dé cap ¢ trén, CYLD c6 vai trd diéu hoa su kich hoat va truang
thanh cua dai thuc bao qua tin hiéu STAT1. Hon nira, mac d6 biéu hién cua
CYLD ting dang ké khi M-AML dugc xir ly bang fludarabine-chat e ché tin
hiéu STAT1. Do dd, cau hoi dugc dit ra 12 liéu tin hiéu STAT1 c6 lién quan dén
vai trd ¢ ché ddi voi chtc niang hoat dong caa M-AML hay khdng. Cac dit liéu
thu duogc cho thay, khdng gidng nhu M-HP, khi M-AML (M4/M5b) duoc xir ly
boi fludarabine, biéu hién CYLD ting cao kich hoat su hap thu FITC-dextran va
qua trinh thyc bao caa M-AML. Phét hién nay khang dinh rang CYLD d4 thic
day qué trinh thuc bao cia M-AML théng qua con duodng tin hiéu STATL.
Khéng gibng nhu tac dung cua STAT1 d6i véi viéc diéu chinh chac ning cua
cua dai thuc bao & bénh AML, STAT3 va STATS duoc chirng minh la ¢ vai tro
kich thich sy ting sinh va ¢ ché qua trinh apoptosis trong cac khdi u ac tinh vé
huyét hoc [192, 193]. Ngoai ra, dé tra loi cho cau hoi liéu CYLD va STAT1 ¢6
tuong tac vat ly trong M-AML va M-HP hay khéng thi thi nghiém kich thich
mién dich CYLD dugc thuc hién trén céc dai thuc bao khi duoc xur Iy va khong
xt ly véi LPS. Tuong tu vai cac nghién cau dugc thuc hién trén dai thuc bao
cua chudt [194], két qua phan tich western blot da chi ra rang, CYLD khéng
tuong tac voi STATL. Do d6, kich hoat STAT1 c6 thé dan dén tic ché gian tiép
biéu hién CYLD. Hon thé nita, mot s6 nghién ctiu khac ciing khang dinh CYLD
thuc hién vai trd tién thuc bao cua cac dai thuc bao tir phan nhém M4/M5b
thong qua con duong STATL. Nhu vay két qua nay dd dua ra nhiing thong tin c6
y nghia khoa hoc hitu ich vé tac dung thic day cua CYLD dbi vai qua trinh thuc
bao cua dai thuce bao trong bénh AML khi duoc diéu tri bang fludarabine.

Véi nhitng két qua da dat duoc, o thé thay, vai trd CYLD rat quan trong
d6i v6i M-HP va M-AML. Cu thé, & dai thuc bao M-HP, CYLD uc ché su kich
hoat STAT1 trong dai thuc bao, nhung khdng lam anh huong dén STATS.
CYLD c6 vai trd kich thich sy hap thu FITC-dextran, va qua trinh thuc bao cua

té bao AML, tir d6 1am tang cudng quéa trinh apoptosis cac té bao bach cau khi
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c6 sy biéu hién cua STATL. Tuy nhién, d6i véi M-AML, CYLD kich thich kha
nang hap thu FITC-dextran (thé M4/M5b) ting dang ké so véi M-HP, dong thoi
lam tang cudng viéc loai bo cac té bao bach cau ¢ thé M5b va chi mot phan dbi

véi thé M4 khi duoc xir Iy voi fludarabine.
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CHUONG 5: KET LUAN VA KIEN NGHI

Két luan:

1. Méi lién quan giia da hinh/dét bién trén gen A20, CYLD, biéu hién gen tin

hiéu lién quan, va nang dg cytokine ¢ bénh bach cdu dong tiy

- P4 xéc dinh dugc 5 diém da hinh trén gen CYLD; 6 diém da hinh trén
gen A20 & c4c bénh nhan bach cau dong tay; Trong d6, da hinh tai vi tri
p.Q731H trén gen CYLD c6 su khéc biét dang ké vé kiéu gen GC so voi kiéu gen

GG khi so sanh véi nhom nguoi khoe.

- P4 xac dinh duoc mirc ¢ biéu hién mRNA cia A20, CYLD déu giam
dang ké & cac bénh nhan bach cau dong tay so véi nhdm nguoi khoe; Trong khi

d6, nong d6 IL-6, TNF-a duoc ghi nhan 1 ting ¢ cac bénh nhan ny.

- Pa xac dinh dugc méi lién quan chat ché gitta da hinh gen CYLD tai vi

tri p.Q371H va nong do cytokine IL-6 & bénh nhan bach cau dong tay cap.

2. Vai tro cua gen A20, CYLD ddi véi chirc ndng té bao

- b3 xéc dinh duoc vai trd cua gen A20, CYLD trong viéc tc ché qua trinh
tang sinh va thlc day apoptosis caa té bao K562 duoc xir ly bai vincristine.

- Ba xac dinh duoc vai tro cua CYLD trong viéc hoat hoa dai thuc bao
duoc biét hoa tir PBMC cua nguoi khoe (M-HP) khi ¢6 sy biéu hién mRNA cua
STAT1, trong khi d6 biéu hién mRNA caa CYLD lai ting cuong su hoat dong
cua dai thuc bao M-AML khi dugc xur ly vai fludarabine.

