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MG PAU

Bénh bach cau cap la bénh ung thu mau dic trung boi su tang sinh
va tich lity nhanh chong ciia céc té bao bach cdu non chua truéng thanh
trong mau va tiy xuong. Sy phat trién bat thuong nay lam suy giam qua
trinh tao mau binh thuong, gay thiéu mau, giam tiéu cau, suy giam mién
dich va ting nguy co nhiém tring, xuat huyét. Bénh bao géom hai nhom
chinh 1a Bach cau cip dong lympho va Bach cau cap dong tay. Mac du cac
phuong phap diéu tri nhu hoa tri, ghép té bao géc tao mau va liéu phap
mién dich da cai thién tién lugng bénh, nhung tinh trang tai phat, khang
thude di kém rdi loan mién dich van la nhiing thach thirc 1on trong diéu tri.

Té bao tua la céc té bao trinh dién khang nguyén chuyén biét, tham
gia diéu hoa dap ung mién dich théng qua kha nang xi ly va trinh dién
khang nguyén cho té bao lympho T. Tuy nhién, & bénh bach cau cép, cac té
bao &c tinh co thé 1am suy giam chirc ning cua té bao tua théng qua cac
cytokine trc ché mién dich, gop phan tao méi truong thuan loi cho sy ton tai
cua té bao ung thu.

Nhiéu con duong tin hiéu nhu NF-kB, JAK/STAT, MAPK,
PI3K/AKT/mTOR va Wnt/p-catenin c6 lién quan chat ché dén ting sinh,
khéang thudc va thoat mién dich cua té bao bach ciu. Trong d6, cac gen ma
hoa enzyme deubiquitinase nhu A20 va CYLD dong vai tro diéu hoa am
tinh cac tin hiéu viém va mién dich. Tuy nhién, vai trd cia cac gen nay doi
véi chirc nang mién dich cua té bao tua va té bao non trong vi mdi trudng
bach cau cap van chua duoc 1am sang té diy du. Vi nhiing ly do trén ma
luan &n: “Nghién ciru vai tro diéu hoa cia mét s6 gen deubiquitinase dén
chize nang té bao tua va té bao non trén bénh nhan bach cau cdp tinh”
duoc thuc hién.

Muc tiéu nghién ciru caa luan an

- Xac dinh dic diém lam sang, can 1am sang, biéu hién gen lién quan dén
viém va kiéu hinh mién dich ¢ bénh nhan bach ciu cap;

- Xac dinh vai tro diéu hoa cua mot sé gen ma hoa eznyme deubiquitinase



(A20, CYLD) va tin hiéu noi bao lién quan nhu NF-xB, JAK/STAT,
MAPKp38 va Wnt dén hoat dong cua té bao tua va té bao non trén bénh
nhan bach ciu cap.
Noi dung nghién ciu chinh caa luan an
- Xac dinh dic diém lam sang, can 1am sang, biéu hién gen lién quan dén
viém (gen ma hoa eznyme deubiquitinase va gen tin hiéu) ciing nhu kiéu
hinh mién dich & bénh nhan bach cau cap;
- Panh gia mdi lién quan giira cac dac diém Iam sang, can 1am sang biéu
hién gen lién quan dén viém va kiéu hinh mién dich ¢ bénh nhan bach cau
cap;
- Xac dinh vai tro diéu hoa cua gen ma hoa eznyme deubiquitinase dén
chtre ndng té bao non trén bénh nhan bach cau cap;
- Xac dinh vai tro diéu hoa cua gen tin hiéu dén hoat dong cua té bao tua &
bénh nhan bach cau cip khi tiép xic véi hoat chat Malloapelta C va
Doxorubicin.
Chuong 1. TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Bénh bach céau cip tinh
1.1.1. Bach cdu cdp dong lympho

Bach cau cép dong lympho (BCLC) 1a bénh ac tinh cta h¢ tao mau,
dic trung boi sy ting sinh khong kiém soat cta cac té bao lympho B hodc T
chua trudng thanh trong tiy xuong va co quan lympho. BCLC c6 tinh di
hop di truyén cao, voi nhiéu bat thuong nhidm sic thé va tai sip xép gen
anh huong truc tiép dén co ché sinh bénh, dap tng diéu trj va tién lugng.
Theo huéng dan ctia NCCN, bénh nhan dugc phan nhém nguy co: trung
binh va x4u, dya trén cac dot bién gen va cong thirc nhidm sic thé.
1.1.2. Bach cdu cip dong tiiy

Bach cau cép dong tay (BCTC) la bénh 4c tinh dic trung béi su
tang sinh khong kiém soét cua cac té bao non dong tiy trong tiry xuong va
méu ngoai vi, din dén suy giam chirc ning tao mau binh thuong. Chan



doan BCTC duoc xac dinh khi ty 1¢ non >20%. Theo phan loai cia ELN va
NCCN, bénh nhan dugc chia thanh cac nhom nguy co thuén lgi, trung binh
va xau, déng vai tro quan trong trong dinh huéng diéu tri va tién lugng
bénh.
1.2. Gen deubiquitinase

