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MO PAU
1. Tinh cip thiét caa luan an

Bénh ting hong cau vo cin (THCVC) hay bénh da hong cau 1a mét trong nhitng bénh tang sinh tay &c tinh
(Myeloproliferative neoplasms - MPNs) khong xay ra hién tuong trao d6i doan nhiém sac thé Philadelphia,
dic trung boi su bién ddi bat thuong cua cac té bao gdc tiry xuong sinh mau, gy ra su ting sinh dot bién cac
té bao mau nhu bach cau, hong ciu va tiéu ciu, dic biét 1a sy gia ting vé sé lwong hdng cau. Luong té bao
hong cau cao bat thuong dan dén giam téc d6 luu thong trong mach méu, ting nguy co dong mau. Nhiéu
nghién ctru da chi ra dot bién V617F thugc gen JAK2 (rs77375493) chiu trach nhiém cho phan Ién s6 ca méc
phai can bénh trén va gay tang kha nang phosphoryl hoa cua JAK2.

Té bao don nhan mau ngoai vi (PBMC- Peripheral blood mononuclear cells) bao gom nhiéu loai té bao
mién dich khac nhau nhu: té bao lympho, té bao NK, té bao tua va bach cau don nhan. Té bao PBMC c6 chuc
ning chuyén biét cao, dong vai trd quan trong trong hé mién dich giup co thé chdng lai nhitng tc nhan bén
ngoai va giir cho co thé khoe manh. Cac nha khoa hoc hién nay da nghién ciru va sir dung liéu phap mién dich
té bao tua (TBT) cho diéu tri mot s6 bénh ung thu nhu: ung thu tuyén mat, ung thu tuyén tuy, ung thu budng
trimg va ung thu phdi di dat duoc thanh céng nhit dinh.

Nhom gen ma héa deubiquitinase (DUB) bao gém cac gen A20, Otubain-1, CYLD, Cezanne dong vai trd
quan trong trong viéc khtr protein bang cach phan cat chudi polyubiquitin caa ching. Vai trd caa nhom gen
DUB rit da dang, ngoai chic ning khir né con tham gia didu hoa sy phét trién cua khdi u va dong vai tro quan
trong trong qué trinh tao mau, tao hong cau va cac bat thuong lién quan. Chudt bat hoat gen A20 va CYLD lam
tang biéu hién hoat dong céc tin hiéu phan tir nhu NF-kB va STAT. Nghién ciru vé mién dich da chi ra rang,
gen A20 va CYLD tham gia ngan chan phan &ng viém va sy xam nhap ciia bach cau téi vi tri viém, do d6 ching
lién quan dén sy phat trién cac bénh ung thu. Pé tai st dung té bao don nhan mau ngoai vi PBMC tir nguoi
tinh nguyén hién méau khoe manh va bénh nhan ting hong cau vo can dé xac dinh biéu hién/ da hinh ctia nhém
gen DUB, kiéu hinh mién dich va mét s tin hiéu phan ti lién quan cing véi viée xac dinh chiic ning ciia mot
sb gen nhu gen Otubain-1 va gen A20 tham gia diéu hoa hoat dong té bao PBMC, tir d6 gop phan hiéu biét
hon vé anh huéng caa nhém gen DUB trén, (ng dung trong phdi hop chan doan va diéu tri bénh THCVC va
mot sb bénh méu &c tinh khac.

Trong nghién ctru nay, chung t6i da chi ra rang bénh nhan THCVC c6 cac gen DUB bao gom gen A20,
CYLD va Cezeanne biéu hién bat hoat va nong do céc cytokines IL6, TNF- a ting cao ciing nhu ting s6 luong
té bao CD25* CD4 T, Thi va té bao T diéu hoa trong mau tuan hoan. Phan tich di truyén cua gen CYLD da
xéc dinh duoc 11 SNP, trong d6 ¢c6 SNP W736G chua duogc biét dén trude d6, SNP nay thudc exon 15 va c6
nhiéu kha ning gy bénh. Két qua cua nghién ciru dong gép quan trong hiéu biét thém vé thanh phan cua té
bao mién dich thay d6i trong méau tuan hoan cua bénh nhan THCVC, dic biét 1a s Iugng té bao T didu hoa
tang cao 1a mot bat lgi cho dap tng mién dich cua bénh nhan. Sy thay d6i thanh phan céc loai té bao mién
dich, c6 thé Ia két qua tir anh huong khdng nho ctia cac gen chire ning diéu hoa hoat dong té bao mién dich
nhu gen A20, CYLD va Cezanne khi biéu hién cua chiing thdp hon so véi binh thuong. Nhiing gen nay tham
gia e ché phan ung viém va ngan chin hoat dong qua muc cua té bao mién dich. Vi thé, biéu hién cua nhiing
gen nay bi bat hoat cé thé la mot trong nhirng nguyén nhan gay ra sé luong ting cua céc loai té bao CD4 T,
Th1 va T diéu hoa trong mau tuan hoan bénh nhan. Dya vao két qua nghién ciru nay, ching t6i ¢6 co s¢ khoa
hoc dé c6 nhitng nghién ctru sdu hon vé co ché didu hda cia cac gen DUB, dic biét 1a gen CYLD, dén hoat
dong hé mién dich caia bénh nhan THCVC, tir d6 c6 thé tién t6i nghién ctiu wng dung trong diéu tri két hop
v6i didu tri gen dich bénh nhan THCVC.

2. Muc tiéu nghién ciu cda luan an



1. Xéc dinh vai trd cua gen A20 va gen Otubain-1 diéu hoa chirc ning sinh hoc té bao PBMC bao gdm su thuén
thuc, su biét hoa va su chét apoptosis.

2. Xéc dinh mirc do biéu hién mRNA/da hinh cia mét sb gen ma hoa deubiquitinase, gen tin hi€u lién quan va
kiéu hinh mién dich trén bénh nhan THCVC va nguoi khoe manh.

3. Cac ndi dung nghién cau chinh caa luan an

Dbi turong nghién ciru 13 77 bénh nhan THCVC va 55 miu ngudi khoe manh, st dung phuong phap
real-time PCR xéc dinh mirc d6 biéu hién gen thuéc nhom DUB bao gém (A20, Otubain-1, Otubain-2, CYLD,
Cezanne), gen kiém soat mién dich (Klotho, LAG3, CTLA4 va PD1) va gen tin hiéu phan tir lién quan SHP-1,
SHP-2, IkB-a, STAT-1, STAT-3, STAT-5, STAT-6. Mot s6 gen DUB dugc xéac dinh ¢6 biéu hién bét thuong
duogc kiém tra lai bang phuong phép giai trinh tw Sanger nham xac dinh cac da hinh/bién thé gen trén bénh
nhan THCVC. Phan tich kiéu hinh mién dich cta bénh nhan THCVC bang cach st dung phuong phap dém té
bao dong chay va ELISA.

