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1
MO PAU
1. Tinh cap thiét cia luan an

Bénh bach cau dong tuy 1a mét trong cac loai bénh bach cau kha pho
bién va xay ra & moi lta tudi nhung thuong gap nhat 1a ¢ nguoi truong
thanh. Bénh bach cau dong tay c6 hai loai: Bénh bach cau dong tay 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 tuy dugc phét hién trén 60 tudi, véi tudi mac bénh trung binh cua
cac bénh nhan 1a 64. Hién nay, viéc diéu tri cho cac bénh nhan bach cau
dong tay cha yéu thuong dugc thyc hién bang bién phéap héa tri va ghép té
bao ddng loai. Tuy nhién ty I lui bénh sau héa tri liéu ciing nhu thoi gian
6n dinh bénh déu giam, dong thoi cac tac dung phu cua viéc diéu tri nay lai
tang dang ké & nguoi bénh 16n tudi. Do d6, hién nay nhiéu nha khoa hoc
trong va ngoai nudc déu quan tdm nghién ctu vé nguyén nhan gay bénh
bach cau dong tuy.

Cac gen A20, CYLD ma hoa cho cac protein thugc nhom DUB
(Deubiquitinase) dong vai trd quan trong trong diéu hoa qua trinh ting sinh
va qua trinh chét té bao theo chuong trinh (apoptosis). Cac protein DUB
nay phan cit cac lién két peptide hoic isopeptide giira protein dich va
ubiquitin dé 1am dao nguoc qué trinh sinh hoc bén trong té bao. Protein
A20, CYLD tham gia diéu hoa am tinh phan tng mién dich va giai phong
cac cytokine viém qua con dudng tin hiéu STAT. Khi A20, CYLD biéu
hién bat thuong c6 thé lién quan dén sy hinh thanh va phat trién caa bénh
bach cau va bénh ung thu hach.

Gan day, ty 1é nguoi mic bénh bach ciu dong tay ngay cang ting,
trong khi d6 viéc diéu tri bénh Iy ndy con gap nhiéu kho khin, dong thoi
A20, CYLD di duoc xac dinh 1a c6 lién quan dén nguy co mac bénh CLL
va ALL. Pay 1a 1y do ma nhiéu nha khoa hoc trén thé gisi va Viét Nam
dang tap trung nghién ctru da hinh/dot bién va biéu hién gen A20, CYLD,
biéu hién viém va gen tin hiéu lién quan & bénh bach cau dong tuy.

Vincristine 1a thuoc chong ung thu ¢6 ban chat alkaloid, dugc tach
chiét tir cdy Dura can (Catharantus roseus). Vincristine thac day qua trinh
apoptosis cua mot s6 té bao ung thu. Chinh vi vay, cling véi viée xac dinh
duoc cac da hinh gen CYLD, A20 & bénh bach cau dong tay thi tiép tuc
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danh gia vai tro cla cac gen nay d6i véi qua trinh ting sinh va apoptosis
cua té bao ung thu mau - K562 khi dugc xt Iy bai vincristine c6 thé 1a mot
budc tién mai trong viéc tim ra bién phap Gc ché sy phat trién cua cac
dong té bao bénh bach cau dong tuy. Bén canh dé, dai thuc bao ciing co
vai trd quan trong trong cac phan ang chong viém, sira chita mé, can bang
noi moi va dic biét 1a co kha ning e ché su phat trién khoi u va qua trinh
apoptosis cua té bao ung thu. Do vay, tim ra vai tro caa gen CYLD hoac
A20 voi chire nang cua dai thuc bao cling 1a nhiém vu quan trong hudng
tgi xay dung bién phap hd tro diéu tri bénh ung thu hiéu qua. Tir nhiing ly
do trén, luan an “Nghién cizu vai tro ciia gen A20 va CYLD trong diéu
hoa chize ning té bao ¢ bénh nhan bach cau dong tiy” duoc thuc hién.
2. Muc tiéu nghién ciru cda luan an

- X4c dinh da hinh, biéu hién gen A20, CYLD, biéu hién viém va mét sb
gen tin hiéu lién quan & bénh bach cau dong tuy.

- Xac dinh vai trd caa gen A20, CYLD diéu hoa chiic ning cta té bao ung
thu mau va dai thuc bao trén bénh nhan bach cau dong tay.

3. Cac noi dung nghién ciru chinh cia luan an:

- Xac dinh mot s6 diém da hinh/dét bién, biéu hién gen A20, CYLD; biéu
hién gen tin hiéu STAT1, STAT3 va nong d6 IL-6, TNF-a & bénh nhan
bach cau dong tuy.

- Xac dinh vai tro cta gen A20/CYLD ddi véi qua trinh ting sinh va
apoptosis cua té bao K562 va chuc ning cua dai thuc bao biét hoa tir
PBMC cua nguoi bénh AML khi dugc xtr ly véi fludarabine

CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Bénh bach cau dong tity cap tinh

Bénh bach cau dong tuy cip tinh (AML) 1a mot bénh bach cau phod
bién & nguoi truong thanh. Bénh AML duoc dac trung boi sy tang sinh
ctia cac té bao blast, chu yéu ton tai trong tiiy xuong, dan dén qua trinh tao
mau binh thuong bi e ché va hién tugng suy tiy xuong. Gan day, viéc
diéu tri bénh bach cau dong tuy cip tinh & nguoi tré tudi da c6 nhitng budc
tién dang ké nhung viéc diéu tri cho nguoi bénh 16n tudi van con gip nhiéu
tré ngai. Mic du da c6 nhitng cai thién trong viéc diéu trj bénh nhung viéc
tién luong tinh trang ctia bénh van gip rat nhiéu kho khan.
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1.2. Bénh bach cau dong tity man tinh

Bénh bach cau dong tay man tinh (CML) 13 mét loai ung thu bat
nguén tr mot s6 té bao tao mau co trong tuy xuong. Bénh CML dugc dac
trung boi su gia tang cua cac té bao bach cau hat di dugc biét hoa. Ban
dau, t& bao bach cau hat ting 1én trong mau ngoai vi nhung chung hoat
déng twong dbi binh thuong. Tuy nhién, khi bénh tién trién, cac té bao
bach cau chua truong thanh (nguyén bao tiy) bat dau tich tu trong mau va
tay Xuong. Su phélt trién qua muc cia cac nguyén bao tuy lam giém su
phat trién cua cac té bao méau khac, din dén su thiéu hut cac té bao hong
cau va tiéu cau. Sy thay d6i ndy tao ra sy dung hop gen BCR-ABL, tir do
san xuat qua muc tyrosine kinase gy nén bénh CML. Cac té bao bach cau
phat trién trong tiy xuong roi di vao trong méau va di chuyén tdi cac bo
phan khac cta co thé. Bénh CML phat trién kha chdm va c6 thé chuyén
thanh bénh bach cau cép tinh rat nhanh va khé diéu tri.