Kién nghi:

Can tiép tuc nghién ctru xac dinh cac diém da hinh/dot bién trén céc exon
khac ciia gen A20, CYLD, tir d6 c6 thé danh gia chinh xéac hon vé vai tro cua gen
A20, CYLD dbi voi bénh bach cau dong tay. Bong thai, tiép tuc danh gia hiéu
qua viéc stir dung cac té bao duogc biét hda boi M-CSF va xa 1y véi vincristine
trong viéc xay dung hudng diéu tri bénh bach cau dong tiy két hop véi liéu phap
gen dich A20, CYLD hodc liéu phap té bao dich lién quan dén A20, CYLD.
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Quyér dinh 1832/0P-BYT 2022 tai ligu Huwong dan chan dodn va diéu tri
mét s6 bénh Iy huyét hoc. 2022, Bo Y Té.
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PHU LUC
Phu luc 1: Tiéu chuin chin doan bénh bach ciu dong tay

* Bénh bach cau dong tiy cdp

Bénh AML duoc chan doén dya vao nhitng dic diém sau [195]:
- Chén doan xac dinh:
+ Dua vao triéu ching 1am sang dién hinh caa bénh
+ Xét nghiém tay do thay té bao blas > 20% té bao ¢ nhan trong tiy

- Chan doéan thé hién bénh va xép loai bénh bach cau dong tay cap: Chan

doan thé bénh bach cau tay cip dua trén cac bang xép loai cua WHO va FAB
- X¢ép loai bénh bach cau dong tay cap:
+ Xép loai bach cau dong tay cap theo FAB 1986 cd b sung.
+ Két hop mién dich chia thanh 8 thé, tir MO dén M7

* Bénh bach cau dong tiy man:

Bénh CML duoc chan doéan dya vao nhitng dic diém sau [195]:
- Chan doan xac dinh:

+ Dya vao cac triéu chitng 1am sang nhu: Léach to, gan to; Thiéu mau muc
d6 nhe hoic vira; Tac mach; Khi bénh chuyén sang giai doan cap tinh thi xuat hién

triéu ching thiéu méu, xuat huyét va nhiém tring;
+ Xét nghiém té bao méu ngoai vi, tay dd, NST Ph va/hoic gen BCR-ABL1
- Chan doén phan biét:
+ Phan ung gia voi bénh bach cau gap trong nhidém tring nang: Phét hién 6
nhiém trang, khdng c6 NST Ph va gen két hop BCR-ABL1.
+ Céc bénh khéc trong hoi ching ting sinh tiy man ac tinh, theo bang xép
loai caa WHO nam 2016.
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Phu luc 2: Théng ké két qua chi sé hoa sinh cia bénh nhan bach cau dong tiy

Bang 4.1. Thong ké két qua danh gia cac chi s6 hoa sinh ciia bénh nhan

AML (n=92) CML (n=50)
. Bénh nhan Bénh nhén Gia tri
Chi s6 héa sinh ¢6 két qua Gia tri ¢6 két qua Gia tri binh
xét nghiém trung binh Xét nghiém trung binh thwong
cao (%) cao (%)
) 46,2 (1-84)
P tudi benh nhan 3 47,18 (16-80)
(1-84 tuoi)
54,3% (50
Nam 72% (36 nam)
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 2917% 6.29 + 1,79 3.0-6.4
p——
reatinine 16,09% | 9053+2815 | 10.2% 8401+211 | 53-120
(umol/L)
Uric acid (umol/L) | 27.91% | 411,18+169 | 12,24% | 318,92 +9924 | 150-420
Bilirubin T.P
Hirubin 26,44% | 1426+158 | 10.42% 12,45 + 2.97 <17
(umol/L)
Bilirubin T.T
Hlirubin 14.82% 424 +101 16.67% 3.04 +059 <43
(umol/L)
Bilirubin G.T
llirubin G 28.74% | 10.11+062 12,5% 952+161 <127
(umol/L)

Protein TP (g/L) | 20,29% | 78,34+435 15% 957 + 19,32 65-82
Albumin (g/L) 0% 37,95+ 0,53 0% 41,51 + 9,92 35-50
Globulin (g/L) 3429% | 3606+081 | 1579% 33,36 + 9,92 24-38
Ferritin (ng/L) 9155% | 94513+678 | 5532% | 39215+2804 | 30-300

AST (GOT) (UIL) | 31,4 % 44,2 + 4,63 24% 365 + 8,48 <37

ALT (GPT) (UIL) | 31.4% 37.46 + 3,97 20% 4014 + 9 54 < 40

LDH (U/L) 67.95% | 187917 +413 | 4898% | 541,09+12995 | 230-460

AST-Aspartate transaminase; ALT-Alanine aminotransferase; LDH-Lactate dehydrogenase

Phu luc 3: Danh sach bénh nhéan va nguoi khoe
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bé tai “Nghién ciru méi twong quan giita da hinh gen, biéu hi¢n gen, hé vi sinh,
kiéu hinh mién dich trén bénh nhin ung thu mau”. Ma s0 PTDPT.CN.43/21

Paai

e,
=

-

s
]