Té bao PBMC duoc phan lap bang phuong phap ly tdm ty trong Ficoll tir 150ml mau méau cta ngudi
tinh nguyén hién mau. Xt 1y té bao PBMC véi siRNA-A20 va siRNA-Otubain-1 dé bét hoat 2 gen A20 va
Otubain-1, tir d6 xac dinh vai tro ctia hai gen nay diéu hoa chic ning sinh hoc cia té bao PBMC bao gdm sy
thudn thuc, su biét hoa, tiét cytokine, di cu va su chét apoptosis va cac tin hidu phan tir lién quan. Té bao sau
khi xtr Iy dugc tach RNA va chuyén cDNA sau d6 tién hanh kiém tra muc do biéu hién cua cac gen tin hi¢u
phan tir li€n quan bao gém (SHP-1, SHP-2, IkB-a, STAT-1, STAT-3, STAT-5, STAT-6). Dich huyén phu thu
dugc dung dé kiém tra ndng d6 cac cytokine bang phuwong phap ELISA. Hoat dong sinh 1y ctia t& bao PBMC
thay d6i dudi anh huong bat hoat cia gen A20 va Otubain-1 duoc phén tich bang cach sir dung phuong phap
dém té bao dong chay.

CHUONG 1: TONG QUAN

1.1 Giéi thi¢u vé bénh ting hong ciu vé cin

Bénh ting hong ciu vo cin (Polycythaemia vera- PV) 1a bénh ung thu mau thugc nhém bénh ting sinh
tay &c tinh (Myeloproliferative neoplasms- MPNs), dic trung boi su ting sinh qua muc cac té bao dong tay
truong thanh va chua truong thanh. Sy ting sinh qua mirc cc té bao dong tiy dan téi sy ting sinh vurot mirc
ctia cac té bao méau bao gdm: hong cau, bach cau va tiéu cau. Theo T6 chiic Y té Thé gigi (WHO) bénh ting
sinh tity duoc phan 1am 6 loai bénh. Bénh THCVC la bénh phé bién nhat trong nhém bénh ting sinh tiy voi
dic diém 14 sy ting 1én bat thuong cua sb lwong té bao hong cau.
1.2 Té bao don nhin mau ngoai Vi

PBMC la mot hdn hop da dang cua céc té bao mién dich vai chirc ning chuyén biét cao. PBMC déng
vai trd chinh trong hé mién dich cua co thé hay la thanh phan khong thé thiéu trong viéc bao vé co thé. Theo
mot cach hiéu khac, PBMC la cAc té bao mau cd nhan tron 1a mot quan thé té bao lympho (té bao T, té bao B
va té bao NK) khong ddng nhat vai sé luong khac nhau, té bao tua (TBT) va té bao don nhan tuy thudc vao
tirng ca thé riéng biét.

1.3. Mét sé protein thugc nhém deubiquitinase va méi lién hé véi cac tin hiéu phan tir

Protein A20 hay con goi 1a TNFAIP3 1a protein dugc ma hoa boi gen A20 va co vai tro nhu mot chat
diéu hoa ngurgc phan tir NF-kB. Protien nay dugc ma hda béi gen A20 va day ciing 1a gen c6 ty ¢ bi bat hoat
cao trong cac u lympho té bao B. Bat hoat hoic x6a gen A20 c6 lién quan dén mot s6 bénh &c tinh, dan dén
tang sinh té bao trong bénh bach cau man tinh dong té bao Lympho T, u lympho té bao B trung that nguyén
phét va u lympho Hodgkin cé dién.

Protein Otubain-1 1a mot protein khéi u budng tring gan day duoc xac dinh nhu mot deubiquitinating
enzyme (DUBSs) bang cach tach chudi ubiquitin tir phan tir TRAFs. Otubain-1 dong vai trd quan trong trong



su khai dau va phat trién ung thu. Ngay cang nhiéu tai liéu chitng minh rang Otubain-1 diéu hoa nhiéu con
duong tin hiéu lién quan dén ung thu bao gém MAPK, ERa, EMT, RHOa, mTORC1, FOXM1 va P53, tir d6
thiic day sy ton tai, ting sinh, xdm l4n va khang diéu tri cua té bao ung thu.

Protein CYLD duoc ma hoa bai gen CYLD nam 6 vi tri 16q12-13 trén nhiém sic thé s6 16. CYLD duoc
xac dinh 1a nguyén nhan chinh gay bénh u vanh khin. Ngoai ra, no con lién quan dén cac khdi u lanh tinh
thuong gap o ¢6 hodc nhiéu vi tri khac. Protein CYLD Ia mot DUB thudc ho protein USP ¢c6 chtrc ning e ché
khdi u & bénh ung thu dai trang, phoi, khéi u 4c tinh va da u tay. CYLD da duoc nghién ctiu trén bénh bach
cau lympho T cép tinh.

Protein Cezeanne la mot DUB c¢6 trinh tu twong dong véi A20, ciing gidng nhu A20, Cezeanne cé vai
tro didu hoa ngugc con duong tin hiéu NF-xB. Viéc kich hoat yéu t6 phién ma NF-«xB bai cac cytokine nhur
TNF-a dira vao su thay ddi & khip noi cta céc protein tuong tac voi thu thé bao gdm RIP1, dan dén kich hoat
céc kinase xudi dong. Su biéu hién quéa muc cua Cezanne din dén viéc khir tiét RIP, tuy nhién, tac dung tc
ché nay cua Cezanne duoc cho la do hoat dong khong dic hiéu cia né chéng lai céc lién két Lys48 va Lys63.

CHUONG 2: VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1 Vat liéu nghién cau

Péi tuong nghién ctru l1a 77 bénh nhan da duoc chén doan x4c dinh mic bénh THCVC va 55 nguoi
khoe trén 1am sang va céan lam sang tai Vién Huyét hoc va Truyén mau Trung uvong va Bénh vién Quan 'Y 103,
Ha Noi c6 d6 tudi trung binh 1a 58.7. PBMC duoc phan l4p tir mau ngoai vi cua cac tinh nguyén vién véi thé
tich méi mau la 150 ml.
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Té bao
/ PBMC \
Té bao PBMC Té bao PBMC
bénh nhan THCVC nhém chimg
Phwrong
l phip J
Phan tich biéu hién cac Phan tich biéu hién cac
gen DUB, gen tin hiéu le—— gen DUB, gen tin hiéu
n Reatime PCR -
Phan tich biéu hién cac Phan tich biéu hién cac
gen kiém soat mién dich ~ |+—— gen kiém soat mién dich
Phan tich dét bién gen Sanger Phan tich dét bién gen
JAK?2 va gen DUB — ™ JAK2 va gen DUB
Phan tich kiéu hinh mién Flow Phan tich kiéu hinh mién
dich * cytometry * dich
Phan  tich néng do Phan tich néng do
cytokine trong huyét twong ELISA .| cytokine trong  huyét
tirong

~ -

Xdc dinh vai tré cia mot s6 gen ma héa deubiquitinase, gen tin hiéu lién quan va kiéu
hinh mién dich trén bénh nhan THCVC va nguoi khoe manh

Hinh 2.1. So d6 thi nghiém thir nhét- cac té bao PBMC duoc sir dung dé xac dinh vai trd cua mot s6 gen lién
quan
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Xac dinh vai trd clia gen 420 va gen Otubain-1 diéu hoa chire ning sinh hoe té bao
PBMC bao g6111 su thuan thuc, su biét héa va su chét apoptosis.