1.3. Gi6i thiéu chung vé enzyme deubiquitinase A20 va CYLD
1.3.1. Protein A20

A20 1a protein kich thich yéu td hoai tir khoi u 3, dugc ma héa béi
gen TNFAIP3. A20 nam trén nhiém sic thé s6 6q23.3, trinh tu cDNA dai
4.440 bp véi khung doc md gdom 2.370 Nu ma héa cho protein chira 790
axit amin. A20 hoat dong diéu hoa am tinh NF-kB dé dap ung v6i nhiéu
kich thich va dugc coi 1a mot chat ¢re ché khdi u. Réi loan chuc nang A20
c6 thé lién quan dén bénh ac tinh té bao lympho. Hon thé nita, cic protein
lién két A20 va A20 c6 thé duogc str dung lam dau 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 hoa bdi gen
cylindromatosis (CYLD). CYLD nam trén nhiém sic thé 16q12.1 & ngudi,
co kich thudc 60 kb va ma hoa cho enzyme thioesterase chira 956 amino
acid vdi ba ving bao thu protein-glycine (Cap-Gly) dé twong tac véi cac
protein muc ti€u trong con duong tin hiéu NF-kB. Protein CYLD hoat
d6ng nhu mot chat e ché khéi u nén khi CYLD bi d6t bién hodc giam muc
d6 biéu hién s& thiic day su phat trién cia cac loai khoi u. CYLD c6 vai tro
trc ché sy hinh thanh khéi u thong qua su diéu hoa qua trinh apoptosis, va
hoai tir cua té bao. Nhitng phat hién nay cho thdy CYLD c6 thé coi 1a mot
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dau 4n sinh hoc, ciing nhu 12 nhan t6 dé thiic day cho qua trinh diéu tri
bénh bach cau hiéu qua hon.
1.4. Tin hiéu STAT1 va STAT3

STAT] tham gia truyén tin hiéu boi ca IFN loai I va Il trong céac
phan Ung viém sau khi co thé bi nhiém virus va bao vé vat chu khoi su tin
cong cta vi khuan va ky sinh tring; STAT3 duoc kich hoat s& thuc day
qué trinh hinh thanh bénh ung thu dau co, cac té bao da u tuy, mot sé khoi
u ran, bénh bach cau va u lympho.
1.5. Vai tro cua Vincristine

Vincristine 1a mét chat duoc chiét xuit tr cdy dira can
(Cantharanthus roseus) c6 tac dung trc ché hiéu qua d6i voi mot sd bénh
ung thu. Co ché hoat dong cua Vincristine duoc xac dinh la tuong tu véi
cac chat chéng ung thu dic hiéu dua theo chu ky cua té bao. Trong qué
trinh diéu tri, vincristine thuong gy doc ¢ hé théng than kinh, roi giai
phong cac chat trung gian cho qua trinh tién viém nhu IL-6 v TNF-a.
Bang cach kich hoat con dudng tin hiéu NF-kB/STAT, vincristine 13 tac
nhan diéu hoa mot phan hoat dong chéng ung thu.
1.6. Té bao PBMC

Té bao PBMC 1a loai té bao chinh trong hé mién dich ctia co thé con
ngudi. Té bao PBMC duoc st dung dé nghién ctru vé cac bénh truyén
nhiém, phat trién vaccine, mién dich hoc, khéi u 4c tinh huyét hoc va liéu
phép ciy ghép. Vé co ban, cac nghién ciru PBMC trong diéu kién in vitro
cung cap nhimng thong tin lién quan dén chtic ning té bao, nhan dang dau
an sinh hoc va mo hinh bénh. Viéc st dung PBMC cutia nguoi dé thac day
su phuc hoi cua nhitng con chudt bi suy giam mién dich duoc coi 1a co s&
dé nghién ctru hé théng mién dich cua ngudi va phan tGng cua cac té bao
nay déi voi mam bénh, chit doc hodc ung thu trong mé hinh in vivo.

CHUONG 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Péi twong nghién ciu

Do6i tuong nghién ctu 1a 92 bénh nhan dwgc chan doan mac bénh

AML va 50 bénh nhan duoc chan doan mac bénh CML (nhung chua duoc
diéu tri). Nhom d6i ching 1a 80 nguoi tinh nguyén khoe manh.
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Cac té bao bach cau dong tay man K562 duoc mua tir mét té chic

ATCC (American type culture collection — Bo suu tap giéng chuan cua

My)

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

nhan mac bénh nhan AML.

2.2. So d6 nghién ciu

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

v

Huyeét trong | Ficoll \L
\l/ \LTéCh DNA Tach RNA \L PBMC ngudi khoe
Xac dinhndng  Khuéch dai Xac dinh mtc do va bénh AML
d(} IL-6, TNF-a trinh tu 420, biéu hién CYLD, \L
bang ELISA CYLD bang A?O, STAT1, STAT3 Biét hoa dai
PCR va giai bang qRT-PCR thue bao ban g
trinh tw gen M-CSF thanh
A dai thue bao
Xéc 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 cau dong tiy +LPS/
| + Fludarabine
\ Tach RNA J
Te bao K562 (bénh CML) ]
Xac dinh mirc do bieu  Xac dinh kha nang
\L+ Vine J_ hién C YJED, STAT]I, thue bao va hép thu
Tich RNA > cDNA,  Bit hoat 420,CYLD yor Vo ARTPCR. Egﬁdiﬁigang
xac dinh muc do bang siRNA L . y
bieu hign CYLD, | + Vine Xic dinh vai tro cia CYLD trong diéu
420, bang CIRT'PCR\L hoa chirc nang cua dai thuc bao o
Tach RNA—> ¢cDNA, Xac dinh s6 lwong bénh nhan AML
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



2.3. Phwong phap nghién cuu

Thu thap mau

Téch chiét DNA va khuéch dai gen A20/CYLD
Giai trinh ty bang phuong phap Sanger

Téch chiét RNA, tong hop cDNA va k§y thuat qRT-PCR
Nudi cay, xt ly dong té bao K562 bai incristine
Phan Iap va biét hoa té bao PBMC str dung M-CSF
Bat hoat gen

ELISA

Western blot

DPém té bao theo dong chay (Flow cytometry)

Phan tich sé liéu

DN N N N N N N N N N

CHUONG 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.2. Panh gia da hinh trén gen CYLD, A20
3.2.1. Pa hinh gen CYLD & bénh bgch cdu dong tiy
3.2.1.1. Pa hinh gen CYLD ¢ bénh bach cau dong tiy cap tinh

Xac dinh duoc 4 nucleotide trén exon 16 bi thay d6i, trong d6 c6 3
SNP (p.Q723H/c.2435 G>C; p.E735K/c.2445 G>A; p.E747K/c.2481
G>A) 1a SNP khong ddng nghia khién cho amino acid cii bi thay thé boi
amino acid méi (Hinh 3.1) va SNP (p.E723E/c.2411 G>A) 1a SNP dong
nghia. Trong s6 cac da hinh nay, sy phan bé kiéu gen tai vi tri p.E723E,
p.Q731H va p.E735K tuén theo dinh luat can bang HWE trén ca nhém
bénh, nhém chtng va trén toan bo quan thé nghién ctu (p > 0,05);

Déi véi diém da hinh tai vi tri p.Q731H su khéc biét dang ké vé kiéu
gen GC gitra bénh nhan AML va nhém chting khoe manh duoc phat hién
khi so sanh véi kiéu gen GG (p = 0,0024). Bén canh do, tan s allele C
cling cho thay kha ning lién quan dén giam nguy co mac bénh AML cao
(p = 0,0032).