CYLD va A20 (TNFAIP3) la cac deubiquitinase quan trong tham
gia diéu hoa tin hiéu mién dich, viém va sinh ung thu thong qua kiém soét
qua trinh ubiquitination. CYLD thugc ho USP, c6 kha nang thuy phén chon
loc cac chudi polyubiquitin lién két Lys63 va M1, tir d6 diéu hoa céc con
duong tin hiéu nhu NF-xB, Wnt, JNK va p38 MAPK thong qua
deubiquitination cac protein trung gian nhu TRAF2, TRAF6 va TAK1. A20
thuoc ho OTU, ¢6 ciu trac dic biét vai mién deubiquitinase & dau N va
mién E3 ubiquitin ligase ¢ dau C, cho phép vira loai bo chudi ubiquitin
Lys63 vira gan chudi Lys48 Ién RIP1, dan dén thoai hda RIP1 va tc ché
hoat hoa NF-kB. Réi loan chirc ning ctia cac deubiquitinase nay c6 thé dan
dén hoat hoa NF-kB kéo dai, ting tiét cytokine tién viém va thuc day su
sbéng con cua té bao &c tinh
1.3.Té bao tua

Té bao tua (DC) 14 té bao trinh dién khang nguyén chuyén nghiép,
dong vai trd trung tdm trong viéc két néi mién dich bam sinh va mién dich
thich nghi. DC phan b4 nhiéu ¢ cac md tiép xtc khang nguyén nhu da,
niém mac ho hap va tiéu hoa; sau khi bt giit khang nguyén, DC di chuyén
vé co quan lympho dé trinh dién khang nguyén qua MHC I/Il, kich hoat va
dinh huéng biét hda té bao T va hd trg dap ung cua té bao B. Trong ung
thu, cac yéu té tir khéi u c6 thé wc ché truong thanh DC, thac day
Treg/Th17 va tao méi truong Gc ché mién dich, gop phan gitp khdi u né
tranh dap tng mién dich.



1.4. Mot s6 hoa chat diéu hoa hoat dong té bao
Doxorubicin 1a mot khang sinh anthracycline dugc st dung rong réi
trong diéu tri nhiéu loai ung thu rin va ac tinh huyét hoc, véi co ché chinh
la xen k& DNA, tic ché topoisomerase Il va tao cac goc oxy hoa, tir d6 gay
t6n thuong DNA va apoptosis nhung ciing kém doc tinh tim va tc ché tay
xuong. Malloapelta C 1a mot diterpenoid ty nhién phan lap te cdy Bum
bup, thé hién hoat tinh chéng ung thu manh véi ICso thap trén nhiéu dong té
bao, c6 kha ning lién quan dén wc ché NF-kB va cam tng apoptosis.
SB203580 la chat wc ché chon loc p38 MAPK, thuong dugc ding nhu cong
cu nghién ctru dé 1am rd vai tro cia p38 MAPK trong viém, stress té bao va
tién trién ung thu. Everolimus 1a dan xuit rapamycin, tc ché chon loc
mTORC], lam gian doan chu ky té bao, tc ché ting sinh va tao mach, dugc
ng dung rong réi trong liéu phap diéu tri trang dich. Wnt-C59 la chat wc
ché manh con dudong Wnt théng qua &c ché enzyme Porcupine, cho thay
tiém ning 16n trong ¢ ché tién trién khdi u va diéu hoa tin hiéu Wnt/p-
catenin. Nifuroxazide 12 mot dan xuat nitrofuran ¢ hoat tinh khang khuan
duong rudt, dong thoi dugc xac dinh 1a chat tc ché manh tin hiéu STAT3
thong qua ngin can phosphoryl héa Tyr705 bang cach Gc ché JAK2 va
Tyk2.
Chuong 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Poi twgng nghién ciru
Nghién ctru dugc thuc hién trén nhém bénh nhan bao gdm 63 bénh
nhan bach ciu cip dong tiy, 57 bénh nhan bach ciu cdp dong lympho va
50 nguoi khée manh.
2.2. Phwong phap nghién ciru
- Thu mdu
- Phan logi tién lwong bénh
- Phan ldp té bao don nhdn mdu ngogi vi tir mdu

- Phadn Idp va nuéi cdy té bdo tua tir té bao PBMC



- Tdch chiét RNA va tong hop cDNA va phan irmg RT-QPCR
- Bién nap plasmid

- Flow cytometry

- ELISA

- Dicwtébao

- Phan tich sé liéu

2.3. S0 do nghién ciru

63 bénh nhan BCTC, 57 bénh nhin
BCLC va 50 ngwii khoe.

Thu thip théng tin lam

sing, cn lim sing

Méu mau ciia bénh nhan bach
cau cap va ngwai khoe

Téch RNA, chuyén cDNA Téch Huyét twong ‘ 4

Xic dinh biéu hién gen bing Xic dinh nong d6 cic Biét hoa thanh t& bao tua Bién nap pGEM-T easy hodc
qRT-PCR cytokine biing ELISA bang FLT3L PGEM-T easy-A20
— "
S~ _—
Phiin tich méi lién quan gitra biéu hi¢n gen, Xt Iy véi Malloapelta C, X diah kidu hinh B
. nong d& cytokine, cdc chi s6 lim sang, cin Doxorubicin, Wni C59, micn dich va biéu hién Xr Iy voi IL6 +
lim sang va kiéu hinh mién dich Everolimus, SB203580 gen A20 Nifuroxazide