Hinh 2.2. So d6 thi nghiém thir hai- cac té bao PBMC duoc nudi ciy va phoi nhiém véi LPS
2.3 Phwong phap nghién ciru
2.3.1 Xét nghi¢m sinh héa mau
2.3.1. Tach huyét twong
2.2.2 Tach chiét DNA va RNA
2.2.3 Khuéch dai gen (PCR)
2.2.4 Gidi trinh te gen bang ky thugt Sanger va phan tich da ligu
2.3.6. Téng hop cDNA
2.3.7. Real-Time PCR
2.3.8 Mgt so phwong phdp tin sinh sir dung trong lugn an
2.3.9. Pua siRNA vio trong té bao don nhin mdu ngogi Vi
2.3.10. Phan lgp va nudi cdy té bao don nhin mdu ngogi Vi
2.3.11 Pém té bao dong chay
2.3.13 Phuong phdp ELISA phén tich nong dp cytokine
2.3.14 Héi déong dao dirc trong nghién citu y sinh
CHUONG 3: KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Két qua nghién cteu trén bénh nhan ting hong ciu vé cin
3.1.1 Chi sé sinh h6a mau bénh nhén ting hong cau vé cin

Két qua xét nghiém sinh héa méu chi ra ty 1¢ bénh nhan THCVC c6 chi sé axit uric, bilirubin gian tiép,
protein toan phan, globulin va LDH cao hon ngudi khoe manh (Bang 3.1). Nong d6 céc chi sb sinh hoc nay
tang cao chi ra mirc d6 anh hudéng cao cua bénh dén sy tén thuong cac co quan than, gan va mét s6 co quan
khéc. Nong d6 LDH ting cao dan dén ting ndng do lactat trong méau va ton thuong mo. Ngoai ra, cac chi s6
hoéa sinh khac nhu ure, glucose, ferritin, AST va ALT ciing c6 mot s& bénh nhan c6 cac chi sé nay cao hon
binh thuong.

Bang 3.1: Ty ¢ bénh nhan THCVC c6 chi s6 xét nghiém sinh héa mau cao hon binh thuong



, Bénh nhan (n)/ Téng | % Bénh Gid tri Glatri
STT Chi so bénh . . N . binh
so bénh nhan (77) nhan trung binh
thwdng
1 Ure (mmol/l) 12/77 15,58 75+1,67 3,3-6,6
2 Glucose (mmol/l) 8/77 10,38 5,36 + 0,7 3,9-5,6
3 | Creatinin (umol/l) 0/77 0 79,8 + 20,5 50-110
4 | Axid uric (umol/l) 23/77 29,87 336,8 +112,2 <420
5 | Bilirubin toan phan (umol/1) 10/77 12,99 14,15+ 48 0-21
6 | Bilirunbin tryc tiép (umol/l) 0/77 0 24+12 0-5
7 | Bilirubin gién tiép (umol/l) 19/77 24,68 11,75+ 4,3 0-17
8 | Protein toan phan (g/l) 35/77 45,45 80,8+ 3,9 60-80
9 | Albumin (g/l) o/77 0 43,8 +2,48 35-50
10 | Globulin (g/l) 19/77 24,68 37+4 20-35
11 | Chisb A/G 0/77 0 1,87+27 >1
12 | Ferritin 8/77 10,38 255 + 230,69 10-300
13 | Calci ion héa (mmol/l) o/77 0 1,19 £ 0,07 1,7-2,5
14 | AST (GOT) U/I-37°C 8/77 10,38 27,65+6,8 0-40
15 | ALT (GPT) U/I-37°C 16/77 20,78 29,3+23,2 0-40
16 | LDH U/I-37°C 46/77 59,74 600,4 + 238,1 0-240
17 | Canxi toan phan (mmol/l) o/77 0 2,35+0,12 1,7-2,5
Pinh lwong Sat huyét thanh
18 8177 10,38 15,47 + 6,7 5,5-25
(umol/l)
19 | Na+ (mmol/l) o/77 0 140,11+ 1,57 | 135-145
20 | K+(mmol/l) o/77 0 3,91+£0,34 3,5-5,0
21 | CI- (mmol/l) o/77 0 104,08 + 2,41 95-110

3.1.2 Phan tich biéu hi¢n mgt sé gen deubiquitinase trén bénh nhén ting hong cau vé cin

Nghién ciru di chi ra rang mirc d6 biéu hién mRNA cua A20, Cezanne va CYLD giam dang ké & bénh
nhan THCVC so véi nhom déi chimg (Hinh 3.1A), tuy nhién, khéng cé su khac biét trong biéu hién phién ma

cuia cac gen DUBs khac bao gdm Otubain-1 va Otubain-2 giira nhém bénh nhan va nhém ching da duoc phét
hién (Hinh 3.1 B). Bang ching cho thiy rang su biéu hién bat hoat ciia A20, Cezanne va CYLD c6 thé la két
qua cua sy thay doi di truyén caa chling trong té bao THCVC.
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Hinh 3.1. Mt d6 biéu hién gen ciia mot sé gen DUB ¢ bénh nhan THCVC va nhém ching
3.1.3 Mike dé biéu hign mgt sé gen tin higu trén bénh nhén ting hong cau vé cin
Mtc d6 biéu hién cac gen lién quan dén tin hiéu phan tir STAT bao gébm céc gen STAT1, STAT3, STATS
déu c6 biéu hién ting cao & bénh nhan THCVC so véi mau dbi ching phan anh rang, gen STAT dic biét quan
trong trong didu hda qua trinh gay bénh THCVC. Pay 1a nghién ctru dau tién chi ra sy ting biéu hién cua 3
gen STAT1, STAT3, STATS trén bénh nhan THCVC.
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Hinh 3.2. Mirc d6 biéu hién cuia cac gen tin hiéu phan tir STAT
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Hinh 3.3. Biéu hién gen SHP1 va SHP2 trén bénh nhan THCVC
Bén canh cac gen kiém soat mién dich, nhém gen SH2 domain containing protein tyrosine phosphatase

(SHP) ciing déng gop vai trd quan trong truc tiép didu hoa cac qua trinh sinh 1y t& bao. Phan tich biéu hién gen
SHP-1 va SHP-2 lién quan dén hoat dong cua tin hiéu tyrosine phosphatase cho thay rang biéu hién cua gen
SHP-2 khong thay ddi so véi ngudi khoe, mat khac SHP1 ¢6 biéu hién giam hon so v6i mau dbi chimg. Diéu
nay cho thay rang, biéu hién cua bénh THCVC so vai bénh bach cau gan nhu khac biét vé dot bién mot s6 gen
chire ning va biéu hién caa mot sé gen lién quan dén hoat dong cua té bao mién dich.
3.1.4 Biéu hién mét sé gen kiém soat mién dich trén bénh nhén ting hong cau vé céin

Két qua kiém tra muc do biéu hién mot sé gen lién quan dén diéu hoa hoat dong té bao T bao gdom cac
gen LAG3, CTLA-4 va PD-1 cho thdy cic gen nay déu c6 mic biéu hién thip hon, trong d6 biéu hién cua
LAG3 thip hon dang ké so voi mau ddi ching (Hinh 3.4), chimng to rang hé mién dich caa bénh nhan THCVC
bi anh hudng it lién quan dén hoat dong kiém soat mién dich cua 3 gen LAG3, CTLA-4 va PD-1.
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Hinh 3.4 Biéu hién gen Klotho, LAG3, CTLA4, PD1 trén bénh nhan THCVC
3.1.5 Phan tich dgt bién JAK2 trén bénh nhan ting hong cdu vé cin
3.1.5.1 Dét bién gen JAK2 trén bénh nhén tang hong cau vé cdn
Trong nghién ctru nay, ching t6i da khao sat tan s6 kiéu gen ctia dot bién nay dé xac dinh méi lién hé giira
cac dot bién & gen JAK2. Chiing t6i quan st thay rang 51/77 (66,23%) trudng hop THCVC khong duoc diéu
tri duong tinh véi dot bién JAK2Y6YF (Hinh 3.5). Bot bién JAK2V$'F xay ra do dot bién sai nghia tai vi tri



nucleotide s 1849 trén trinh tw cDNA bién d6i Guanine thanh Thymine. Két qua giai trinh tuy Sanger tir san
pham PCR tinh sach chtra diém dot bién cho thay tin hiéu giai trinh tu rd rang, sac nét, khdng c6 tin hiéu nhidu
hay ngoai lai. Két qua cd thé str dung dé phan biét d& dang cac kiéu gen dong hop GG, di hop GT hay dong
hop TT ma khong gay ra nham Ian (Bang 3.2; 3.3).