Pé xac dinh duoc lidu tac dong caa SNP khong dong nghia trén gen
CYLD lam thay doi axit amin dén cau tric va chic nang cua protein hay
khong thi nghién cau nay da st dung cong cu Polyphen-2. Dya trén két
qua du doan co thé nhan thay, SNP tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD dugc
du doan c6 thé 1a nguyén nhan gay bénh (Hinh 3.2).
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HumVar

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

Hinh 3.2. Dy doan kha ning giy bénh ctia SNP khong dong nghia
p.Q731H trén gen CYLD bang Polyphen-2

3.2.1.2. Pa hinh gen CYLD ¢ bénh CML

Xac dinh dugc 2 nucleotide trén exon 16 bi thay doi, trong d6 SNP
p.Q731H (c.2435 G>C) 1a SNP khéng ddong nghia khién cho amino acid cii
bi thay thé béi amino acid méi va SNP p.V725V (c.2417 T>G) Ia SNP
d6ng nghia (Hinh 3.3). Trong sb cac da hinh nay, sy phan b kiéu gen tai
vi tri p.V725V, p.Q731H tuin theo dinh luat can bang HWE trén toan bo
quan thé nghién cau (p > 0,05) (Bang 3.3).

Pbi voi diém da hinh tai p.V725V, kiéu gen TG giita bénh nhan
CML va nhém ching khoe manh dugc phat hién 1a khéng cé su khac biét
dang ké khi so sanh vai kiéu gen TT (p > 0,05) va tan s allele G khdng
lién quan dén kha ning giam nguy co mac bénh CML. Trong khi d6, tai vi
tri p.Q731H kiéu gen GC gitra bénh nhan CML va nhém ching khoe manh
duoc phat hién 1a c6 su khac biét dang ké khi so sanh vai kiéu gen GG (p
= 0,0275). Bén canh d¢, tan s allele C ciing cho thay kha ning lién quan
dén kha nang ting nguy co mac bénh CML cao (p = 0,0336).

Dua trén két qua du doan c6 thé nhan thay, SNP tai vi tri p.Q731H
trén gen CYLD ciing duoc dy doan 1a co thé gay bénh.

3.2.2. Pa hinh gen A20 ¢ bénh bach cdu dong tiy
3.2.2.1. Pa hinh trén gen A20 ¢ bénh AML

Xac dinh duoc 4 nucleotide ¢ exon 7 (p.L335S/c.1303 T>C;
p.K337Q/c.1308 A>C; p.K354N/c.1361 G>T,; p.S376T/c.1425 T>A) bi
thay d6i va déu la SNP khong dong nghia khién cho amino acid cii bi thay
thé bai amino acid méi (Hinh 3.4). Su phan bé kiéu gen tai vi tri p.L335S,
p.K337Q, p.K354N va p.S376T déu tuan theo dinh ludt cdn bang HWE
trén nhom bénh va trén toan b quan thé nghién ciru (p > 0,05) (Bang 3.5).
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Bén canh do, diém da hinh tai 4 vi tri p.L335S, p.K3370Q, p.K354N
va p.S376T, kiéu gen TC, AC, GT va TA khong c6 su khac biét dang ké
khi so sanh véi kiéu gen TT, AA, GG va TT tuong tng (p < 0,05), déng
thoi tan sd allele C (p.L335S), C (p.K337Q), T (p.K354N) va A (p.S376T)
cling khong lién quan dén kha ning mac bénh AML.

3.2.2.2. Da hinh trén gen A20 o bénh CML

Xac dinh duoc 2 nucleotide trén exon 7 (rs374721883/p.G456V;
rs200878487/p.S466G) bi thay d6i va déu 1a SNP khong dong nghia khién
cho amino acid cii bi thay thé boi amino acid méi (Hinh 3.5). Bén canh
d6, su phan bd kiéu gen tai vi tri rs374721883 va rs200878487 déu tuan
theo dinh luat can biang HWE trén nhém bénh va toan bo déi tegng nghién
cau (p > 0,05) (Bang 3.7).

Ddi v4i diém da hinh tai rs374721883 va rs200878487, su danh gia
méi lién quan gitra kiéu gen véi bénh CML chi dugc kiém tra ¢ kiéu hinh
gen troi vi kiéu gen TT va GG tuong tng khdng cé trong quan thé nghién
ctu. Kiéu gen GT (rs374721883), CG (rs200878487) gitta bénh nhan
CML va nhém ching khoe manh dugc phat hién 1a khéng ¢ su khac biét
déang ké khi so sanh véi kiéu gen GG (rs374721883), CC (rs200878487) (p
> 0,05) va tan so allele ciing khong lién quan dén kha niang mac bénh CML
(Bang 3.9).

3.3. Mike d6 biéu hién gen & bénh nhan bach cau dong tiy
3.3.1. Biéu hién gen CYLD, A20 ¢ bénh nhan bach cdu dong tiy
B
A Q08 1 B Ngudi khoe

LI Bénh AML
[ Bénh CML

[} o | o0
ua CY.
=
-]

Miic d6 biéu hién cia 420
— (] = _F
do h
o o
] =

|
|
M

Hinh 3.6 Biéu hién ctia A20, CYLD trén bénh nhan bach cau dong tuy
* (p < 0,05), ** (p < 0,01) chi ra sw khac biéz c6 y nghia thong ké giita nhém nguwoi khoe va
nhom bénh nhéan
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Mtc d6 biéu hién mRNA cua gen A20 giam khoang 3 1an & cac bénh
nhan bach cau tay cap va 39 lan & cac bénh nhan bach cau tay man so voi
nguoi khoe (Hinh 3.6A). Tuong ty nhu vay, biéu hien mRNA cua gen
CYLD & nguoi khoe cao hon & cac bénh nhan bach cau tay cap va bénh
nhan bach cau tiay man lan luot khoang 2 lan va 89 lan (Hinh 3.6B). Nhu
vay, & cac bénh nhan bach cau dong tay, biéu hién cua cac gen A20 va
CYLD déu thap hon so véi & nguoi khoe va sy khac biét nay 1a co ¥ nghia
théng ké (p < 0,01 va p < 0,05)

3.3.2. Biéu hi¢n gen STAT1, STAT3 ¢ bénh nhan bach cau dong tiy

Muac d6 biéu hién cua gen STAT1, STAT3 déu ting & bénh nhan
AML so véi nhom ngudi khoe. Tuy nhién, sy thay d6i nay 1a khéng co y
nghia thong ké (p > 0,05). Tuong ty nhu vay, mac di cac di liéu cho thay,
biéu hién cua STAT1 ting, con biéu hién cua STAT3 giam & cac bénh nhan
CML so v6i nhdm nguoi khée, nhung su khac biét nay ciing khong c6 y
nghia thong ké (p > 0,05).
3.3.3. Nong dé cytokine IL-6, TNF-a dwot tiét ra ¢ bénh nhan bach cdu
dong tay

M Nguoi khoe

_ [ IBénh AML
Bénh CML

N

S
oy
S

Y
L

12

=
2
5

EE E S

|

=]
=

\

ANT

e s e

o

60

=

g

1

" 40 -

[ 8%
1

20 A

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

=

N s

Hinh 3.8. Muc d6 biéu hién IL-6, TNF-a ¢ bénh nhan bach cau dong tay
** (n<0,01) va *** (p<0,001): chi ra sw khac biét cé y nghia thong ké gitta nhém nguwoi khoe
va nhom bénh nhéan
Nong d6 IL-6 ting & ca bénh nhan AML va CML lan luot khoang 84
va 138 1an so v&i nhom nguoi khoe. Sy thay doi nay duoc ghi nhan 1a co y
nghia théng ké (p<0,05). Tuong tu nhu vay, nong do TNF-a duoc tiét ra &
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cac bénh nhan bach cau dong tay (AML va CML) ting cao lan luot
khoang 5 va 269 lan so véi nhém nguoi khoe. Su thay doi nay ciing ¢ ¥
nghia théng ké (p < 0,05).