—— T

Xac dinh bicu hién gen,
kiéu hinh mién dich va sy di
cwr té bao

Xic dinh anh huong cia con
dwromg tin hiéu Wot, mTOR
va MAPK p38

Xac dinh sy tniromg thanh, kha
néing thye bio va apoptosis

Xic dinh vai o cia gen
A20 ddi v6i hoat dong ciia
té bdo non

Xdc dinh vai trd cia 2 higu
doi vai hoat ddng cua té bio tua

Hinh 2.1: So d6 cac budc thyc hién nghién ctru

Chuwong 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Phan tich dic diém 1am sang va cin 1am sang & bénh nhan bach
ciu cép tinh
3.1.1 Pdc diém lam sang va cdn lim sang & bénh nhin BCTC

Phan tich Bang 3.1 cho thay tudi trung binh tang dan tir nhom tién
lwong tot dén nhom xau (p = 0.004). Nhom tién luong thuan lgi ¢6 nong do
creatinine, bilirubin toan phan va bilirubin gian tiép thap hon rd rét so voi
hai nhém con lai (p < 0.05). Nguoc lai, s6 luong hdng ciu c6 nhan ting cao
& nhom tién luogng trung binh va xau (p = 0.006), sb luong bach cau khac



biét co y nghia gitra cac nhém (p = 0.015), va sb lugng lympho giam rd rét

& nhom tién lugng kém (p = 0.016).
Bang 3.1: Pac diém 1am sang va can 1am sang ciia bénh nhan BCTC.

Nhom bénh nhan BCTC
. X Ngudn Tién Tién lugng Tién p-
Chi so . P N £
g binh | lwgng tot | trung binh | lwgng xau | valu
thwong | (n=14) (n=34) (n=15) e
N 3121+ | 5053+ | 5847+ | 0.00
Tuo1
20.80 21.28 15.62 4
. 61.00 88.50 81.00
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s6 (Lmol/L) -9.60 1azs0 | CLTO |1
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A l h)\
S;E:Zi h;’;‘g . 0(0- | 004(0- | 0.020(0- | 0.00
01 207 04
G/ 0.01) | 0.20750) | 0.040) 6
. 10.13
SOluongbach | 35 | o7 | 3375 (658 | 6.01 (466 | 0.01
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A1 X
s;o T;;ﬁ;g Lo |L82(L15| 37(207- | 174(116 | 0.1
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3.1.2 Péc diém lam sang va cdn lim sang & bénh nhin BCLC

Két qua Bang 3.2 cho thay nhom tién luong x4u cd tudi trung binh
cao hon dang k& (p = 0.044). Nhom tién lwong x4u ciing c6 ndng do
glucose thap hon (p = 0.044) va LDH tang rd rét (p = 0.013). Dic biét, s6



luong bach cau, bach cau trung tinh va lympho déu ting manh ¢ nhom tién

lugng xau so voi nhém trung binh (p < 0.01).

Bang 3.2: Cac chi sb 1am sang va can 14m sang cua bénh nhan BCTC.

Nhém bénh nhan BCLC
Chi sé Nguong | Nhém tién Nhém tifen p-
binh lwgng trung lwong xau value
thuwong | binh (n=36) (n=21)
Tudi 28.78 + 20.61 40.00 £ 18.04 | 0.044
Glucose
3.9-64 | 6.4(5.3-7.7) 5.3 (5-6.3) 0.044
(mmol/l)
LDH (U/L) 230- 1078 (477- 2230 (1538.25- 0.013
460 2718) 4824) '
S6 luong té
. . 3.5- 10.01 (2.45- 65.58 (22.27-
bao bach cau 0.003
10.5 48.66) 127.4)
(G/L)
S6 luong bach
N , 1.84 (0.54-
cau trung tinh 1-75 5.82) 4.39 (2.55-10.24) | 0.004
(G/L) '
S6 lugng té
A 2.44 (1.31-
bao lympho 1.2-3 7.14) 6.74 (3.24-14.5) | 0.001
(G/L) '

3.2. Panh gia kiéu hinh mién dich ¢ bénh nhan bach cau cip

3.2.1. Két qud ddnh gid kiéu hinh mién dich ¢ bénh nhin BCTC

Phan tich flow cytometry (Hinh 3.1A-B) cho thay ty ¢ té bao NK
hoat hoa CD56°CD40* va NK CD56°CD44* tang dang ké so v6i nhom ddi
chung. Bdng thoi, t& bao T diéu hoa CD4*CD25'FoxP3* ting 1& & bénh
nhan. Pang cha y, quan thé tién than dong tay CD13*CD117* ting vuot
troi, trong khi cac chi s hoat hoa chung cua té bao T khong thay ddi dang
ké.
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3.2.2 Két qua ddnh gid kiéu hinh mién dich ¢ bénh nhin BCLC

Két qua phan tich flow cytometry Hinh 3.2 cho thay ty ¢ té bao
NK hoat héa mang kiéu hinh CD56"CD44" ting dang ké ¢ bénh nhan
BCLC so v&i nhom dbi chang khoe manh. Dong thoi, quan thé Treg duoc
xac dinh béi kiéu hinh CD3*CD4*CD25'FoxP3* ciing gia ting rd rét &
nhém bénh nhan. Nguoc lai, cac chi sé phan anh trang thai hoat héa chung

BCTC
Té bao CD13+CD117+



cua té bao T, bao gom CD4*CD25* va CD4*CD44*, khong khac biét déng
ké gitta hai nhom.