66 GT I

Hinh 3.5. Piém da hinh JAK2"%*F & bénh nhan THCVC va nhém ching

Bang 3.2. Sy phan b kiéu gen cua SNP JAK2Y6YF ¢ bénh nhan THCVC va nhém chang

Gen/SNP SNPID | o ot pién | 1haY 01 | MAF HWE ;I];tﬁl II\-TII‘J‘;ﬁl g‘: g:é
GenBank - nucleotide | THCVC | THCVC (p) R . a
chirng chirng (p) (p)
AK2/rs773754939:5073770 Missense G>A 0.442 0.656 0 NaN 0.051

Bang 3.3. So sénh tan sb kiéu gen cua gen JAK2V5Y'F gitra bénh nhan THCVC va nhom chirng

Mo hinh | Nhom ching | THCVC oo
SNP Gen | 1 iéu gen (n=55) @=77) |CGBAUip
GG 55 (100%) |26 (33.76%
rs77375493 | J4K2 (100%) ( 2 0,001
GI/TT 0(0%) |51 (66.24%)

3.1.5.2 Két quda dur dodn in-silico cia gen JAK2

Két qua phan tich bang cac phan mém nhu PredictSNP, PhD-SNP, Polyphen-2, SIFT, SNAP déu dy
doan rang dot bién JAK2V6Y'F ¢4 kha ning cao 1am thay ddi cdu tric 3D cua protein, qua d6 1am suy giam hoat
tinh cta enzyme tuong ung (deleterious). Ngoai ra, vi tri acid amin s6 617 (Valine) & gen JAK2 ciing cho thdy
su bao thu I6n gitra cc loai dong vat khac nhau, cho thay viing trinh tu acid amin nay déng mét vai trd quan
trong trong cau trlic va chirc nang ciia Janus kinase 2 (Hinh 3.6.).

Species JAK2
V617

Homo sapiens (Human) v L N Y G v C v C D
Monodelphis domestica (Gray N L N v G N c it C E
short-tailed opossum)
Rattus norvegicus (Rat) v L N Y G A% C v C E
Muvotis lucifigus (Little brown v L N ¥ G v c v c E
bat)
Meleagris gallopave (Wild v L N v G v c v C E
turkey)
Loxodonata Africana (African v 1 N v G v c v c E
elephant)
Gallus gallus (Chicken) v 1 N Y G A% C v C E
Xenopus tropicalis (Western 1 L N v G v c v c E
clawed) )
Tetraodon nigroviridis

y A\ I T Y G 1 C Vv C D

(Spotted green pufferfish)

Hinh 3.6. So sanh trinh ty amino acid tai vi tri JAK2"%!'F gitra cac loai khac nhau
3.1.6 Phdn tich d¢t bién gen CYLD trén bénh nhan ting hong cau vé cin
3.1.6.1 Dt bién gen CYLD trén bénh nhan tang hong cdu vé can



Trinh ty gen CYLD xéc dinh duogc 6 thay dbi nucleotide ¢ exon 15 (Hinh 3.7 A), trong d6 5 trong s
6 SNP, bao gom p.A705P (¢.2355 G> C), p.Q731H (c.2435 G> C), p.E735K (c.2445 G> A), p.W736G (c.2448
T> G) va p.E747K (c.2481 G> A) 1a SNP khong dong nghia (nsSNP), gdy ra nhiing thay d6i trong géc axit
amin, va mot SNP p.E723E con lai (c.2411 G> A) 1a @6t bién im ling. Nam thay d6i nucleotide bén trong, bao
gom 2 SNP ¢.2351-118delA va ¢.2351-31 T> G trong intron 14 va 3 SNP ¢.2483 + 6 T> G, c. 2483 + 39 T>
G va c. 2483 + 53 G> A trong intron 15 dugc tim thay (Hinh 3.7 B).

A
p.ATO5P p.ET23E p.Q731H pE735K pW736G p.ET4TK
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Hinh 3.7. Céc diém da hinh cua gen CYLD & bénh nhan THCVC va nhém ching.

Trong s6 11 SNP, sy phan bé kiéu gen cua tat ca ngoai trir 2 SNP p.E747K va ¢.2483+53 G> A déu phu
hop vai can bang Hardy-Weinberg (HWE) (p> 0,05). Tan sb alen phu (MAF) cua bién thé p.W736G cao hon
dang k& & nhém THCVC so vé6i nhom déi chiing (p = 0,022) va khong c6 su khéc biét trong 10 SNP con lai
gitra hai nhdm (Bang 3.4).

Bang 3.4. Sy phan b kiéu gen cua cac SNP trén gen CYLD & bénh nhan THCVC va nhém ching
HWE

Cen/SNP SNPID Kleu dot  Thay qéi MAF HWE MAF o ehimg  TVE
GenBank bieén nucleotide = THCVC THCVC (p) Nhom ching ) quan the(p)

CYLD/ ¢.2351-118 16:50791440  Intron Del A 0 0.993 0 0.913 0.938
CYLD/c.2351-31 16:50791527  Intron =G 0.006 0.998 0 NaN 0.999
CYLD/c.2355 p.A705P  16:50791562  Exon G>C 0.02 0.985 0 NaN 0.991
CYLD/e.2411 p.E723E  16:50791618  Exon G=A 0.033 0.958 0.055 0.913 0.883
CYLD/e.2435 p.O731H 16:50791642  Exon G>C 0.111 0.553 0.137 0.504 0.285
CYLD/ ¢.2445p. E735K  16:50791652  Exon G=A 0.13 0.424 0.173 0.302 0.138
CYLD/c.2448 p.W736G  16:50791655  Exon =G 0.091 0.681 0.01 0.998 0.787
CYLD/c.2481 p.E747K  16:50791688  Exon G=>A 0.169 0.204 0.219 0.118 0.027
CYLD/ ¢.2483+6 16:50791696  Intron =G 0.026 0.973 0 NaN 0.985
CYLD/ ¢.2483 +39 16:50791729  Intron =G 0.039 0.939 0.01 0.998 0.952
CYLD/c.2483+53 16:50791743  Intron G>A 0.182 0.149 0.219 0.118 0.019

Dé danh gia tac dong cua SNP khong dong nghia trong gen CYLD Ién chirc ning cua protein, nghién
ctru da sir dung phan mém tin sinh hoc Polyphen-2 [230]. Két qua chi ra rang, trong s6 5SNP chi c6 SNP
p.W736G duoc du doan 1a c6 thé gay bénh véi sb diém 1a 0,9456 (pham vi diém: 0 —1; d6 nhay: 0,8; d6 dic
hiéu: 0,95) (Hinh 3.8). Chinh vi thé, bién thé p.W736G cd thé l1a mot trong nhitng SNP khong dong nghia gay
bénh c6 mat trong gen CYLD.