3.4. Moi lién quan giira da hinh nucleotide don, biéu hién ciia gen va
nong do cytokine ¢ bénh bach cau dong tiy

Dua trén kiém dinh Mann-Whitney U, chang t6i xac dinh duoc moi
lién quan gitra da hinh tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD v&i ndng do 1L-6
& cac bénh nhan AML (p < 0,05) (Bang 3.11, Hinh 3.9), nhung khong tim
duoc moi lién quan gitta su phan bd kiéu gen cua da hinh tai vi tri
p.Q731H trén gen CYLD va biéu hién gen CYLD (Bang 3.9); biéu hién gen
tin hiéu STAT1 (Bang 3.10) va nong d6 TNF-a & cac bénh nhan bach cau
dong tuy.

o
=]
=
L]
|

45.001

Nong 46 cia IL-6 [pg/ml]

15.0049

Hinh 3.9. Mdi lién hé giita da hinh tai vi tri p.G731H trén gen CYLD va
noéng do IL-6 ¢ bénh nhan AML

Bén canh d6, dua trén kiém dinh Spearman ciing cho thay, khéng tim
thay méi lién hé nao giira biéu hién gen A20, CYLD va gen tin hiéu STAT1
& bénh nhan bach cau dong tay (AML va CML) (Bang 3.12).
3.5. Xac dinh vai tro ciia A20, CYLD d6i v6i qua trinh ting sinh va
apoptosis ciia té bao K562
3.5.1. Xdc dinh vai tro ciia gen A20, CYLD déi Vdi sw ting sinh ciia té
bao K562

Trong nghién ctu nay, khi té bao K562 dugc xir Iy boi vincristine ¢
cac nong d6 khac nhau (60-300 nM) thi mac do biéu hien mRNA cua gen
A20, CYLD déu cao hon rd rét so véi nhom d6i chitng, dic biét khi té bao
nay duoc xir ly boi vincristine & nong do6 300 nM (Hinh 3.10). Dya vao
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biéu d6 huynh quang CFSE thu dugc tir c4c té bao K562 c6 thé nhan thay,
su tang sinh ctia K562 giam dang ké khi dugc xu ly bai vincristine 300nM.
Tuy nhién, trong truedng hop té bao bi 1am bat hoat A20, CYLD thi tac dung
trc ché cua vincristine ddi voi su ting sinh cua té bao khéng con nira (Hinh
3.11). Nhu vay, vincristine &c ché su ting sinh té bao théng qua su biéu
hi¢n caa gen A20, CYLD.

A B
L = 88
Vincnstine )"' E;
| A0 5RNA ‘* s m
iz \ a N
1§ N3 &
1 < I[NV F O
{138 - ol » 2 66 1
1k i 2
o \ -
i
1(0 \ ’:
-— | ~:
ch s oy b
é ; ] :bﬁi
. A E
|4 Viscristane \l § é
== | 1 *CYLDsiRNA 2
«© PAL LK 2
w1 ﬁ'».«] = 22
i o W 3 22
, v = 5
i * “
s -
] o -
i [ : :;.)‘
! \ A -
| O\ Lo J ) [ 1 I—
4 e 3N - & < x X
' & & &
T : ; e S
Tin hi¢u huynh quang CFSE W& & o S
4 < o A o &) N
N N A (S & o
<M O .\.\\
» (\

Hinh 3.11. Anh huang ciia A20, CYLD dén sy ting sinh cta té bao K562
* (p<0.05) chi ra sw khdc biét c6 y nghia thong ké gitta té bao K562 dwoc va khéng dwoc xir
Iy boi vincristine; * (p<0.05) va * (p<0.01) chi ra s khdc biét ¢6 y nghia thong ké giia té
bao K562 xik Iy véi vincristine trong trwong hop bat hoat va khéng bdt hoat A20, CYLD

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

Dua vao biéu d6 huynh quang cho thay, viéc xir ly bang vincristine
(300 nM) d3 lam tang cuong dang ké sé lwong té bao K562 duong tinh voi
Annexin V*/PI" va su tich tu ROS. Tuy nhién, khi té bao K562 bi lam bat
hoat gen A20 thi s luong té bao ndy duong tinh véi khang thé Annexin
V*/PI- va su tich tu ROS giam dang ké so vai té bao khong bi bat hoat gen
va su thay doi duoc ghi nhan 1a c6 ¥ nghia théng ké (p < 0,05), con khi
gen CYLD bj bat hoat thi hiéu qua 1am giam sé luong té bao duong tinh
véi Annexin V*/PI- va su tich tu ROS khéng con r6 rang nira.

Nhu vay, biéu hién cia gen A20 c¢6 mdi lién hé véi qua trinh ting
sinh, apoptosis cua té bao K562, con biéu hién cua gen CYLD ciing c6 thé
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c6 moi lién hé véi cac qua trinh nay nhung mdi lién hé nay can duoc tiép
tuc nghién cuiu va danh gia ro hon.
A B 20-
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Hinh 3.12. Anh hudng ciia A20, CYLD dén kha ning séng sot cia té bao
K562
** (19<0,01) chi ra sw khdc biét c6 y nghia thong ké gitta té bao K562 dwoc va khéng dwoc
xit Iy béi vineristine; * (p<0.05) chi ra sw khdc biét c6 ¥ nghia thong ké giita té bao K562
duge xir 1y voi vincristine trong triong hop bdt hoat va khéng bdt hoat A20, CYLD

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

3.6.1. Vai tro ciia CYLD déi véi dai thwe bao dwoc bigt héa béi M-CSF

Céac té bao sau khi duoc biét hoa tir té bao PBMC s& duoc lam bét
hoat gen CYLD bang phuong phap can thiép siRNA nham ngin chin su
biéu hién cua gen CYLD véi tinh dic hiéu va hiéu qua cao, tir d6 danh gia
anh hudng cua gen CYLD dén sy biéu hién caa cac gen tin hiéu khac.
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Hinh 3.13. Anh huong cua CYLD dén tin hiéu STATI trén dai thuc bao
(M-HP)
* (p < 0,05) chi ra sw khac biét c6 y nghia thong ké giiza M-HP b bat hogt va khéng bat
hoat CYLD; # (p<0,05) chi ra su khac biét c6 y nghia thong ké giira M-HP bi bdt hoat hodc
khong bdt hoat CYLD so Véi CAc té bao nay khi diroc kich hoat béi LPS

Két qua ghi nhan ¢ hinh 3.13A-B ciing cho thay, viéc cac dai thuc
bao duoc xir Iy béi CYLD siRNA lam ting dang ké muc do biéu hién
MRNA cua STAT1 va qua trinh phosphoryl héa STAT1 khi dugc kich hoat
boi LPS, nhung khong lam anh hudng dén mic do biéu hién cia STAT3
(Hinh 3.13C). Tuy nhién khi dai thuc bao dugc xu ly véi vai fludarabine
thi hiéu qua lam ting marc do biéu hién mRNA ctua STAT1 giam xuéng. Do
d6, biéu hién cia CYLD da gop phan dang ké trong viéc tc ché kich hoat
tin hiéu STAT1 trong dai thuc bao.