TT ggﬁq HO VA TEN N | MAsO TRN BENH
1 |15/1/2018 | PHAM VAN N. 1975 | 16037420 | B¢nh bach cdu dong tay man
2 | 15/1/2018 | NGUYEN TUAN L. 1980 | 15016822 | Bénh bach ciu dong tay man
3 |15/1/2018 | PO THIC. 1962 | 17001256 | Bénh bach ciu dong tuy mmﬁ
4 |15/1/2018 | TRAN THIN. 1956 | 15030369 | Bénh bach ciu dong tﬂg)ﬁpz_ﬁ;
5 [13/3/2018 | TRAN XUANT. 1976 | 17010914 | Bénh bach cdu dong t(s/y ™
6 | 13/3/2018 | NGUYEN THI U. 1981 | 10011111 | Bénh bach cdu dong u\(y) %ggi?:\f
7 | 14/3/2018 | TRAN THIH. 1993 | 11009806 | Bénh bach cdu dong m}"i"f]ﬁn -
8 |19/3/2018 | LO VAN X. 1975 | 14019688 | Bénh bach cdu dong tiy man
9 |21/3/2018 | PHAN THANH H. 1983 | 17023818 | Bénh bach cdu dong tiy man
10 | 26/3/2018 | NGUYEN QUOC T. 1976 | 9002337 | Banh bach ciu dong tily man
11 | 27/3/2018 | PHUNG VAN C. 1964 | 17022139 | Bénh bach ciu dong tiy man
12 | 26/2/2018 | TA THIN. 1938 | 17036974 | Bénh bach ciu dong tily man
13 | 03/4/2018 | VU VAND. 1992 | 12009463 | Bénh bach chu dong tiy man
14 | 03/4/2018 | TRINH THIN. 1971 | 11002263 | Bénh bach ciu dong tiy man
15 | 03/4/2018 | NGUYEN TUAN A. 1984 | 15030241 | Bénh bach chu dong tiy man
16 | 04/4/2018 | QUACH VAN L. 1962 | 14019540 | Bénh bach chu dong tily man
17 | 04/4/2018 | HOANG NGUYEN TUNG L. 1993 | 12000596 | Bénh bach ciu dong tity man
18 | 05/4/2018 | PHAN VANT. 1956 | 17005191 | Bénh bach cau dong tiy man
19 | 09/4/2018 | NGUYEN THI XUAN L. 2002 | 16013043 | Banh bach chu dong tiy man
20 | 09/4/2018 | BUI VANS. 1972 | 17010597 | Bénh bach ciu dong tiy man
21 | 09/4/2018 | NGUYEN PHU H. 1945 | 10008195 | Bénh bach ciu dong tiy man
22 | 09/4/2018 | NGUYEN VAN b. 1986 | 15027911 | Bénh bach cau dong tay man
23 | 09/4/2018 | PHAM VAN U. 1947 | 14000913 | Bénh bach cu dong tiy man
24 | 09/4/2018 | TRAN DUY T. 1956 | 11004844 | Bénh bach cau dong tiy man
25 | 09/4/2018 | DUONG VAN H. 1956 | 12006997 | Bénh bach cau dong tiy man |
26 | 09/4/2018 | BUI QUANG T. 1947 | 10002170 | Bgnh bach cau ddng tiy man
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27 | 09/4/2018 | NGUYEN DUY L. 1989 | 14050902 | Banh bach ciu dong tiy man
28 | 09/4/2018 | HOANG NGQC S. 1961 | 8005771 | Bénh bach céu dong tily man
29 | 10/4/2018 | HO HUU C. 1971 | 7008523 | Bénh bach cau dong tiy man
30 | 10/4/2018 | NGUYEN HO DAIH. 1988 | 12006979 | Bénh bach cau dong tiy man
31 | 10/4/2018 | TRAN VANT. 1962 | 15003185 | Bénh bach cau dong tiy man
32 | 10/4/2018 | NGUYEN VAN O. 1976 | 7005880 | Bénh bach cau dong tiy man
33 | 10/4/2018 | LE VANT. 1972 | 9000251 | Bénh bach cau dong tiy man
34 | 12/4/2018 | TRAN VANT. 1948 | 16004660 | Bénh bach ciu dong tiy man
35 | 12/4/2018 | HOANG BA P. 1981 | 17053099 | Bénh bach cau dong tiy man
36 | 12/4/2018 | NGUYEN THI H. 1988 | 13009021 | Bénh bach cdu dong tay man
37 | 12/4/2018 | PHAM THI H. 1958 | 16012651 | Bénh bach cdu dong tily man
38 | 16/4/2018 | NGUYEN VAN T. 1962 | 15002056 | Bénh bach cau dong tiy man
39 | 16/4/2018 | TRAN QUANG P. 1966 | 15025752 | Bénh bach cdu dong tuy man
40 | 16/4/2018 | HOANG THI M. 1985 | 18000311 | Bénh bach cau dong tiy man
41 | 17/4/2018 | HOANG VAN H. 1963 | 18000476 | Bénh bach cau dong tay man
42 | 17/4/2018 | DUONG VINH D. 1960 | 12000076 | Bénh bach cau dong tiy man
43 | 17/4/2018 | TRAN VANT. 1966 | 15001790 | Bénh bach cau dong tay man
44 | 17/4/2018 | DUONG VAN Q. 1986 | 16015535 | Bénh bach cu dong tiy man
45 | 18/4/2018 | HOANG VAN C. 1989 | 14009892 | Bénh bach cau dong tuy man
46 | 18/4/2018 | NGUYEN THI D. 1946 | 11004776 | Bénh bach cau dong tiy man
47 | 19/4/2018 | VO VANT. 1974 | 18011637 | Bénh bach cAu dong tix man
48 | 19/4/2018 | VY THI V. 1981 | 11044464 | Bénh bach cau dbng;jﬁy