HumDiv

his mutation is predicted lobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.946 (sensitivity. 0.80, specificity 0.95)
0.00 0.20 0.60 0.80 1.00
HumVar
This mutation is predictedtobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.741 (sensitivity. 0.77, specificity. 0.86)

0.00 1.00

Hinh 3.8. Du doan chirc nang bién thé p.W736G bang chwong trinh Polyphen-2
Bén canh do, kiéu gen TG cua bién thé p.W736G c6 tan suat cao hon & bénh nhan THCVC (18,2%) so
véi nguoi khoe manh (1,81%; p = 0,018, Bang 3.5), trong khi d6, 10 SNP khac trong gen CYLD khong lién
quan dang ké vai kiéu hinh THCVC. Cac bang chimng cho thay dot bién p.W736G trong gen CYLD c6 thé 1a

dot bién gay bénh THCVC.

Bang 3.5 So sanh tan sé kiéu gen cua céc gen CYLD giita bénh nhan THCVC va nhém chiing

Mo hinh Nhém chimg THCVC

SNP Gen 2 Gid tri
kiéu gen (n=55) (n=77) P

visiais  CTID AA 49 (89.09%)  75(97.4%)
€e30d DelA 6(1091 %)  2(2.6%) 0.0520

U T 35 (100%) 76 (98.7%)
B TG 0 1(13%) o

c.2355 . GG 55 (100%) 74 (96.1%)
p.A705P GC 0 (0%) 3(3.9%) 01210

2411 . GG 49 (89.09%) 72 (93.5%)
p.E723E GA 6(10.91 %)  5(6.5%) 03350

1350 OrIH YD GG 10 (72.73%) 60 (77.9%)
¢:2435p. 07 GC 15 (27.27%) 17 (22.1%) (5110

GG 36 (65.46%) 57 (44%

¢.2445p.E735K CYLD ( °) (44%)
GA 19 (34.54%) 20 (56%)  0.0550

0448 viD T 54 (98.19%) 63 (81.8%)
p.W736G TG 1(1.81%) 14 (18.2%) <0.001®

GG 31 (56.36%) 51 (66.2%

c.2481p.E747K CYLD (56.36%) 31 (66.2%)
GA 24 (43.64%) 26 (33.8%) (.1470

0 0

usiis cvp T 55 (100%) 73 (94.8%)
TG 0 (0%) 4(52%)  0.0590

isiete  Cvip T 54(98.19%)  71(92.2%)
Goges s TG 1(181%)  6(7.8%) 0.101M

isiis: cvip GG 31 (5637%) 49 (63.6%)
CameTT GA 24 (43.63%) 28 (36.4%) (2480

3.1.6.2 Két qua du dodn in-silico ciia gen CYLD

Tiép theo, nghién ciru phan tich tic dong cua 5 SNP ¢6 mit trong ving intron lién quan dén bénh

THCVC bang chuong trinh du doan SD-Score. Nghién ciru cho thay rang, chi c6 SNP ¢.2483+6 T> G dugc
du doan 1a SNP thay ddi vi tri cat) (Bang 3.6 A). Bén canh d6, phan mém dy doan MaxEntScan thong qua
phan tich diém cia MaxENT, MDD, MM va WMM chi ra rang chi sé cac loai trén caa SNP ¢.2483+6 T>G
thip hon nhom dbi ching (Bang 3.6 B), didu d6 cho thiy ring SNP ¢.2483+6 T>G c6 thé 1a SNP thay dbi vi
tri cit.
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Bang 3.6. Anh huéng gay bénh THCVC caa SNP ¢.2483 + 6 T> G. Dy doan béi chuong trinh phin mém SD-
Score (A) hoac MaxEntScan (B).

A
Wt.Se Mt.Seq Difference
Pos W] (G S Ri | CV LRGP Ri Ccv S N ACV | Prediction
es) Score s) Score Score
4|GAGGTTAGT | -3.08] 7.568| 0.87|GAGGTTAGG -4.163]  6.274] 0.823] -1.087[ -1.294| -0.049| Aberran{
B
Genotype Sequence MaxENT MDD MM WMM
Wild type gagGTTAGT 7.15 12.78 6.8 6.92
Mutant gagGTTAGG 4.36 8.98 5.11 5.99

Kiém tra sdu hon vé su lién két cua protein CYLD bang phan mém Polyphen 2 cho thiy rang trinh ty
amino acid tai vi tri p.W736 duoc bao ton cao giira cac loai khac nhau bao gém con nguoi (Homo sapiens),
chuot (Rattus norvegicus), opossum dudi ngan xam (Monodelphis domestica), quy tasmanian (Sarcophilus
harrisii), mo vit (Ornithorhynchus anatinus), doi ndu nhé (Myotis lucifugus), ga (Gallus gallus), ga tdy hoang
da (Meleagris gallopavo), é&ch méng vudt phuong tay (Xenopus Tropicalis), ca rd phi nile (Oreochromis
niloticus), ca ngua van (zebrafish Danio rerio), c4 ba gai (Gasterosteus aculeatus), voi chau Phi (Loxodonta
africana), c4 noc xanh dém (Tetraodon nigroviridis) (Hinh 3.9).

Species p-W 736

Homo sapiens (Human)
Rattus norvegicus (Rat)
Monodelphis domestica (Gray short-
tailed opossum)
Sarcophilus harrisii (Tasmanian
devil)

rnithorhynchus anatinus (Duckbifl
platypus)
Myotis lucifugus (Little brown bat)

Gallus gallus (Chicken)

Meleagris gallopavo (Wild turkey)
Xenopus tropicalis (Western clawed
frog)

Oreochromis niloticus (Nile tilapia)
Danio rerio (Zebrafish)

Gasterosteus aculeatus (Three-spined
stickleback)

Loxodonta africana (African elephant)
Tetraodon nigroviridis (Spotted green

pufferfish)
Hinh 3.9. So sanh trinh tw amino acid tai vi tri p.W736 trong protein CYLD
Giita cdc loai khdc nhau dirge danh dau bang 6 dam nét lién.
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3.1.7 Phén tich dgt bién gen A20 trén bénh nhan ting hong cau vé cin va ngwoi khée

Giai trinh tu gen A20 xac dinh duoc 3 su thay d6i nucleotide & exon 7 bao gom rs776591390 G>T,
rs141376366 G>A va rs745670694 G>A (Hinh 3.10). Su phan bé kiéu gen cua 3 SNP trong gen nay phil hop
vé6i dinh luat HWE (p> 0,05) (Bang 3.8). Két qua MAF caa SNP rs776591390 cao hon mét chut, trong khi
MAF ciia 2 SNP con lai & nhém THCVC thap hon so v6i nhom d6i ching. Trong s6 3 SNP, tan suat SNP
rs776591390 duoc phét hién & mot bénh nhan THCVC (1,29%) va 2 SNP con lai rs141376366 va rs745670694
chi dugc tim thay & céc ca thé dbi ching véi tan sb lan luot 1a 1,81% va 3,63% tuong tng (Bang 3.7).
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rs776591390 rs141376366 rs745670694
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Hinh 3.10. Piém da hinh ciia A20 & BN THCVC va nhém chung
Bang 3.7. Su phan bé kiéu gen cua cac SNP trén gen CYLD & bénh nhan THCVC va nhom chiing