Té bao CD56'CD44" Té bao Treg
1o 179% n = 50 =
* %k
I).()\ b 404 A
chirng |3 —_
| =
w
| w | &30
< |{17e 3 862 &
~ % e
0| o ; -] &
o5 181% & | C|1 i = § 20 e
o
A
Bénh nhan, 10
BCLC o
0_
™ o s . . gl .
. 718 ) 158 péi Bénh nhdn  Poi Bénh nhén
T T —_ ] BCLC  chu BCLC
CD 56 CD 25 chung chirng

Té bao CD56°CD44"  Té bao Treg
Hinh 3.2: Nong d6 cytokine va kiéu hinh mién dich & bénh nhan BCLC.

3.3. Mi lién quan giira biéu hién gen A20 va CYLD véi diic diém mién
dich va 1am sang, cin lAm sang & bénh nhan bach ciu cép tinh
3.3.1. Moi lién quan giita biéu hign gen A20 va CYLD vdi kiéu hinh mién
dich ¢ bénh nhan BCTC

Két qua da chi ra rang biéu hién gen CYLD khdng anh hudng dén
ddc diém kiéu hinh mién dich & bénh nhan BCTC. Ty 1é cac té bao thuoc
dong lympho bao gom té bao lympho tong sé, CD3+, CD8+, CD10+,
CD19+, CD20+ va CD79a+ déu giam dang ké & nhom A20 thap so véi
nhom A20 cao (Hinh 3.3A). Nguoc lai, cac marker thuoc dong tay nhu
MPO+, CD33+ va CD13+CD117+ lai ting cao dang ké & nhém nay.
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Hinh 3.3: M6i lién quan giita biéu hién gen A20 véi kiéu hinh mién dich
& bénh nhan BCTC.
3.3.2. Méi lién quan giita biéu hién gen A20 va CYLD véi dic diém lim
sang va cdn lam sang ¢ bénh nhin BCTC
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Bang 3.3: Méi tuong quan gitra biéu hién gen A20 véi dac diém 1am sang,

can 1am sang.

Biéu hién gen A20
Chi sb Nhém biéu hién thip | Nhom biéu hién
p-value
(n=47) cao (n=16)
Albumin (g/L) | 38,81(26,6 -51,1) | 48,7 (32,9-64,6) 0,029
S6 lwong
A 51 (31 -115.5) 28 (12.5 -61.5) 0,039
tieu cau

Két qua cho thay rang, mirc do biéu hién caa gen CYLD khdng anh

huong dén cac chi sé 1am sang, can 1am sang ¢ bénh nhan BCTC. Trong

khi d6, mirc d6 biéu hién gen A20 cho thay c6 méi lién quan véi albumin

va sb luong tiéu cau (p<0,05).

3.3.3. Moi lién quan giita biéu hign gen A20 va CYLD véi kiéu hinh mién

dich 6 bénh nhin BCLC

Ty 1& té bao CD56'CD44" cells [%]
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2830
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Biéu hién A20 Biéu hién A20
thap cao

Hinh 3.4: Biéu do biéu thi ty 1¢ té bao CD56+CD44+ ¢ bénh nhan BCLC

c6 biéu hién A20 thap va A20 cao.
Tuong ty bénh nhan BCTC, muc d6 biéu hién cia gen CYLD ciing

khéng anh huéng dén dic diém kiéu hinh mién dich & bénh nhan BCLC khi
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tién hanh phan tich. Két qua cho thiy nhitng bénh nhan c6 mic biéu hién
A20 thap cho thiy s6 luong té bao CD56*CD44* tang dang ké so Vi nhiing
bénh nhan c6 muc biéu hién A20 cao (Hinh 3.4).
3.3.4. Méi lién quan giita biéu hién gen A20 va CYLD véi dic diém lim
sang va cdn ldm sang ¢ bénh nhin BCLC

Béng 3.4: Mdi lién quan giira biéu hién gen A20, CYLD dén dic diém lam

sang, can lam sang ¢ bénh nhan BCLC

X S6 lwong té bao R
Chi so Uré (mmol/L)
lympho (G/L)
Nguong ddi chirng 1-3 25-75
Nhém biéu hién thip
Bid (n=39) 3,33 (1,71 - 8,02) 5,3 (3,95 6,7)
reu Median (Q1-Q3)
hién ~
’ Nhom biéu hién cao
A20/ ’
(n=18) 7 (2,03 - 10,29) 7,25 (6,15 — 11,93)
GAPDH .
Median (Q1-Q3)
p-value 0,39 0,012
Nhém biéu hién thap
Bid (n=48) 3,93 (2,24 — 9,05) 5,4 (4,2 - 6,8)
el Median (Q1-Q3)
hién 2
) Nhom bi€u hién cao
CYLD/ :
(n=9) 1,3 (0,63- 4,61) 8,7 (3,15-17,2)
GAPDH .
Median (Q1-Q3)
p-value 0,032 0,36

Phan tich mdi lién quan giita biéu hién gen A20 va cac théng s6
Iam sang cho thay nhém bénh nhan c6 biéu hién A20 cao c6 nong do uré
cao hon so voi nhém biéu hién thap (p = 0,012). Déi v6i gen CYLD, nhom
bénh nhan c6 biéu hién CYLD cao c6 xu huéng giam sé luong té bao
lympho so véi nhém biéu hién thip, voi su khac biét dat ¥ nghia thong ké
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(p = 0,032). Bén canh d6, nhom nay lai ¢4 ndong d6 ure cao hon khi so véi
nhém thap (p > 0,05).