49 | 19/4/2018 | DUONG THI V. 1959 | 17053856 | Bénh bach ciu dong'tity/man
50 | 23/4/2018 | PAM THIN. 1982 | 17010685 | Bénh bach ciu dbné {uy”' Han
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bé tai “Nghlen ctru mdi twong quan giita da hinh gen, biéu hién gen, hé vi sinh,

kiéu hinh mién dich trén bénh nhan ung thw mau”. Mia sé6 PTPT.CN.43/21

/\4‘
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e

'(—'\, 2

¢ h\x\'t‘

\\\.

TT| wai HO VA TEN S| MASO TEN BENH
1 |28/12/2017 | VU QUANG P. 1995 | 15005893 | Bénh bach cau dong tiy cap
2 | 28/12/2017 | NGUYEN THI B. 1931 | 17052922 | Bénh bach ciu dong tuy cép
3 | 26/12/2017 | PANG THI THU H. 1970 | 17010698 | Bénh bach ciu dong tiy cap
4 116/01/2018 | NGUYEN THI L. 1979 | 14007964 | Bénh bach cau dong tiy cap
5 | 17/1/2018 | VU VAN b. 2000 | 15007589 | Bénh bach cau dong tiy cép
6 | 19/1/2018 | NGUYEN VANSS. 1979 | 7005813 | Bénh bach ciu dong tiy cap
7 | 22/1/2018 | NGUYEN THI TH. 1962 | 16095216 | Bénh bach cau dong my/ééﬁ
8 | 06/2/2018 | TRINH VANT. 1948 | 17066993 | Bénh bach ciu dong tuy{cap
9 | 13/3/2018 | NGUYEN VAN N. 1983 | 14001418 | Bénh bach ciu dong tiy &dp.| -
10 | 19/3/2018 | NGUYEN THIT. 1960 | 13019331 | Bénh bach chu dong tay cAps)
11 | 22/3/2018 | DAO THI H. 1970 | 15005285 | Bénh bach ciu dong tay cip
12 | 29/3/2018 | NGUYEN HONG V. 1960 | 06001600 | Bénh bach cu dong tiy cip
13 | 04/4/2018 | NGUYEN TOANT. 1997 | 17010666 | Bénh bach cau dong tiy cip
14 | 05/4/2018 | NGO THI H. 1980 | 07005807 | Bénh bach ciu dong tuy cip
15 | 10/4/2018 | LUONG THI T. 1954 | 13019402 | Bénh bach cau dong tuy cip
16 | 16/4/2018 | TRAN THI M. 1955 | 15002006 | Bénh bach ciu dong tuy cdp
17 | 17/4/2018 | NGUYEN CANT. 1968 | 17020926 | Bénh bach cau dong tay cip
18 | 18/4/2018 | NGUYEN HUY S. 1989 | 17038455 | Bénh bach ciu dong tiy cap
19 | 26/4/2018 | HOANG N. 1960 | 16024861 | Bénh bach cau dong tiy cip
20 | 02/5/2018 | NGUYEN HUOUT. 1948 | 14005985 | Bénh bach ciu dong tiy cip
21 | 04/5/2018 | NGUYEN THI HONG V. 1938 | 16037665 | Bénh bach ciu dong tuy cap
22 | 08/5/2018 | NGUYEN TH] HAL Y. 1990 ‘| 15038556 | Bénh bach ciu dong tity cép
23 | 09/5/2018 | PHAM VAN A, 1967 | 17032126 | Bénh bach cu dong tiy cdp
24 | 09/5/2018 | PHAM SY T. 1979 | 13079858 | Bénh bach ciu dong tiy c‘?'p
25 | 22/5/2018 | PHAN DANH T. 2000 13008563 | Bénh bach cdu dong tuy cﬁpJ
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26 | 29/5/2018 | NGUYEN VAN T. 1966 | 09003813 | Bénh bach cu dong tity cap
27 | 03/6/2018 | PO THI H. 1955 | 17052821 | Bénh bach ciu dong tiy cip
28 1 01/08/2018 | BUI VAN M. 1955 | 17056225 | Bénh bach cau dong tiy cap
29 | 05/09/2018 | NGUYEN THI D. 1966 | 17085623 | Bénh bach cau dong tiy cap
30 | 04/12/2018 | LE VAN H. 1974 | 17004926 | Bénh bach chu dong tiy cap
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VIEN HUYET HQC TRUYEN
MAU TRUNG UONG

CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM

Déc lap - Ty do - Hanh phic

DANH SACH BENH NHAN VA NGUOI CUNG CAP MAU MAU
PHUC VU NGHIEN CUU

Dé tai “Nglnen ciru mdi twong quan giira da hinh gen, biéu hu;n gen, hé vi sinh,
kiéu hinh mi&n djch trén bénh nhin ung thw mau”. Mi s6 PTDT.CN.43/21