Mo hinh  Nhom ching THCVC

SNP Gen  yiéu gen (n=55) =77 CM4miP
GG 55 (100%) 76
rs776591390  A20 > ° (98.71%)
TG 0 1(129%) 1O
o GG 54 (98.19%) 77 (100%)
3763
rsl41376366 420 GA 1(1.81%) 0 0.497)
GG 53 (96.37%) 77 (100%)
rs743670694 420 AG 2 (3.63%) 0(0%)  0.1210

Bang 3.8. So sénh tan s kiéu gen cua cac gen A20 gitra bénh nhan THCVC va nhém ching

Gen/SNP SNPID s gorpign 1MV 0i  MAF HWE ﬁﬁi Nhéiviiim HWE
GenBank : nucleotide THCVC THCVC (p) , g quan the (p)
ching (r)
A20/rs776591390 6:137878495 Missense G>T 0.006 0.998 0 NaN 0.999
A20/rs141376366 6:137878670 Exon G>A 0 NaN 0.01 0.998 0.999
A20/7s745670694 6:137878786  Synonymous G>A 0 NaN 0.108 0.991 0.996

Két qua cho thay khéng c6 méi lién quan nao gitra cac bién thé trén véi bénh THCVC (p> 0,05).
3.1.8 Phan tich d@t bién gen Cezanne trén bénh nhén ting hong cau vé cin va ngwoi khoe

Cuébi cuing, giai trinh tu gen Cezanne da xéac dinh duoc 7 thay doi nucleotide trong intron 10 va 3 trong
s6 7 bién thé (c.1584-287 C>G, ¢.1584-167 G>T va ¢.1584-122 G>T) 1a méi chua dugc cdng bé trude do.
BN bién thé con lai (rs1168285629 A>G, rs1394369937 A>G, rs1158787149 C>G va rs1553772411 C>G)
dugc bao cao trong co sd dir liéu SNP cua NCBI 1a SNP khong xac dinh (Hinh 3.11).
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Hinh 3.11. Biém da hinh cta Cezanne & bénh nhan THCVC va nhém ching
Su phan b kiéu gen cua 7 SNP trong gen Cezanne phu hop véi dinh luat HWE (p> 0,05) (Bang 3.9).
MAF ctia 7 SNP & nhém THCVC cao hon mét chiit so véi nhitng nguai khoe manh. Trong sé cac SNP nay, 5
trong s6 7 SNP (c.1584-287 C> G, rs1394369937 A> G, ¢.1584-167 G> T, rs1158787149 C> G va
rs1553772411 C> G) xuat hién ¢ bénh nhan THCVC, nhung khong xuat hién trong nhom déi chung, voi tan
sb lan luot 12 7,79%, 5,19%, 2,6%, 5,19% va 3,89% (Bang 16).
Bang 3.9. SNP cua cac gen Cezanne & bénh nhan THCVC va nhém ching

V¢

SNPID  Kiéuddt Thayddi MAF HWE MAF HWE HWE
Gen/SNP GenBank bién  nucleotide THCVC THCVC (p) Nhém chitng Nhém chimg () quan thé (p)

Cezanne/c.1584-287 1:149947622 Intron C>G 0.039 0.998 0 NaN 0.965
Cezanne/rs1168285629 1:149947587  Intron ASG 0.046 0.916 0.019 0.991 0.921
Cezanne/rs1394369937 1149947537  Intron A>G 0.026 0.973 0 NaN 0.985
Cezanne/c.1584-167 1:149947502  Intron G>T 0.013 0.993 0 NaN 0.996
Cezanne/c.1584-122 1:149947457  Intron G>T 0.026 0.973 0.010 0.998 0.976
Cezanne/rs1158787149  1:149947449  Intron =G 0.026 0.087 0 NaN 0.985
Cezanne/rs15353772411  1:149947450  Intron =G 0.019 0.993 0 NaN 0.991

Phan tich cac bién thé trén gen Cezanne cho thay, 7 trong sé 77 (9,09%) bénh nhan THCVC mang it
nhat 2 SNP trong gen Cezanne. Ngoai ra, dé xac dinh méi lién quan giira cac dot bién trong gen CYLD va
Cezanne, chiing tdi ciing quan sat thdy cac mau THCVC mang bién thé p.W736G va/hoic c.2483+6 trong gen
CYLD khéng c6 bién thé trong gen Cezanne.

Bang 3.10. So sanh tan s6 kiéu gen cua Cezanne giira bénh nhan THCVC va nhém chiing
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S 1 S e L
CcC 55 (100% 9
c-1584-287  Cezanne CG 0((0%)0) ?é gz?%“) 0.007®
rs1168285629  Cezanne ié 5; 8663106/31) ?2 80{)3%) 0.251)
rs1394369937  Cezanne ié 550((10{12?) ?i 52412(}/:/)0) 0.059(1)
c.1584-167 Cezanne ((}}(T} 550((10{12;%]) ?25 ((29;01:3) 0.246M
c.1584-122 Cezanne (é(T} 5111 giéiﬁl) ?i 52412(}/:/)0) 0.445D
rs1158787149  Cezanne gg 550((10?%) ?i 52412%) 0.059(1)
_ CcC 55 (100% 9
rs1553772411  Cezanne CcG 0((0%)0) ?;1 868;‘}%3]) 0121

Dbi voi 7 bién thé dugc kiém tra ¢ bang trén, dyua vao ty & chénh léch va khoang tin cay, gia tri p cho

thay khdng c6 mdi lién quan nao giira cac bién thé trén véi bénh THCVC (p> 0,05) (Bang 3.10).

Pang chu y 1a trong s6 14 bénh nhan mang gen SNP W736G trong gen CYLD, 13 truong hop (92,8%)
dugc phéat hién mang SNP p.E747K; 11 (78,6%) truong hop ¢6 ca SNP p. Q731H G> C va SNP ¢.2483 + 53
G> A; 9 (64,3%) truong hgp dugc phat hi¢én mang SNP p.E735K; 3 (21,4%) mang SNP c. 2483 + 6 T> G va
5 (35,7%) trudng hop mang SNP c. 2483 + 39 T> G (Hinh 3.12). Theo két qua thir nghiém Kruskal — Wallis,
c6 su lién quan déng ké giira cac SNP trong gen CYLD (x2 = 7,364, p = 0,007), cho thiy rang ngudi bénh
THCVC mang SNP W736G c6 nhiéu SNP trong gen CYLD. Chiing t6i ciing quan sat thdy rang cac bénh nhan
THCVC mang SNP W736G va SNP c. 2483 + 6T> G trong gen CYLD khdng c6 SNP trong A20 hoac Cezanne

(Hinh 3.12).

Tan s6 kiéu gen (%)

p=0.007

SNPs

Hinh 3.12. Méi lién hé giira SNP W736G va 9 SNP khac trong gen CYLD trén bénh nhan THCVC
3.1.9 Kiéu hinh mién dich trén bénh nhén ting hong cau vé cin

Trong két qua nay, cac té bao CD45* duoc coi |a té bao bach ciu da duoc kiém tra trong tit ca céc thi
nghiém. Phan tich té bao dong chay cho thay ty 1¢ té bao CD11b* ting 1én trong tuan hodn mau cua bénh nhan
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THCVC (Hinh 3.13 A, 3.14A). Su hoat hoa cua té bao T CD3*CD4* da dugc ting cuong trong bénh nhan
THCVC (Hinh 3.13A). S6 luong té bao CD3*CD4*CD44* dudng nhu khong ting & bénh nhan THCVC va
mau chuang (Hinh 3.13 B, 3.14 B).