3.6.2. Vai tro ciia CYLD déi véi cdc chive ning ciia dai thuwe bao thong
qua tin hiéu STATI

Két qua nghién ctu thé hién & hinh 3.14A-B cho thay, binh thuong
ty 1& phan trim dai thuc bao biéu hién CD40* va CD86* lan luot la 3,9%
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va 4,22%, nhung khi dugc kich hoat bai LPS thi ty 1¢ phan trim té bao
biéu hién cac dau an sinh hoc nay ting cao. Bic biét hon, khi khong c6 su
biéu hién caa CYLD thi ty I& nay con ting cao hon va dat lan luot khoang
22,1% (CD40%), 26% (CD86*). Tuy nhién, mirc d6 biéu hién CD40* va
CD86* cua dai thuc bao truong thanh bi bat hoat gen CYLD lai giam dang
ké khi dugc xu 1y véi fludarabine.
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Hinh 3.16. Anh hudng ctia CYLD dén chirc ning hoat dong cua M-HP qua
tin hicu STATI1
*(p<0,05), ** (p<0,01) chi ra sw khac biét c6 ¥ nghia thong ké gizza ty Ié dai thyc bao M-
HP bj bat hogt va khong bat hoat CYLD dirong tinh véi FITC-dextran va Annexin V*/PI;
#(p<0,05) va ##(p<0,01) chi ra s khac biéz c6 y nghia thong ké giira M-HP dwoc kich hoat
bsi LPS va bdt hoat CYLD trong truong hop xit Iy hay khong xiz Iy véi fludarabine diong
tinh voi FITC-dextran va Annexin V*/PI
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Tuong tu nhu vy, khi dugc kich hoat boi LPS, cac dai thuc bao déu
ting kha ning giai phong I1L-6 va nong do cytokine ndy con cao hon khi
dai thuc bao bi 1am bat hoat gen CYLD so véi cac té bao khong duoc X 1y
v6i CYLD siRNA. Trong khi d6 nong d6 1L-6 khéng c6 su khac biét giira
dai thuc bao bi bat hoat gen va khong bi bat hoat CYLD khi fludarabine c6
mat trong méi trudng nudi cay té bao (Hinh 3.15).

Trong nghién ciu ndy, viéc chuyén nap CYLD siRNA vao dai thuc
bao lam giam dang ké su hap thu FITC-dextran (Hinh 3.16) va ngin chan
mot phan qué trinh thyc bao cua té bao AML (Hinh 3.17) ciing khang dinh
rd hon vé kha ning thuc bao cua dai thyc bao truéng thanh. Tuy nhién, véi
su hién dién cua fludarabine, vai trd cia CYLD d6i voi su hap thu FITC-
dextran cua cac dai thuc bao cling loai bé (Hinh 3.16).

Bing phuong phap dém té bao theo dong chay cd thé xac dinh duoc
ty 18 té bao duong tinh vai Annexin V*/PI" va qua d6 c6 thé biét dugc kha
nang song sot cua cac 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 c6 sy hién dién cua
fludarabine (Hinh 3.16C-D). Nhu vay, CYLD thuc day sy hap thu FITC-
dextran va qua trinh apoptosis cua dai thuc bao khi c6 sy biéu hién cua tin
hiéu STAT].

3.6.3. Xdc dinh vai tro ciia CYLD déi véi qud trinh thwe bao cia dai
thuc bao 0 bénh AML

Khi dai thuc bado M-AML dugc xir Iy boi fludarabine cho thay, mic
d6 biéu hién cua CYLD tiang dang ké (Hinh 3.17A) va trong trudng hop
gen STAT1 bj bat hoat, sé lugng dai thuc bao duoc biét hda tir cac thé cua
bénh AML biéu hién CD11b*CD68*CD86* va CD11b*CD68*CD40* la
khong thay doi. Tuong ty nhu vay, nong d6 IL-6 va TNF-a do M-AML
tiét ra boi cac thé 1a khong thay doi trong trudng hop té bao dugc xur 1y V4
fludarabine. Cac thong tin nay di khang dinh giira biéu hién CYLD va céc
phan tng viém & bénh nhan AML khong c6 méi lién quan. Hon thé nira,
trong khi su hap thu FITC-dextran cia M-AML tuong duong véi su hap
thu cua cua M-HP (Hinh 3.17B) thi qué trinh thuc bao do M-AML lai thap
hon dang ké so voi M-HP (Hinh 3.17C-D). Céc dir liéu nay cho thay hoat
dong thuc bao caia M-AML da bi anh huong do su hinh thanh caa bénh.
Do vay, véi nhitng thong tin vé chic ning hoat dong cua STATI, ciing



nhu méi lién hé véi CYLD thi khi 1am bat hoat STAT1 c¢é cai thién hoat
dong caa M-AML trong truong hop duoc xu ly boi fludarabine hay

khong?

Két qua ghi nhan dugc & hinh 3.18A da cho thay, su hap thu FITC-
dextran cia M-AML (thé M4/M5b) di ting dang ké so véi M-HP khi dugc
xur ly vai fludarabine, tuy nhién hiéu trng nay s€ bi loai bo khi dai thuc bao
duoc chuyén nap CYLD siRNA (Hinh 3.18A). Ngoai ra, khi xur Iy bang
fludarabine ciing d3 kich thich viéc M-AML loai bo céc té bao bach cau rat
nhiéu ddi véi thé M5b va chi mot phan dbi voi thé M4 (hinh 3.18B-C).
Nhu vy, CYLD dong vai tro quan trong doi véi qué trinh thuc bao caa M-

AML (M4/M5b).
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Hinh 3.18. Anh huong ctia CYLD d6i véi su thuc bao cuia M-AML
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CHUONG IV. BAN LUAN

4.1. Panh gia da hinh, biéu hién gen A20, CYLD é bénh nhan bach cau
dong tay
4.1.1. Danh gia da hinh trén gen A20/ CYLD

Protein A20, CYLD duoc biét dén 1a hai enzyme DUB doéng vai tro
quan trong trong viéc phan cat chudi polyubiquitin ¢ cac protein muc tiéu
nham ¢ ché sy hoat dong cua cac con duong tin hiéu NF-xB dé dap ang
lai duoc cac tin hiéu kich thich, tir d6 thuc day su phét trién, ting sinh va
qué trinh apoptosis cua té bao. Do d6, nghién ciru xac dinh cac bat thuong
trén gen A20 va CYLD & cac bénh, dac biét Ia bénh ung thu duoc thuc hién
nham tim ra co ché bénh sinh cua bénh, dong thoi xay dung bién phap diéu
tri bénh hi¢u qua.