NGAY

NAM

Y| wHiM HOQ VA TEN SINH MA SO TEN BENH
1 | 14/3/2022 | VU THIN. 1963 | 2200011486 | Bénh bach ciu dong tiy cap
2 | 18/3/2022 | NGUYEN THIT. 1964 | 2200011537 | Bénh bach ciu dong tiy cip
3 | 18/3/2022 | PHAM THIT. 1957 | 2200011728 | Bénh bach ciu dong tiy cap
4 | 18/3/2022 | PINH XUANT. 1959 | 2200011697 | Bénh bach cau dong tay cap
5 | 18/3/2022 | PAONGOQCT. 1951 | 2200011839 | Bénh bach cau dong tiy cap
6 | 18/3/2022 | VU THI THANH B. 1954 | 2200011745 | Bénh bach ciu dong tiy cép
7 | 12/4/2022 | NGUYEN THI L. 1991 | 2200016270 | Bénh bach cau dong tiy cip
8 | 20/4/2022 | HOANG THI C. 1957 | 2200016433 | Bénh bach cau dong tily cip
9 | 20/4/2022 | BUI BINH P. 1961 | 2200018004 | Bénh bach cau dong tiy cép
10 | 16/4/2022 | LE HOANG Y. 2012 | 2200017984 | Bénh bach cdu dong tuy cap
11 | 20/4/2022 | TRAN VAN H. 1972 | 2200018413 | Bénh bach cau dong tiy cap
12 | 19/4/2022 | PAO THI (HONG) L. 1952 | 2200018009 | Bénh bach cdu dong tiy cip
13 | 25/4/2022 | CAO THIT. 1964 | 2200020133 | Bénh bach ciu dong tuy cp
14 | 26/4/2022 | VU TRINH HUU P. 1972 | 2200020281 | Bénh bach ciu dong tiy cip
15 | 09/5/2022 | TRAN THI L. 1989 | 2200011297 | Bénh bach ciu dong tiy cip
16 | 23/5/2022 | TRAN THIK. 1949 | 2200026156 | Bénh bach cau dong tiy cép
17 | 24/5/2022 | NGUYEN TRONG T. 1964 | 2200026559 | Bénh bach cau dong tiy cép
18 | 03/6/2022 | DO THIL. 1953 | 2200028557 | Bénh bach cau dong tiy cép
19 | 03/6/2022 | NGUYEN THI H. 1955 | 2200028597 | Bénh bach ciu dong tiy cip
20 | 20/6/2022 | CAO XUANN. 1980 | 2200031619 | Bénh bach ciu dong tity cAp
Ha Ngi, ngay45thdng 3 nam 2023
Xdac nhan cia Khoa/Phon Xac uhanxcua Vién Huyét hoc
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MAU TRUNG UONG
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Doc 1ap - Tw do - Hanh phuc

DANH SACH BENH NHAN VA NGUOI CUNG CAP MAU MAU

PHUC VU NGHIEN CUU

Pe tai “Nghién ciru mdi twong quan giira da hinh gen, biéu hi¢n gen, hé vi sinh,
kiéu hinh mién dich trén bénh nhin ung thu mau”. Ma so DPTDT.CN.43/21