A i : B
CD45°CD11b’ cells CD45'CD3’ Teells CD3'CD4'CD44’ cells CD3'CD4'CD25" cells

28.1% | |l (i £ %
b &-8“ " [tos% ;_-_L 11 7.5%
’ | . ., :ﬁ
) N 4 01 197 Q1| 02,
Nhom chimng : ol —
03| 04 I : %s.( il | ol
9 < T S I T s e s
s i '""”“'é‘v 'é g
o 1 r%% | e7% g 13.7% [0
THCVC | 01} | § [ o
03] 04 :{ : % \@jﬁ
CO11b ' cD3 cD4

Hinh 3.13. Hinh dot blot cua nhitng té bao CD11b* va té bao T CD4 trén bénh nhan THCVC

Tuy nhién, su hoat hda cua té bao tay CD11b* trong cac trudng hop THCVC dugc phét hién 13 tuong
tu nhu & nhitng ngudi khoe manh, vi sb lugng té bao biéu hién CD11b*CD86* va CD11b*CD40* van khong
thay d6i & nhitng bénh nhan nay (Hinh 3.14A).
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Hinh 3.14. Biéu d6 biéu hién vé ty 1 phan trim cac té bao trén bénh nhan THCVC so véi mau ddi chimng

Tiép theo, phan tich sy xdm nhap cua té bao T hoat hda vao tuan hoan méu cho thiy, cac té bao biéu
hién CD3*CD4*CD25*FoxP3* (Treg- té bao T diéu hda) va CD3*CD4*IFN-y* (Th1) duoc huy dong vao hé
tudn hoan cao hon dang ké so v&i mau dbi ching. S6 lugng té bao CD3*CD4*IFN-y* (Thl) va
CD3*CD4*CD25*FoxP3* & mau chimng lan luot 12 0,7%; 0,31 % trong khi & bénh nhan THCVC twong tng 1a
1,6% ; 2,3% (Hinh 3.15). Phi hop véi mot nghién ciru trude day, cac té bao Treg duge huy dong vao hé tuan
hoan dé tao diéu kién thuan loi cho sy phét trién cua bénh THCVC, cho thay rang su giam biéu hién cua cac
gen A20, CYLD va Cezanne & bénh nhan THCVC c6 thé lién quan dén viéc lam ting sé lugng cac té bao
CD25* CD4 T va té bao T diéu hoa trong mau.

Ngoai ra, sé luong té bao biéu hién CD3*CD4*IL-4* (Th2) & bénh nhan THCVC 14 0,9% so véi mau
d6i chimg 13 0,6%. Luong té bao CD3*CD4*IL-17* (Th17) & hé tuan hoan bénh nhan THCVC la 1,2% trong



16

khi & mau ching 1a 0,8% (Hinh 3.15, 3.16). Két qua chi ra rang khong cé sy thay ddi lon cua hai loai té bao
nay trén bénh nhan THCVC.
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Hinh 3.15 Hinh dot blot biéu hién kha ning tiét cua c4c loai té bao T trén bénh nhan THCVC.
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Hinh 3.16. Biéu hién mot sé té bao mién dich trén bénh nhan THCVC so véi mau ddi chang

3.1.10 Swtiét cytokine va khdng nguyén ung thw trén bénh nhén ting hong cau vé cin

Protein A20 va CYLD diéu hoa ngugc con duong tin hiéu NF-«xB, kiém soat qué trinh viém va chong
lai qua trinh apoptosis. Hai protein nay ciing dugc goi la chat e ché phan ang viém. Mat khac, mic do biéu
hién gen cua hai gen nay giam déng ké & bénh nhan THCVC so véi nguoi khoe (Hinh 3.1), do d6 viéc san xuat
cytokine trong huyét thanh ciia bénh nhan THCVC c6 thé lién quan dén muc do biéu hién hai gen trén. Twong
tu nhu mot nghién ctu gan day, chiing t6i ciing chi ra rang mac IL-6 vd TNF-o & bénh nhan THCVC duoc
tim thdy cao hon so v&i bénh nhan déi ching, tuy nhién, nhitng bénh nhan nay khong cho thay su thay dbi vé
mirc d6 IL-1p trong huyét thanh (Hinh 3.17).
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Hinh 3.17. Két qua do ndng do IL-6, TNF-a, IL-1p bang phuong phap ELISA.

Muc CA-125 da dugc kiém tra bang ELISA vi ham luong cua khang nguyén ung thu nay duoc tim thdy
1a cao hon & bénh nhan nit cao tudi méc bach cau lympho mén tinh ¢ do tudi 50-75 trong nghién ctru gan day
ctia chiing tdi. Dau hiéu nay dugc coi 1 ddu hiéu lién quan dén sy phét trién va bénh sinh caa bénh bach cau.
Nhu du doén, mirc CA-125 & bénh nhan THCVC cao hon déng ké so vai nhdm chang khoe manh (Hinh 3.18)
va 18 trong s6 77 (23,4%) bénh nhan THCVC c6 mirc CA125 cao hon ngudng 1am sang, 35U1/mL.
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0
Hinh 3.18. Két qua do ndng d6 CA125 bang phuong phap ELISA.
3.2 Két qua nghién ciru trén té bao don nhan mau ngoai vi

3.2.1 Két qud phan Igp va nudi cdy té bao don nhin mdu ngogi Vi

Dua vao ty trong caa Ficoll 1,077 g/mL va ty trong cta té bao mau cao hon ty trong ciia bach cau lympho
nhung lai thap hon ty trong cua hdng cau va bach cau hat. Khi ly tim, hdng ciu va bach cau hat ling xuéng
day 6ng ly tam, con bach cau lympho va bach cau don nhan khac nam ¢ trén 16p Ficoll. Thu I6p té bao & trén
I6p Ficoll rat giau té bao gdc tao méau. (Hinh 3.19)
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Hinh 3.19. Phan lap PBMCs bing phuong phap ly tim phén 16p theo ty trong.
Duéi day 14 hinh anh PBMCs dugc quan sat duéi kinh hién vi (40x) (Hinh 3.20).

Hinh 3.20. Té bao PBMC duoc quan sat dudi kinh hién vi (40x)

3.2.2 A20 diéu hoa kiéu hinh mién dich té bao don nhan mdu ngogi Vi

Céc loai té bao duong tinh vai CD45* trong quan thé té bao PBMC duoc phan tich vé ty 18 phan tram
va sy hoat héa. Pau tién, két qua cua viéc bat hoat A20 da duoc kiém tra bang k§ thuat Real-time PCR sau khi
st ly té bao PBMC véi siRNA. Két qua chi ra rang mirc do biéu hién gen A20 da bi giam rd rét sau khi sir dung
SiRNA A20 (Hinh 3.21A). Tiép theo, khi té bao PBMC dugc xir ly bang LPS dan dén hoat héa té bao dong
tay, té bao T va B (Hinh 3.21B-C) va khi str dung A20 siRNA lam ting cuong hon nira ty 16 CD11b*CD40*
(té bao dong tuy hoat hda), CD19*CD25* (té bao B hoat hda ) va cac té bao biéu hién CD3*CD25* (té bao T
dugc kich hoat). Tuy nhién, sé lwong cac té bao CD11b*CD86*, CD19*CD44* va CD3*CD44* tuong tu Voi
nhém dbi ching (Hinh 3.21B-C). Bang ching cho thay A20 tic ché mot phan sy hoat hda cua cac quan thé té
bao T va B va té bao dong tay.
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Hinh 3.21. Kiéu hinh mién dich cia PBMCs bét hoat gen A20
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3.2.3 420 diéu hoa s tiét cytokine