3.4. Panh gia vai tro ciia gen A20 diéu hoa hoat dong té bao non & bénh

bach ciu cip tinh
3.4.1. Vai tro ciia gen A20 diéu hoa sw ting sinh té bao mien dich ¢ bénh

bach ciu cip
A B
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Hinh 3.5: Anh huong ciia A20 dén kiéu hinh mién dich &
bénh nhén bach cau cp
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Két qua RT-gPCR nhu Hinh 3.5 xac nhan pGEM-T easy-A20 lam
tang dang ké biéu hién A20. Phan tich flow cytometry cho thay ting biéu
hién A20 1am giam rd rét ty 1¢ té bao CD11b*CD40", trong khi khong anh
hudng dén cac quan thé té bao mién dich hoat hoa khéc.

3.4.2. Vai tro ciia gen A20 diéu hoa tin hiéu STAT va sw di cw ciia té bao
bach ciu non

Két qua cho thay IL-6 1am giam biéu hién gen A20, dong thoi kich
thich hoat hoa STAT1 va STAT3, nhung khong anh huong dang ké dén
STATS va STAT6 (Hinh 3.6). Su gia tang hoat héa STAT1/STAT3 do IL-6
bi rc ché khi tang cuong biéu hién A20, chuang to A20 c6 vai tro diéu hoa
am tinh con duong STAT trong béi canh viém. Tuy nhién, trong thi nghiém
di cu té bao, IL-6 1am ting kha ning di chuyén cua té bao non khi kich
thich bang CXCL12 va sy thay doi biéu hién A20 khdng anh huong dang
ké dén qua trinh nay.
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2 9 g
g & £
2 1 ©1.2 I _
c @,
é . g - . = | .
c =}
& oy c
= = @
05 0.6 €05+
D -4 =
B 5 2
g g o
: 5 5
4 E
0 — Z0 s 0- ;
= i IL-6 Nguei D& pGEM- pGEM-T = Ngudi  p&i  pGEM- pGEM-T
chiing khée ching T easy easy-A20 khoe ching T easy easy-A20
Ngudi bénh Nguei bénh Nguwrai bénh
C_, T D
I 1.8 1 & 0.004 T 12
o
3 &
o £0.003 - =9
9 = 0. 5
£12 - < £
w Q, B 5
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5 $0.002 - 56 -
o s
5 5 8 :
206 - z o
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khée chyng Teasy easy-A20 khée chipng T easy easy-A20 khée chitng T easy easy-A20
Ngudi bénh Ngudi bénh

Nguoi bénh

Hinh 3.6: Anh huong ciia A20 dén biu hién tin higu STAT va sy di cu cua
té bao bach cau non
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3.4.3. Vai tro ciia tin higu STAT trong diéu hoa sw di chuyén ciia té bao

bach cau non

>
=
&

Té bao CD11b'CD40

Ty I€ té bao di cur [%]

CD 11b
17
!

i o d
"TURé 6 L6+ péi IL6 IL-6+
chirng Nifuroxazide chirng Nifuroxazide

Hinh 3.7: Vai trd cua tin hidu STAT trong diéu hoa su hoat hoa
cta té bao bach ciu non

Két qua Hinh 3.7 cho thiy IL-6 lam ting rd rét ty & té bao
CD11b*CD40", dong thoi thiic day kha ning di chuyén cua té bao dong tiy
va té bao non. Tuy nhién, cc tac d6ng nay bi suy giam dang ké khi tc ché
tin hiéu STAT béng Nifuroxazide, ching t6 hiéu tng caa IL-6 phu thudc
mot phan vao con duong STAT. Pang chu ¥, viéc uc ché STAT khong lam
thay d6i anh huong ciia mic d6 biéu hién A20 Ién su di chuyén cua té bao
non, cho thay A20 khong truc tiép diéu hoa qua trinh di chuyén qua truc IL-
6/STAT ma chu yéu tham gia kiém soat trang thai hoat hda mién dich cua
té bao dong tay.
3.5. Vai tro ciia gen viém diéu hoa té bao tua & bénh nhan bach ciu cip
tinh dwdi tac dong ctia Doxorubicin va Malloapelta C

Phan tich RT-gPCR cho thdy Mal C lam ting ro rét biéu hién
mMRNA cua mTOR va MAPK p38 ¢ ca hai nhom (Hinh 3.8), dac biét manh
& bénh nhan. Nguoc lai, Dox cha yéu 1am ting biéu hién cac gen thudc con
duong Wnt, bao gdm Wntl va Wnt3. Wntl ting manh & DC ngudi khoe
manh khi xir ly Dox, trong khi & bénh nhan mic ting chi nhe. Biéu hién
Wht3 ting & ca hai nhom khi xtr Iy Mal C hoic Dox. O ngudi khée manh,
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ca Mal C va Dox déu lam taing mTOR, nhung & bénh nhan chi Mal C c6 tac
dung nay. Cac gen ERK2 va AKT1 khong thay doi dang ké sau xi ly.