TT HQ VA TEN %II?III EIAN“{'{ MA SO TEN BENH
1 | DUONG THI H. Nir | 1952 |2300009712 | Bénh bych cau dong tiy cap
2 | HOANG VAN H. Nam | 1980 | 2300009366 | Bénh bach ciu dong tiyy cp
3 | HOANG HUU H. Nam | 2000 | 2300009461 | Bénh bach cau dong tiy cép
4 | NGUYEN THI B. Nit | 1953 | 2300008809 | Bénh bach ciu dong tily cap
5 | TRAN THI L. Nit | 1975 | 2300006317 | Bénh bach ciu dong tity cap
6 | vU THI MINH H. Nit | 1977 | 2300010597 | Bénh bach ciu dong tity cAp
7 | TRUONG NGOCT. Nam 1957 | 2300008541 | Bénh bach ciu dong tay cép
8 | TRUONG VAN H. Nam | 1949 | 2300010367 | Bénh bach ciu dong tity cap
9 | TRAN VAN L. Nam | 1965 | 2300010064 | Bénh bach ciu dong tiy cap
10 | VO THI P. Nit | 1986 |2300012127 | Bénh bach ciu dong tiy cip
11 | HOANG VAN N. Nam | 1996 | 2300011320 | Bénh bach ciu dong tiy cip
12 | PAO DINHT. Nam | 1959 |2300012149 | Bénh bach ciu dong tiy cip
13 | LUU THIS. Nir | 1953 | 2300011940 | Bénh bach ciu dong tiy cap
14 | HOANG THANH D. Nt | 1983 | 2300014344 | Bénh bach ciu dong tiy cép
15 | PINH VAN S. Nam | 1958 |2300013915 | Bénh bach ciu dong tiy cap
16 | THACH H. Nam | 1955 |2300013986 | Bénh bach ciu dong tiy cap
17 | NGUYEN THANH B. Nam | 1964 | 2300014131 | Bénh bach ciu dong tiy cap
18 | NGUYEN THI H. Nir | 1955 |2300017823 | Bénh bach ciu dong tuy cap
19 | DPANG THI B. Nir 1970 | 2300017579 | Bénh bach cau dong tuy cdp
20 | VO TRONG C. Nam | 1950 | 2300016940 | Bénh bach ciu dong tiy cip
21 | PHAM THI A. N | 1959 | 2300018174 | Bénh bach ciu dong tiy cap
22 | HOANG THI N. Nir | 1970 | 2300018753 | Bénh bach ciu dong tiy cap
23 | PHAM VAN H. Nam | 1982 |2300018209 | Bénh bach ciu dong tiy cdp
24 | LUU VANK. Nam | 2005 |2300019770 | Bénh bach ciu dong tiy cdp
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25 | NGUYEN TH] H. 1982 | 2300018868 | Benh bach cdu dong tly cdp
26 | HO DUCN. Nam | 2003 | 2100029001 | Bénh bach cdu dong tay cép
27 | DUDINHT, Nam | 1959 2300021227 | Bénh bach cdu dong tiy cfip
28 | LO TH] X. NIt | 1985 |2300021505 | Bénh bach ciu dong tiy cép
29 | TRUONG TH]| V. NIt | 1974 |2300021828 | Bénh bach cdu dong tiy cép
30 | PHAM TH] B. NIt | 1982 |2300021445 | Bénh bach ciu dong tiy cdp
31 | PHAN TH] L. Nt | 1958 |2300021237 | Bénh bach ciu déng tiy cdp
32 | NGUYEN TH] KHANH L. | NO& | 2007 |2300021245 | Bénh bach ciu dong tily cép
33 | TANXINC. Nam | 1977 |2300022027 | Bénh bach cdu dong tiy cdp
34 | LE VANN, Nam | 1954 |2300021930 | Bénh bach cdu dong tdy cép
35 | NGUYEN VAN S, Nam | 1953 | 2300021547 | Bénh bach ciu dong tiy cdp
36 | HOANG THI L. NO | 1955 |2300015066 | Bénh bach cu dong tiy cdp
37 | NGUYEN TH] L. NI | 1986 |2300022521 | Bénh bach cdu dong tiy cip
38 | BUITHIT. Nt | 1981 | 2300023395 | Bénh bach cu dong tiy cdp
39 | HOANG NGHIA T. Nam | 1947 | 2300024072 | Bénh bach cdu dong tiy-cip
40 | PANG THI V. N | 1977 | 2300024042 | Bénh bach cu dong tiy cip i
41 | LE THI X. NT | 1962 | 2300023191 | Bénh bach cAu dong tiy ¢hp’
42 | NGUYEN BUCT. Nam | 1987 | 2300023893 | Bénh bach ciu dong tly. cap

2
™~ '.’

Xac nhjn ciia Khoa/Phong uw_—

(O

/
'Ihs.Bs«/VMJn i Mt

Ha Néi, ngay/9thdng 5 nanzf20.l$

PHO VIEN TRUGNG
Vii Pite Binh

Xdc nhin cia Vién Hﬁ&?t hoc
Truyénmdu-trung wong


https://v3.camscanner.com/user/download
LD
Rectangle

LD
Rectangle


SO Y TE HA NOI CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
PHONG KHAM DA KHOA 103 Dic 1ap - Ty do - Hanh phiic
QUOC OAI

DANH SACH NGUOT KHOE CUNG CAP MAU MAU
PHUC VU NGHIEN CUU

pé tai “Nghién ctru méi twong quan giira da hinh gen, biéu hi¢n gen, hé vi sinh,
ki¢u hinh mi&n dich trén b¢nh nhin ung thu mau”. Mi s6 PTDT.CN.43/21