Mot s6 nghién cau vé A20 & bénh viém da khop dang thap da ching
minh méi lién quan giita mot s6 SNP véi nguy co bénh tat. Nghién cau
toan bo hé gen ngudi da chi ra rang, cac SNP cua gen A20 c6 mdi tuong
quan véi kha nang nhay cam cuaa cac bénh ly gay viém va bénh tu mién &
ngudi. Do chirc nang chéng viém manh caa A20 nén cac SNP cua gen nay
déu lién quan dén bénh va lam giam kha ning biéu hién hoic lam giam
chic nang cua A20. Pa hinh don nucleotide (SNP) trén gen A20 lam giam
kha nang lién két ciia A20 véi céc tiéu don vi NF- B, tir d6 dan dén giam
biéu hién chuc nang A20, ddng thoi dan dén co ché bénh sinh caa bénh tu
mién va ung thu.

Nam 2002, Gutierrez sau khi phan tich dot bién dya trén DNA cua
bach cdu, ciing nhu DNA va RNA cua khéi u cia mot gia dinh bon thé hé
ngudi Puc déu cho thay dot bién léch khung trén gen CYLD (2253delG).
Cac nghién ctru vé gen CYLD déu cho rang CYLD duoc biéu hién nhiéu
trong qua trinh nguyén phan va né c6 tham gia vao cac chu ky té bao.
Nhitng 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 d6 nhay cua té
bao bach cau vai cac loai thuéc nham muc tiéu vi dng. Su rdi loan cua
CYLD da dugc chitng minh 1a mot trong nhitng yéu té thuc day su tién
trién caa bénh bach cau lympho cap tinh va man tinh. Chirc ning cua
CYLD trong viéc ngin té bao lympho khoi sy hinh thanh khéi u thdng qua
su diéu hoa qué trinh apoptosis, va hoai tir cua té bao.
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Trong nghién ciru ndy da tim ra mot s6 diém da hinh trén gen A20,
CYLD & bénh bach cau dong tay. Cu thé 1a 4 diém da hinh trén gen CYLD
o bénh AML (p.E723E/c.G2411A; p.E731H/c.G2435C;
p.E735H/c.G2445A va p.E747K/c.G2481A) va 2 diém da hinh trén gen
nay & bénh CML (p.V725V/c.T2417G; p.Q731H/c.G2435C); 4 diém da
hinh trén gen 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 di duoc Yuli (2016) xac dinh nam & exon 7 trén
gen A20 va c6 lién quan dén nguy co mac bénh ung thu biéu mé té bao vay
miéng; SNP rs374721883/p.G456V ciing da duoc tim thay va ghi nhan la
maot dot bién trén gen A20 & bénh nhan u lympho té bao vo (Bang sang ché
quéc té, s6 WO 2016/071770); Cac SNP p.E723E/c/G2411A;
p.E731H/c.G2435C va p.E735K/c.G2445A ciing di duge D5 Thi Trang va
cong su (2022) khang dinh 1a nhirg dot bién trén gen CYLD & céc bénh
nhan ting hong cau vo cian; Con cac SNP con lai (p.V725V/c.T2417G;
p.L3355/¢c.T1303C; p.K337Q/c.A1308C; p.K354N/c.G1361T,;
p.S376T/c.T1425A) déu la nhitng SNP mai. Trong sé cac da hinh nay, chi
c6 da hinh tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD Ia c6 su khac biét dang ké vé
kiéu gen GC gitra bénh nhan bach cau dong tiy va nhom ngudi khoe manh
khi so sanh véi kiéu gen GG. Bong thoi tan s6 allele C ciing ¢6 lién quan
dén kha ning giam nguy co mac bénh bach cau dong tuy. Bén canh do,
dua trén két qua phan tich bang phan mém PolyPhen-2 nham du doan kha
ning anh huong cua diém da hinh/dot bién t6i cdu tric va chuc ning
protein di cho thdy, tai diém da hinh ¢.G2435C d4 lam thay d6i amino acid
Glutamine (Q) ¢ vi tri 731 thanh Histidine (H) trong chudi protein, dong
thoi. vi tri ndy ¢ mac anh huong twong ddi cao dén cau trdc va chic ning
protein véi diém sé tin cdy HumDiv va HumVar dat gia tri lan luot Ia
0,989 va 0,638. Két qua nay budc dau da cung cap nhiing théng tin hitu
ich nham thtc day qué trinh phét hién bénh va tham chi gép phan tim ra
liu phap diéu tri bénh hiéu qua hon trong twong lai.

4.1.2. Mire dg biéu hign gen ¢ bénh bach cau dong tiy

Trong té bao B, A20 han ché su kich hoat caa cac con duong tin hiéu
boi nhitng chat cam tng sinh 1y lién quan dén sy xam nhap caa cac mam
bénh vao co thé. O chudt gia, khi A20 bi bat hoat trong té bao B ¢ thé gay
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ra hoi chirng viém véi c&c biéu hién tu mién dich nhu viém man tinh kéo
dai, ndng do 1L-6 ting cao, t& bao huyét twong ting dang ké va su Xuat
hién cua céc thé tu khang dic hiéu. Do vay, khi té bao B phan tng nhanh
hon vai cac kich thich tir méi truong do chire nang A20 bi giam di da cho
thay, moi twong quan giita cac dot bién gen di truyén hoic da hinh trong
A20 va cac bénh ty mién dich khac ¢ nguoi.

CYLD la enzyme DUB duoc tim thay dau tién trong cac khéi u hinh
tru lanh tinh, nhung gan day CYLD dugc ghi nhan 1a ¢ vai tro diéu chinh
con dudng truyén tin hiéu, tham gia vao nhiéu qua trinh sinh ly va bénh Iy.
Tir d6 gy ra qua trinh apoptosis va ¢ ché sy hinh thanh khéi u. Ngoai ra,
su biéu hién CYLD duoc diéu chinh giam trong c4c bénh ung thu phdi, ung
thu vi, ung thu rudt két, ung thu biéu md té bao gan va cac khéi u ran
khac. Hién nay, cac nghién cau vé CYLD trong cac khdi u ac tinh vé huyét
hoc van con rat han ché. Sy vang mit caa CYLD c6 thé 1a dau hiéu tién
lugng vé tinh trang cua mot s6 khdi u &c tinh vé huyét hoc. Cho dén nay,
co ché diéu hoa cua CYLD dbi véi chiic niang hoat dong cua té bao van
chua rd rang ma can duoc tiép tuc nghién ciu thém. Lam sang té duoc co
ché diéu chinh con duong truyén tin hiéu cua ching c6 thé gidp xay dung
licu phap nham muc tiéu phan ta doi véi cac khdi u ac tinh vé huyét hoc.

Nhu vay, cac nghién ciu trén cac bénh nhan, dac biét 1a bénh nhan
ung thu, mire d6 biéu hién gen A20, CYLD thuong giam. Trong nghién ctu
nay, biéu hién gen A20, CYLD ciing giam danh ké & cac bénh nhan bach
cau dong tay.