Q%QEHLQ

‘Dbiching MalC _ Dox Dé&ichung MalC  Dox "Be.chu‘ng MalC Dox Déiching MalC Dox
Ngudi khée Bénh nhan Ngudi khde Bénh nhan

TR g

“DbichimgMalC _ Dox Ddiching MalC  Dox Ddiching MalC _ Dox Dbiching MalC  Dox
Noguéi khde Bénh nhan Nguéi khée Bénh nhan

%%k

Mue dg biéu hign gen [Wnt1/GAPDH]

MUc d6 biéu hién gen [Wnt3/GAPDH],

ik
*

Mirc d6 biéu hién gen [MAPKp38/GAPDH)
Mirc d6 bidu hién gen [MTOR/GAPDH)

Hinh 3.8: Tac dung cua Dox va Mal C 1én su biéu hién cta cac phén tir tin
hiéu mTOR, MAPKp38 va Wnt ¢ nguoi khoe va bénh nhan BCLC.
3.5.1. Anh hwéng ciia Doxorubicin va Malloapelta C dén sw trwéng

thanh, apoptosis va thuc bdo ciia té bao tua trén bénh nhin BCLC

Két qua Hinh 3.9 cho thiy Mal C va Dox déu anh huéng rd rét dén
su truong thanh, kha ning thuc bao va apoptosis cua DC. O ngudi khoe
manh, Mal C 20 pM va Dox 5 uM lam ting dang ké cAc quan thé DC
CD40*CD86", CD11¢"*CD123* va céac té bao Annexin V*/PI*, do d6 hai
nong d6 nay duoc lya chon cho cac thi nghiém tiép theo. Phan tich séng sot
té bao cho thiy Mal C chi 1am ting nhe ty I hoai tir (Annexin V-PI") & ca
hai nhém, trong khi Dox gy doc té bao manh, lam tang rd rét apoptosis va
hoai tir. Nhiing két qua nay cho thay Mal C khéng phai la chat gay doc
manh ma chii yéu tac dong theo hudéng diéu hoa mién dich cua té bao DC,
trai nguocC Vi tac dung gay doc ro rét cua Dox.
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Déi chirng Malloapelta C Doxorubicin
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Annexin V
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Nguoi khoe Bénh nhan Ngudi khoe Bénh nhan

Hinh 3.9: Anh huéng ciia Dox va Mal C dén chirc ning té bao DC tir nguoi
khée manh va bénh nhan BCLC.

Tiép theo, kha niang thyc bao cua cac quan thé DC
(CD11¢*CD123, CD11¢*CD123* va CD11¢ CD123%) tir ngudi khoe manh
va bénh nhan BCC duoc danh gia sau xtr Iy Mal C va Dox. Két qua Hinh
3.10 cho thiy Mal C lam ting rd rét kha ning thuc bao cua DC
CD11¢"CD123* & c4 hai nhom, dic biét & bénh nhan BCC Vi ty 18 ting
gan gap doi so vai doi chung (31.6% lén 72.4%), cho thay Mal C thiic day
biét héa va chirc nang thuc bao ciia DC. Ngugc lai, Dox lam giam manh
quan thé DC CD11¢*CD123* & bénh nhan (xuéng 16.6%), phan anh doc
tinh té bao va sy trc ché qua trinh hinh thanh DC.
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Ngudi khée Bénh nhén
Hinh 3.10: Anh huéng ctia Dox va Mal C 1én qué trinh thuc bao va truéng
thanh cua té bao DC & nguoi khoe manh va bénh nhan BCLC.

3.5.2. Vai tro cia con dwong tin hiéu Wnt trong tic dong ciia

Doxorubicin déi véi sw trwéng thanh va apoptosis ciia té bao tua

Két qua cho thidy Dox lam ting manh ty 18 té bao hoai tir Annexin
V-PI' & ca nguoi khoe manh va bénh nhan BCC (Hinh 3.11), trong khi phdi
hop Dox véi Wnt C59 1am giam dang ké ty 1& nay va loai bé gan nhu hoan
toan quan thé Annexin V*PI*. Ngoai ra, Dox lam ting rd rét ty Ié té bao DC
trudng thanh CD40"CD86" & ngudi khde manh, nhung hiéu (ng nay bi ac
ché khi c6 mat Wnt C59.
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CD 86
Hinh 3.11: Anh hudng cua con duong Wnt dén su truong thanh va
apoptosis ctia té bao DC & ngudi khoe manh va bénh nhan BCLC

3.5.3. Vi tro cia cac con dwong tin hiéu mTOR va MAPKp38 trong tic
dong ciia Malloapelta C lén qud trinh trwéng thanh va thuc bao ciia té
bao tua

Két qua Hinh 3.12 cho thiy Mal C lam tang manh kha nang thyuc
bao cua té bao DC CD11c¢*CD123* & bénh nhan BCC, tuy nhién hiéu ung
nay bi suy giam rd rét khi b6 sung Everolimus hoic SB203580. Tuong tu,
Mal C thuc diy dang ké qué trinh truéng thanh cia DC (CD40°CD86Y) &
bénh nhan BCC, nhung mirc ting nay giam manh khi tc ché mTOR hoic
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MAPKp38. Nguoc lai, & nguoi khoe manh, céc chat tc ché chi lam giam
nhe tac dung cia Mal C va khong gay thay doi dang ké.
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Nguoi khde 8énh nhan

Hinh 3.12: Anh hudng cua cac con duong mTOR va MAPKp38 dén su
truong thanh va thyuc bao cia té bao DC & nguoi khoe manh va bénh nhan
BCLC.