?.T Ho va tén tcl;:‘(;l Niam sinh Ki hi¢u

1 Nguyén Thi H. Nir 1976 DK103-336 .
2 | Tran Thj H. Nir 1948 DK103-337

3 |PamVinV. Nam 1966 DK103-338

4 | Nguyén Puc K. Nam 1945 DK103-339

5 | Vi VinS. Nam 1997 DK103-340

6 | Luong ThiT. Nir 1970 DK103-341

7 | Phan ThiT. Nir 1958 DK103-342

8 | Tran ThiT. Nit 1980 DK 103-343

9 | Nguyén Thi M. Nit 1973 DK103-344

10 | LéThuP. Nit 1987 DK 103-345 .
11 | Bui Thanh H. Nam 1977 DK 103-346

12 | Trén Séng H. Nir 1954 DK 103-347

13 | Nguyén Tuyét L. Nit 1958 DK103-348

14 | Nguyén Thi H. Nir 1992 DK 103-349

15 | Pham Thj Thu H. Nir 1971 DK103-350

16 | Nguyén Thu H. Nit 1984 DK103-351

17 | Tran Thj T. Nit 1978 DK103-352

18 | Tran Quc T. Nam 1978 DK 103-353

19 | Tran Pic T. Nam 1970 DK 103-354 .
20 | Nguyén Thij N. Nir 1992 DK 103-355

21 | Nguyén Thj Ngoc T. | Nir 1997 DK 103-356
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22 | Ly Thi Hong C. Nit 1950 DK 103-357
23 | Ngé Thanh P. Nam 1955 DK 103-358
24 | Pham Thi V. N 1957 DK103-359
25 | P5 Thi H. Nir 1982 DK 103-360
26 | Nguyén Thi H. Nit 1988 DK103-361
27 | Nguyén Vin H. Nam 1985 DK103-362
28 | Cao Xuan T. Nam 1982 DK 103-363
29 | Nguyén Van A. Nir 1979 DK 103-364
30 | Pao Viét A. Nam 1997 DK 103-365
31 | PaoThiT. Nir 1967 DK 103-366
32 | Tran Thé L. Nam 1972 DK 103-367
33 | Pham Thi H. Nir 1980 DK 103-368
34 | Phung Thi H. Nit 1989 DK 103-369
35 | Nguyén ThiT. Nir 1969 DK 103-370
36 | Dao ThiA. Nir 1966 DK103-371
37 | Nguyén Vin H. Nam 1974 DK103-372
38 |LéHungL. Nam 1988 DK 103-373
39 | Nguyén Thai B. Nam 1996 DK 103-374
40 | Nguyén Vin K. Nam 1957 DK103-375
41 | Vii Thi Phuong P. | Nit 1978 DK 103-376
42 | Tréan Thj H. Nit 1982 DK 103-377
43 | Pang Vin b. Nam 1990 DK103-378
44 | Vi VinN. Nam 1966 DK103-379
45 | Nguyén Thi C. Nir 1976 DK103-380
46 | Pham Vin D. Nam 1968 DK103-381
47 i°é“g TRBE o 1986 DK103-382
48 | Kiéu ThiD. Nit 1991 DK 103-383
49 | Nguyén Quoc B. Nam 1972 DK 103-384
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50 | NguyénThanhD. | Nam 1986 DK 103-385
51 | Nguyén ThiL. Nir 1961 DK 103-386
52 | Pham Thi T. Nir 1987 DK 103-387
53 | Luu Cong L. Nam 1973 DK103-388
54 | Lé Duy H. Nam 1958 DK103-389
55 | Dam Thj Thu H. Nir 1988 DK 103-390
56 | Bui Buc M. Nam 1981 DK103-391
57 | Piang Vin M. Nam 1969 DK 103-392
58 | Pao VinDb. Nam 1982 DK 103-393
59 | Pinh Thi H. Nit 1987 DK103-394
60 | Pinh VanT. Nam 2000 DK103-395
61 | P AnhK. Nam 1989 DK 103-396
62 | D4 ThjC. Nir 1984 DK 103-397
63 | Duong Thi N. Nam 1990 DK 103-398
64 | Duong Vin D. Nam 1977 DK 103-399
65 | Duong Vin H. Nam 1979 DK103-400
66 | Duong Van L. Nam 1987 DK103-401
67 | HaThjQ. Nir 1985 DK 103-402
68 | Hoang Thj Y. Nit 1972 DK 103-403
69 | Hoang Tué K. Nam 1984 DK 103-404
70 | Hoang Vin H. Nam 1990 DK103-405
71 | Kim Thj Phuong T. | Nit 1998 DK 103-406
72 | Kim Thj Thu P. Nir 1975 DK 103-407
73 | Kim Vian Q. Nam 1984 DK103-408
74 | Lam Vin C. Nam 1993 DK103-409
75 | Lé AnhV. Nam 1988 DK103-410
76 | Lé Duy H. Nir 1987 DK 103-411
77 Lé Thj Thu H. Nir 1989 DK103-412
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78 | Lé Thi Thuy D. Nit 1984 DK103-413
79 | LéTiénT. Nam 1983 DK 103-414
80 |LéVinC. Nit 1991 DK103-415

Ha Ngi, ngay-)thang '_nam
2022
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VIEN HAN LAM KHOA HOC CONG HOA XA HOI CHU NGHTA VIET NAM
VA CONG NGHE VIET NAM Poc 1ap — tw do — hanh phic
VIEN NGHIEN CUU HE GEN

S6: 4-2021/NCHG-HPDBD
Vv: Chdp thudn PPNCYSH Ha Néi, ngay 14 thang 01 nam 2021

| CHUNG NHAN CHAP THUAN
CUA HOI PONG PAO PUC TRONG NGHIEN CUU Y SINH HQC

Can ctr Quyét dinh s6 142/QD-NCHG ngay 02 thang 12 ndm 2015 cua Vién truong Vién
Nghién ciru hé gen vé viéc thanh 1ap Hoi dong Pao dirc trong nghién ciru y sinh hoc cdp co s0;

Can ¢t bién ban hop ngay 14 thang 01 nam 2021 cta Hoi dong dao dirc trong nghién ctru Y
sinh hoc Vién Nghién ciru hé gen (IGR IBR) va kién nghi phé duyét cita chi nhiém dé tai vé cac

van dé dao dirc trong nghién ctru Y sinh hoc,

HOI PONG PAO PUC TRONG NGHIEN CUU Y SINH HQOC
VIEN NGHIEN CUU HE GEN
Chap thuin vé cac khia canh dao dirc dbi vai deé tai:
Tén dé tai: Nghién ciru moi twong quan giira da hinh gen, bi¢u hién gen, h¢ vi sinh, k_iéu

hinh mién dich trén bénh nhian ung thu mau

- Chi nhiém d@é tai: TS. Nguyén Thi Xuén

- Co quan chi tri: Vién Nghién ctru hé gen, Vién Han 1dm Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam
- Théi gian nghién ciru: 01/2021 - 12/2023