Cac gen thudc ho STAT duoc nghién ctu rong réi trong nhiéu loai
bénh va sy biéu hién cia chung thudng ting 1én & nhiéu bénh nhan ung
thu. Gen STAT1 ¢6 muc d6 biéu hién phu thudc vao qua trinh phosphoryl
hoa tyrosine va khi duoc biéu hién thi chling c6 vai tro tc ché sy phat trién
cua khoi u va thuc day qua trinh chét cua té bao. O chudt thiéu STAT1 cho
thay, khdi u phét trién manh hon so véi nhém chiing 1a nhitng con chuot
khoe manh, dong thoi khi d6 chudt ciing s& nhay cam hon véi cac bénh do
virus gay ra va khong phan ang lai duoc véi cac tac dong cua virus, tham
chi 1a tr vong trong khi lugng virus nay khdng anh hudong dén co thé binh
thuong. Trong khi d6 STAT3 va STATS la hai protein quan trong lién
quan dén sy phat trién cta bénh ung thu. Kich hoat STAT3/5 lién tuc s&
thuc day qué trinh viém man tinh, 1am ting tinh nhay cam cta céc té bao
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khoe manh vai cac chat sinh ung thu. Bén canh d6, theo Giang va cong su
(2021), gen STAT1 c6 mirc d6 biéu hién déu cao hon dang ké so véi nhém
d6i chang va su khéac biét nay ddi c6 y nghia thong ké (p < 0,05). Tuy
nhién, trong nghién ciu ndy, biéu hién cua gen STAT1, STAT3 & bénh nhan
bach cau dong tay lai khéng cd su thay d6i dang ké so voi nhém nguoi
khoe manh.

Viém 1a qua trinh thuc day su phat trién cua khéi u thdng qua tac
dong truc tiép hoac gian tiép cua cytokine, chemochine, va c4c yéu to ting
trudng trén té bao khoi u. Trong cac té bao mau binh thuong, su kich hoat
cac thu thé bé mit té bao bai cytokine, chemokine va céc yéu tb ting
trudng co thé diéu chinh hoat déng caa con dudng dan truyén tin higu. Tuy
nhién, mét sb bao cdo da khéng dinh rang, su bat thuong trong con duong
tin hiéu cé thé gay ra bénh bach cau va cytokine duoc coi nhan t co tac
déng sau sic dén su tién trién cua cac khdi u ac tinh nhu bénh bach cau
dong tay. Trong khi c4c chét trung gian gay viém nhu IL-1p, TNF-o va IL-
6 c6 xu hudng ting & bénh nhan AML, con cac chat trung gian chong viém
nhu TGF- va IL-10 duong nhu can tré sy tién trién caa bénh AML.

Theo Beatriz va cong su, nong do cac cytokine tién viém nhu IL-6 va
TNF-o hay cytokine khang viém IL-10 tang cao & cac bénh nhan AML
thudc ca 2 nhém bénh nhan trén 65 tudi va dudi 65 tudi. Nong do IL-6
thap va IL-10 cao duogc coi 1a yéu té tién luong thuan loi cho kha ning
séng sot & bénh nhan AML. Tuy nhién, su tuong tac giira cac cytokine tién
viém va khang viém & AML ciing c6 thé kich thich dén su ting sinh, ton
tai va khang thubc cua cac té bao bach cau. Bén canh d6, Nievergall va
cong su cling da cho biét, nong do TNF-a va IL-6 trong huyét thanh cao
duoc coi 12 dau 4n sinh hoc trong viéc chan doan tinh trang bénh CML. IL-
2 va IL-6 trong huyét thanh cia CML ting dang ké so véi nhom doi
chung. Tuong tu nhu vay, trong nghién cau nay, ndng do IL-6 va TNF-o
duoc xac dinh 1a ting cao dang ké & cac bénh nhan bach cau dong tay so
v6i nhom nguoi khoe. Diéu nay chang to, & cac bénh nhan nay qua trinh
viém xay ra kha nghiém trong, tir d6 c6 thé khién cho hé thong mién dich
cua bénh nhan suy yéu.

Nhu vay, c4c két qua dat dugc vé da hinh gen A20, CYLD, muc do
biéu hién cua gen A20, CYLD déu giam ¢ cac bénh nhan bach cau dong
tay so véi nhém nguoi khée manh, ciing nhu nong do cytokine IL-6 va
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TNF-a ting cao ¢ cac bénh nhan nay 1a nhirng théng tin can thiét cho viéc
tiép tuc phan tich moi lién hé giira ching, tir d6 c6 thé xac dinh co ché
bénh sinh cua 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 néng dé cytokine ¢ bénh bgch cau dong tiy

A20, CYLD la protein DUB déng vai trd diéu hoa cac con duong tin
hiéu khac nhau nham diéu chinh céc qué trinh sinh 1y bén trong co thé, tir
phan tng mién dich va phan tng viém dén su tién trién caa chu trinh té
bao, qua trinh sinh tinh va tao xuong. Cu thé, A20, CYLD diéu chinh l1am
giam tin hiéu NF-«xB. Trong d6 ho cac yéu t6 phién ma déng vai tro trung
gian cho sy biéu hién cua mot sé lugng 16n gen trong phan ung viém.
Nhiéu nghién ciu cho thay, mac do biéu hién cua gen A20, CYLD thudng
thap & mot s6 bénh nhan ung thu va khi cac gen nay bi lam bat hoat thi s&
thuc day su tang sinh cua cac té bao ung thu.

Phan tich méi lién hé gitra da hinh gen A20, CYLD, biéu hién cua gen
A20, CYLD va gen tin hiéu STAT1, ciing nhu ndng do cytokine I1L-6 va
TNF-o tiét ra & cac bénh nhan bach cau dong tay cho thay, chi tim ra duoc
moi lién hé chit ché gitta da hinh tai vi tri p.Q731H trén gen CYLD va
nong do cytokine IL-6 do cac bénh nhan mic bénh AML tiét ra. Mic du
vay, gen A20, CYLD van la muc tiéu tiém ning cho viéc nghién ctu va
danh gia murc d6 tién trién cta bénh, dong thoi két qua danh gia nay co thé
cung cap nhitng thdng tin hitu ich cho cac nghién ciu vé vai tro cua A20,
CYLD ddi véi bénh bach cau dong tay; tir d6 c6 thé tim ra duoc nhitng
phuong thirc danh gia tinh trang cta bénh, ciing nhitng dinh hudng bién
phap diéu tri bénh hiéu qua.

4.2. Xac dinh vai tro ciia A20, CYLD d6i v6i qua trinh ting sinh va
apoptosis ciia té bao K562

Vincristine 1a mét chat dugc chiét xuat tr cdy dira can
(Cantharanthus roseus) c6 tac dung tc ché hiéu qua déi voi mot sé bénh
ung thu nhu bénh bach cau don nhan, ung thu v, ung thu gan, ung thu
budng trimg, ung thu dau va cd, ung thu tinh hoan va bénh bach cau dong
lympho. Co ché hoat déng cua vincristine dugce xac dinh 1a twong tu Vi
cac chat chong ung thu dic hiéu dya theo chu ky cua té bao. Trong qué
trinh diéu tri, vincristine thuong gay doc ¢ hé thong than kinh, roi giai
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phong cac chat trung gian cho qua trinh tién viém nhu IL-6 va TNF-o khi
cac té bao duoc kich hoat. Bang cach kich hoat con duong tin hiéu NF-
kB/STAT, vincristine dugc coi 13 tic nhan diéu hoa mot phan hoat dong
chéng ung thu. Mot s6 nghién ctru cling da chi ra rang, vincristine c6 thé
lam giam bach cau trong méau ngoai vi va suy tay, dong thai co thé kéo dai
duoc tudi tho dang ké cua cac mé hinh ciy ghép bénh bach cau dong
lympho trén chudt. Theo Paloma va cong sy (2011), vincristine c6 thé 1am
giam dang ké kha ning song sot cua té bao K562 bang cach ngan chin su
tién trién cua chu trinh té bao.