CHUONG 4. BAN LUAN
4.1. Anh huwéng ciia A20 dén hoat dong té bao bach ciu non ¢ bénh

bach ciu cip tinh

Két qua nghién ctu cho thay A20 c6 vai tro diéu hoa trang thai
hoat hoa cua té bao dong tay trong bénh bach cau cép tinh théng qua 1am
giam quan thé CD11b*CD40*. CD40 1a phan tir dong kich thich quan trong
tham gia hoat hoa cac con duong tin higu NF-«xB va MAPK, tir d6 thuc day
dap ung viém va mién dich. Viéc giam biéu hién CD40 duéi tac dong cua
A20 cho thiy gen nay c6 kha ning han ché trang thai hoat hda tién viém
cua té bao dong tay. Diéu ndy phd hop véi cac nghién ctru trude day khi
cho thay giam biéu hién A20 din dén hoat hda quéa muc té bao dong tay va
tang tiét cytokine viém. Péang chii y, A20 chu yéu tac dong lén quan thé
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dong tay ma khong gay anh huang rd rét 1én té bao lympho T va B, goi ¥
vai tro diéu hda mién dich chon loc cua gen nay trong bénh bach cau cap.

Bén canh d6, IL-6 duoc ghi nhan lam tang hoat héa STAT1 va
STAT3 dong thoi 1am giam biéu hién A20 & té bao bach ciu non. Sy ting
biéu hién A20 c6 kha ning wc ché hoat héa STAT cam tng boi IL-6, cho
thdy A20 dong vai trd diéu hoa am tinh d6i véi truc tin hiéu IL-6/STAT.
Tuy nhién, mic di A20 tc ché hiéu qua tin hiéu STAT, gen nay khong thé
dao nguoc hoan toan kha ning di chuyén cua té bao dudi tac dong cua IL-6
va CXCL12. Piéu nay cho thiy su di chuyén cua té bao bach cau non
khéng chi phu thudc vao STAT ma con lién quan dén cic con duong tin
hiéu khac nhu CXCL12/CXCR4, PI3K/Akt va MAPK.

Ngoai ra, viéc sir dung Nifuroxazide, mot chat ac ché STAT, lam
giam dang ké quan thé CD11b*CD40* va kha ning di chuyén cua té bao,
khang dinh vai trd trung tdm cua tin hiéu IL-6/STAT trong diéu hoa hoat
héa va di chuyén cua té bao bach cau non. Nhitng két qua nay cho thay A20
g6p phan kiém soat méi truong viém va hoat dong cua té bao bach cau non
thong qua diéu hoa tin hiéu IL-6/STAT, tir d6 goi mo tiém niang tng dung
A20 nhu mot muc tiéu diéu hoa mién dich trong bénh bach cau cap tinh.
4.2. Vai tro ciia gen tin hiéu diéu hoa té bao tua & bénh nhan bach ciu
lympho cép tinh khi tiép xiic véi Doxorubicin va Malloapelta C

Két qua nghién ctru cho thdy Mal C va Dox diéu hoa chirc ning té
bao tua (DC) thong qua cac co ché tin hiéu khac nhau. Mal C chu yéu hoat
héa cac con duong mTOR va MAPKp38, trong khi Dox uu tién kich hoat
tin hiéu Wnt, phan 4nh hai co ché diéu hoa mién dich va giy doc té bao
khac biét.

Mal C lam ting biéu hién mTOR va MAPKp38, phu hop véi vai
trd ctia cic con dudng nay trong thuc ddy trudng thanh, trinh dién khang
nguyén va hoat héa mién dich cia DC. Sy hoat héa nay di kém véi ting
biéu hién CD40/CD86 va ting kha ning thuc bao ma khong giy doc té bao
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1 rét, cho thay Mal C hoat dong chil yéu nhu mot chét diéu hoa mién dich
hon 1a tdc nhan gay doc té bao truc tiép. Nguoc lai, Dox lam tang biéu hién
Wnt1/Wnt3, déng thoi gy ting manh apoptosis va hoai tir té biao DC. Diéu
nay phu hop vdéi vai tro cua tin hi€u Wnt/B-catenin trong dap Gng stress va
diéu hoa sy sdng con té bao.

Mal C lam ting dang ké ty 1& DC truong thanh CD40*CD86* va
quan thé DC CD123*CDl11c* ¢6 khd ning thuc bao, ddc biét & bénh nhan
BCLC, cho thay kha nang phuc hoi chirc ning mién dich ciia DC trong moi
truong leukemia. Trai lai, Dox gdy dgc tinh manh 1&€n DC véi sy gia tang rd
rét cac t& bao Annexin V*PI* va Annexin V-PI*, dong thoi 1am suy giam
kha ning truong thanh va thyc bao cia DC ¢ bénh nhan BCLC. Diéu nay
cho thidy mdc du Dox cé kha ning kich thich truong thanh DC & ngudi
khée manh, nhung trong méi trudng bénh Iy cia BCLC, tac dong gy doc
té bao lai chiém wu thé.

Viéc str dung chit trc ché Wnt C59 1am giam rd rét apoptosis va sy
trudng thanh DC cam ung bdi Dox, chung minh tin hiéu Wnt dong vai tro
trung tAm trong ca hai qué trinh nay. Dong thoi, cac chat tc ché Everolimus
va SB203580 lam suy giam dang ké kha nang thyc bao va trudng thanh DC
do Mal C cam tmg, xac nhan vai tro then chdt cia mTOR va MAPKp38
trong diéu hoa chirc ning DC.