- Ngay chap thuin: Ngay 14 thang 01 ndm 2021

PHO CHU TICH

HENNG I’J'U HE GEN
/: NGHIEN cUU )z
- /
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Biéu B1-5-PHNC
08/2017/TT-BKHCN

CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
Pjc lap - Tw do - Hanh phiic

GIAY XAC NHAN PHOI HQP THU'C HIEN'
NHIEM VU KH&CN CAP QUOC GIA

Kinh giri: B Khoa Hoc va Cong Nghé

Can cit Quyét dinh sb 562/QD-TTg ngay 25/4/2017 cua Thu tuéng Chinh phi vé
phé duyét Chuong trinh phat trién khoa hoc co ban trong linh vuc Héa hoc, Khoa h
song, Khoa hoc trai d4t va Khoa hoc bién giai doan 2017 - 2025; ‘

Cin ctr Thong tu sd 07/2014/TT-BKHCN ngay 26 thang 5 ndm 2014 cia Bo tru NG 1)
B Khoa hoc va Cong nghe quy dinh trinh ty, thi tuc xac dinh nhiém vu khoa hoc va X
cong nghé cdp quoc gia st dung ngan sach nha nuéc va Thong tu s& 03/2017/TT-
BKHCN ngay 03 thang 4 ndm 2017 cua Bo trudng Bo Khoa hoc va Cong ngh¢ sira doi,
bd sung mot s6 diéu ctia Thong tu s6 07/2014/TT-BKHCN ngay 26 thang 5 nam 2014;

Can cur Quyet dinh s6 3585/QD-BKHCN ngay 15 thang 12 ndm 2017 cua B trudéng
Bd Khoa hoc va Cong nghe ve viéc phé duyét dinh hudng nghién ciru wu tién cac khoa

hoc co ban trong linh virc Héa hoc, Khoa hoc sy song, Khoa hoc tréi dat va Khoa hoc
bién giai doan 2017 - 2025;

Can cir cac Quyét dinh s6 1435/QD-BKHCN ngay 28/05/2020 vé viéc phé duyét
Danh muc d2 tai khoa hoc va céng nghé cip qudc gia dit hang @& tuyén chon thyc hién;

Vién Ngmen ciau hé gen va Vién Huyet hoc-Truyén méau ‘Trung wong théng nhat dé
xuét dé tai cap Qudc gia véi Bo Khoa hoc va Cong nghé, cu thé nhr sau:

1. Tén dé tai ding ky tuyén chgn: Nghién ciru mbi tuong quan giita da hinh gen, biéu
hién gen, h¢ vi sinh, ki€u hinh mién dich trén bénh nhén ung thu mau

Thuge Chuwong trinh KH&CN: Chuong trinh phat trién khoa hoc co bén trong linh vurc
Héa hoc, Khoa hoc su séng, Khoa hoc tréi d4t va Khoa hoc bién giai doan 2017-2025

M s6 ciia Chwong trinh:
Thudgc linh vaec KH&CN: Y dugc
2. T4 chirc va ca nhan ding ky chii tri dé tai

- Tén t6 chuc dang ky chu tri dé tai: Vién Nghién ctru hé gen, Vién Han 1dm Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam

! Gidy xdc nhan duoc trinh bay va in ra trén kho gidy A4




- Ho va tén, hoc vi, chirc vy cia c4 nhan dang ky 1am chu nhiém d tai: TS. Nguy?n Thi
Xuan, Truéng phong Hé gen hoc mién dich

3. T6 chirc diing ky phdi hep thuc hi¢n dé tai

- Tén t6 chirc dang ky phdi hop thuc hién dé tai: Vién Huyét hoc-Truyén méu T rung uong
- Dia chi: Pho Pham Vin Bach, phudng Yén Hoa, quan Ciu Gidy, Ha Noi.

- Dién thoai: 0967 89 16 16 '

4. Ngi dung cong vi¢c tham gia trong d¢ tai (va kinh phi teong vmg) clia t chirc phdi

hop nghién ciru da duoc thé hién trong ban thuyét minh dé tai cta ho so dang ky tuyén
chon. .

Khi H6 so trang tuyén, chung t6i cam doan s& ~hoa‘m tha‘}nh nhing thf} tuc pl
Quy B6 hudng dan vé nghia vu va quyén loi ctia mo6i bén d€ thyc hién tot nhat
thoi han myc tiéu, ndi dung va san pham cia dé tai. J

. Tran trong cam on./.
Ha Noi, ngaydBihdng] nim 2020
CA NHAN THU TRUONG

DPANG KY CHU NHIEM TO CHUC PANG KY CHU TRI
(Ho, tén va chir ky) (Hotéy, chir ky va dong dau)

anI_ZN TRUONG
()

+

Nguyén Thi Xuan

.. _ THUTRUONG
TO CHUC PANG KY PHOI HQP THUCHIENy
(Ho, tén, chit ky va déng ddu)