Trong nghién cuu nay, khi cung dugc xu ly bai vincristine, mac do
biéu hién mRNA cua A20, CYLD ting dang ké trong té bao K562. Trong
truong hop gen A20 bi bat hoat thi tac dung ¢ ché su ting sinh va ton tai
cua K562 khong con nira, trong khi d6 chi c6 su tang sinh ctia K562 bi trc
ché khi c6 sy xuat hién cua gen CYLD khi té bao nay duoc xir Iy boi
vincristine. So véi A20, CYLD khong tac dong nhiéu dén qua trinh
apoptosis cua K562. Nhu vay, vincristine ¢ ché su tang sinh va song st
cua K562 thdng qua viéc ting cudng su biéu hién A20.

4.3. Xac dinh vai tro ciia gen CYLD d6i véi dai thue bao dwoc biét héa
b6éi M-CSF qua tin hi¢u STATI1

CYLD tc ché sy truong thanh va kha nang tiét cytokine ciing nhu
gay ra hién tuong thuc bao va qua trinh apoptosis cua dai thuc bao thong
qua tin hiéu STAT1. Khi khong c6 CYLD, su biéu hién cua c4c phan tir
CD40 va CD86, ciing nhu su giai phong IL6 cua dai thuc bao dugc tang
cuong dang ké. Trong khi d6, kha ning hap thu FITC-dextran va Annexin
V/PI cua cac dai thuc bao nay it hon so véi dai thuc bao khong bi bat hoat
gen CYLD. Do d6, c6 thé thay rang, CYLD di thuc day qua trinh thuc bao
cua dai thuc bao, tuy nhién véi su hién dién cua fludarabine, tac dung nay
ciia CYLD doi véi dai thuc bao bi loai bo. Qua dé, khang dinh duoc rang,
tac dung wc ché caa CYLD ddi véi chire nang cua dai thuc bao phu thudc
vao viéc kich hoat tin hiéu STAT1 lan dau tién dugc ghi nhan trong nghién
ctru ndy. Khong gidng nhu M-HP, khi M-AML (M4/M5b) duoc xir Iy bai
fludarabine, biéu hién CYLD ting cao kich hoat su hap thu FITC-dextran
va qua trinh thuc bao cia M-AML. Bén canh do, CYLD thuc hién vai tro
tién thuc bao cua cac dai thuc bao tir phan nhém M4/M5b thdng qua con
duong STATL.
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CHUONG V: KET LUAN VA KIEN NGHI
Két luan:

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

- Pi xac dinh duoc 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 khac biét dang ké vé kiéu gen GC so
v6i kiéu gen GG khi so sanh véi nhom ngudi khoe.

- Pa xac dinh dugc mic do biéu hién mMRNA cua A20, CYLD déu
giam dang ké ¢ cac bénh nhan bach cau dong tay so véi nhom ngudi khoe;
Trong khi do, néng do IL-6, TNF-a dugc ghi nhan 1a tang & cac bénh nhan
nay.

- P xac dinh dugc méi lién quan chat ché gitra da hinh gen CYLD
tai vi tri p.Q371H va nong do cytokine IL-6 & cac bénh nhan bach cau
dong tay cap.

2. Vai tro cuia gen A20, CYLD déi véi chite néng té bao

- i xé4c dinh duoc vai trd cua gen A20, CYLD trong viéc ¢ ché qué
trinh ting sinh va thuc day apoptosis cta t& bao K562 duoc xu 1y boi
vincristine.

- ba xac dinh duoc vai tro caa gen CYLD trong viéc hoat hoa dai
thuc bao duoc biét hda tir PBMC cua nguoi khoe (M-HP) khi ¢6 su biéu
hién mRNA cta STATL, trong khi d6 biéu hién caa CYLD lai ting cudng
su hoat dong caa dai thuc bao M-AML khi dugc xu ly véi fludarabine.

Kién nghi:

Can tiép tuc nghién cau xac dinh cac diém da hinh/dot bién trén céc
exon khéc cua gen A20, CYLD, tir 6 c6 thé danh gia chinh xac hon vé vai
tro cua gen A20, CYLD ddi véi bénh bach cau dong tay. Pong thoi, tiép
tuc danh gia hiéu qua cua viéc st dung cac té bao duoc biét hoa boi M-
CSF va xt ly véi vincristine trong viéc xay dung hudng diéu tri bénh bach
cau dong tay két hop voi liéu phap gen dich A20, CYLD hoic liéu phép té
bao dich lién quan dén A20, CYLD.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

- P xac dinh dugc mot s6 diém da hinh trén gen A20, CYLD & cac bénh
nhan bach cau dong tay; déng thoi ciing xac dinh duoc méi lién quan gitra
da hinh & vi tri p.Q371H va ndng do IL-6 & bénh bach cau dong tay cap.

- B3 x4c dinh duoc vai tro cua gen A20, CYLD d6i véi qué trinh ting sinh
va thlc day qué trinh apoptosis cua té bao K562; Bong thoi xac dinh duoc
vai trd cia CYLD trong viéc hoat hda dai thuc bao duoc biét hoa tur té bao
PBMC cta nguoi bénh AML khi duoc xt ly véi fludarabine.



DANH MUC CAC BAI BAO PA XUAT BAN
LIEN QUAN PEN LUAN AN

1. Nguyen Thanh Huyen, Nguyen Thy Ngoc, Nguyen Hoang Giang, Do
Thi Trang, Ha Hong Hanh, Vu Duc Binh, Nguyen Van Giang, Nguyen
Xuan Canh, Nguyen Thi Xuan (2023). CYLD stimulates macrophages
phagocytosis of leukemic cells through STAT1 signaling in acute myeloid
leukemia. PLoS ONE 18(8):e0283586.

2. Nguyen Huy Hoang, Nguyen Thanh Huyen, Do Thi Trang, Nguyen
Xuan Canh, Can Van Mao, Mentor Sopjani, Nguyen Ba Vuong, Nguyen
Thi Xuan (2022). Effects of Vinblastine and Vincristine on the function of
chronic myeloid leukemic cells through expression of A20 and CYLD.
Cellular and Molecular Biology. 68(10): 47-53.

3. Nguyen Thanh Huyen, Nguyen Hoang Giang, Nguyen Thi Xuan.
Expression of deubiquitinase genes and inflammatory response in myeloid
leukemia. Vietnam Journal of Biotechnology. 20(3): 401-408.

4. Nguyén Hoang Giang, Nguy&n Thanh Huyén, Nguyén Thi Xuan. Biéu
hién mét s gen dieu hda mién dich ¢ bénh bach cau tiy mgn. Tap chi
Cong nghé sinh hoc 2021, 19(1): 51-60.