Téng hop lai, két qua nghién ctru cho thdy Mal C thuc diy truéng
thanh va hoat hoa chitc nang DC théng qua tin hiéu mTOR/MAPKp38 ma
khong gay doc tinh manh, trong khi Dox chii yéu kich hoat tin hiéu Wnt
dan dén apoptosis va suy giam chirc ning DC ¢ bénh nhan BCLC. Nhiing
phat hién niy goi y tiém ning ing dung Mal C nhu mét chat diéu hoa mién
dich nham phuc héi chtic ning DC va ting cuong dap ing mién dich chéng
khdi u trong bénh bach cau lympho cip tinh
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN
1. Pi x4c dinh duoc dic diém l1am sang, can 1am sang, biéu hién cac gen
lién quan dén viém va kiéu hinh mién dich & bénh nhan bach cau cép tinh.

a) Pi xac dinh dugc dic diém 1am sang, can 1am sang & bénh nhan
bach cau cap tinh. V& 1am sang, da s6 bénh nhan BCTC va BCLC déu biéu
hién ré cac hoi chang suy tay dién hinh (thiéu mau, xuat huyét, nhiém
trung), trong 6 BCTC ndi bat véi tham nhiém ngoai tiry (phi dai nudu, ton
thwong da), con BCLC uu thé vai hgi chang tham nhiém hé lympho (hach
to, gan lach to va dau nhirc xuong). O BCTC, sb lugng té bao bach ciu, té
bao lympho ting cao & nhom tién lugng trung binh. Bén canh dé, nong do
IL-6, TNF-a, ty I8 té bao NK, Treg va CD13+CD117+ déu ting cao, trong
khi TGF-B giam so vé&i ngudi khoe manh. O BCLC, nhom tién lwong Xau
ghi nhan LDH, sb lugng bach cau va lympho cao hon nhém tién lwong
trung binh. Pong thoi, ndng do IL-6, TNF-a, IL-35, cing ty 1¢ té bao NK
va Treg ting cao, trong khi ndng d6 TGF-B giam so véi nhém ddi ching
khoe manh.

b) Pi xac dinh dwgc biéu hién cua cidc gen mad hda eznyme
deubiquitinase, dac biét 1a A20, lién quan chit ché dén su diéu hoa vi moi
truong viém va kiéu hinh mién dich, trong khi CYLD ciing giam biéu hi¢n
& bénh nhan bach ciu cau nhung chwa ghi nhan méi lién hé xac dinh véi
cac chi so huyét hoc hay ndng do cytokine. Pidu nay cho thdy A20 va
CYLD c6 vai trd diéu hoa khéc nhau & bénh nhan bach cau cap.

¢) Bénh nhan BCTC c6 biéu hién A20 thap c6 s6 lugng té bao dong
lympho thap bao gém té bao lympho tong sd, té bao CD3+, CD8+, CD10+,
CD19+, CD20+ va CD79a+ va s6 lugng cac té bao dong tiy nhu: té bao
MPO+, CD33+ va CD13+CD117+ ting dot bién cao so véi bénh nhan cé
biéu hién A20 cao.

2. Pi xac dinh duoc vai tro diéu hoa caa A20, CYLD va mét s tin hi¢u noi
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bao lién quan dén chirc nang cuia té bao non va té bao tua & bénh nhan bach
cau cap tinh.

a) Xac dinh duoc vai trd cia A20 didu hoa hoat hoa cua té bao dong
tay va t& bao non bach cau cap tinh théng qua wc ché tin hiéu
STAT1/STAT3 phu thugc 1L-6, lam giam quan thé CD11b*CD40* va han
ché su di chuyén cua té bao non, gop phan kiém soat qué trinh hoat hoa
mién dich.

b) Pi xac dinh dwogc vai trd cia cac con duong tin hiéu mTOR va
MAPK/p38 trong diéu hoa chirc ning cia té bao tua & bénh nhan bach cau
cap tinh; su hoat hoa cac con dudng nay dudi tac dong cua Malloapelta C
lam ting qua trinh truéng thanh va thuc bao cua té bao tua ma khong anh
hudng dén kha ning sdng sot cua té bao.

KIEN NGHI

1. Tang cudng ¢& MAu trong cac nghién ciu tiép theo dé dam bao dai dién
day du cho cac phan nhom bénh (theo tudi, gisi, giai doan bénh...), tir
d6 nang cao do chinh xac va do tin cay cua nghién ctru cling nhu kha
nang khai quat hoa két qua nghién ciru;

2. Nghién ctu tiép theo vé anh huong cua gen ma hda eznyme
deubiquitinase dén chirc ning cua cac loai t& bao mién dich khac trén
bénh nhan bach cau cap tinh.

NHUNG PONG GOP MO| CUA LUAN AN
1. i xac dinh dugc vai trd cua gen A20 anh hudng dén chuc ning cua té
bao non trén bénh nhan bach cau cép.
2. i xac dinh duoc vai trd mot sé tin hiéu bao gom: mTOR, MAPKp38
va Wnt dén hoat dong cua té bao tua & bénh nhan bach cau cap khi tiép
xuc vai hoat chat Malloapelta C va Doxorubicin.
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