Dé bat hoat gen A20 trong té bao PBMC, phan tir siRNA dic hiéu dich A20 (siRNA duoc thiét ké trudc,
cung cap bai cong ty Applied Biosystems, M) duoc dua vao té bao PBMC véi nong do 40 ng/ml (2x10° té
bao/ml), sir dung chat dan Lipofectamine RNAIMAX. Sau d6, chung toi tién hanh kiém tra va so sanh muc do
biéu hién cua céc cytokine, két qua thu dugc nhu Hinh 3.22.
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Hinh 3.22. Két qua giai phong cac cytokine tir PBMCs bat hoat gen A20.
Sau khi xir Iy té bao PBMC vai LPS, nhém té bao nay da ting cuong san xuat cac cytokine gay viém

IL-6, TNF-0, IL-12p70 va IL-1B. Hon nita, ndng do céc cytokine TNF-o, IL-12p70 va IL-1B con dugc tiét
nhiéu hon nira khi t& bao PBMC duoc xtr ly bang LPS khong c6 su hién dién cua gen A20. TNF-o ting tir 230
Ién 400 (pg/ml); IL-12p70 tang tir 150 I&n 180 (pg/ml) va IL-1p ting tir 50 Ién 385 (pg/ml). Két qua chi ra rang
sy hién dién cia A20 rat nhay cam véi viéc tiét TNF- o va IL-1p cua té bao PBMC.
3.2.4 A20 diéu hoa sw di cw té bao don nhin mdu ngogi Vi

Ngoai viéc diéu hoa cac phan tng mién dich bang céch tiét ra cac cytokine khéac nhau, su di chuyén cua
té bao ciing 1a mot dau hiéu chirc ning ciia cac PBMC dugc kich hoat. Tuong ty nhu tac dung tc ché cua A20
dbi véi su truong thanh chirc nang ctia PBMC, su di chuyén cua té bao nay ting 1én dang ké khi dwoc bat hoat
gen A20 (Hinh 3.23).
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Hinh 3.23. Su di chuyén cua té bao PBMC khi duoc bat hoat gen A20.
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3.2.5 420 diéu hoa qué trinh apoptosis té bdo don nhdn mdu ngoai Vi

Cung véi hoat dong chirc nang tiét cac cytokine cua té bao PBMC thi qua trinh apoptosis dong vai tro
dic biét quan trong. Né quy dinh nhiéu yéu tb trong can bang noi méi mién dich, dong thoi kiém soat su khoi
dau, cham dut, cuong do va thoi gian cac phan tng mién dich. Cac marker sinh hoc lién quan dén sy chét
apoptosis cua té bao bao gom nhiéu loai khac nhau trong d6 c¢6 cac marker: Annexin V, propidium iodide (P1)
va caspase-3.
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Hinh 3.24. Phan tich kha nang song s6t cia PBMCs dudi sy anh huong cua A20.

3.2.6 Otubain-1 trong viéc diéu hoa chirc néing té bao don nhin mdu ngogi Vi

Protein Otubain-1 duoc nghién ciru rong ri trong nhidu con duong lién quan dén ung thu nhung vai tro
ctia n6 trong diéu hoa chirc nang té bao PBMC thi van 1a mot an sb. Otubain-1 duoc ching minh 1a gép phan
trc ché dap wng mién dich qua trung gian phan tir NF-kB di véi cac tac nhan truyén nhiém [205]. Dé hiéu cac
té bao mién dich khéac nhau bi anh hudng nhu thé nao bai Otubain-1, cac té bao da duogc bat hoat gen Otubain-
1 bai siRNA va sau d6 dugc xir Iy bang LPS. Két qua cua viéc bat hoat Otubain-1 da duoc kiém tra bang ky
thuat Real-time PCR sau khi st ly t& bao PBMC véi siRNA. Két qua chi ra rang Otubain-1 di bi giam mic do
biéu hién rd rét sau khi sir dung siRNA Otubain-1 (Hinh 3.25A).
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Hinh 3.25. Anh huong cua Otubain-1 dén sy kich hoat va apoptosis caa PBMCs
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Dé kiém tra sy chét apoptosis cua té bao PBMC cé duoc didu hoa bai sy hién dién cua Otubain-1 hay
khong, ty ¢ té bao AnnexinV*, PI" dugc xac dinh bang cach nhuom té bao PBMC véi khang thé AnnexinV va
PI d phat hién sy phoi nhiém phosphatidylserine (PS) v&i méi truong ngoai bao. Nhu dwgc hién thi trong
Hinh 3.25B, s luong té bao annexinV* PI" khong thay di trong cac té bao PBMC bat hoat Otubain-1, chi ra
rang qué trinh apoptosis cia PBMC khong nhay cam véi Otubain-1 khi xir Iy LPS.

3.2.7 Otubain-1 trong vige diéu hoa céc san pham cytokine

Tiép theo chiing toi da kiém tra cac san pham cytokine trong phan ng voi LPS dé kiém tra hoat dong

tiét cytokine cua té bao PBMC.
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Hinh 3.26. Két qua giai phong cac cytokine tir PBMCs bat hoat gen Otubain-1

Két qua dugc minh hoa trong Hinh 3.26 chi ra rang, sau khi xir ly t& bao PBMC voi LPS, kha ning san
XUat cac cytokine gay viém IL6, TNF-a, IL-12p70 va IL-1p ting Ién. Tuy nhién, sy giai phong céac cytokine
nay khong thay d6i so véi mau di chirng khi khdng cé sy hién dién cia gen Otubain-1. Két qua chi ra rang
sy hién dién cua Otubain-1 khdng nhay cam vai viéc tiét 1L6, TNF-o, IL-12p70 va IL-1p cua té bao PBMC.
3.2.8 Otubain-1 d@én tin higu trong té bao don nhin mdu ngoai Vi

Nghién ctu vai tro cua Otubain-1 dén tin hiéu phan ti STAT trong té bao PBMC lan dau tién dugc xac
dinh trong nghién ctru nay. Két qua chi ra rang trong sé cac gen duoc kiém tra, nong d6 mRNA cua STAT6
trong té bao PBMC bét hoat Otubain-1 da biéu hién ting so voi mau dbi chirng. Ngoai ra, su biéu hién cua cac
gen SHP1, SHP2, IxB-a, STAT1, STAT3 va STAT5 khong thay doi khi bat hoat gen Otubain-1 (Hinh 3.27).

Mic du ¢ vai trd quan trong nhung van chwa c6 nghién ciru nao danh gia vai trd cua gen Otubain-1 dén
diéu hoa tin hiéu phan tir SHP-1, SHP2. Xuit phat tir nhitng 1i do trén, dé tai da tién hanh nghién ctu vai tro
ctia Otubain-1 vai tin hiéu phan tir SHP-1 va SHP-2 trén PBMC. Két qua SHP-1 ¢6 biéu hién ting déng ké so
v6i mau ddi ching sau khi duoc kich thich bang LPS (Hinh 3.27), diéu nay chi ra rang su bat hoat gen Otubain-
1 ¢6 thé anh huong dén sy truong thanh cia té bao PBMC thong qua tin hiéu phan tar SHP-1.
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Hinh 3.27. Anh huéng caa Otubain-1 dén con dudng tin hiéu trong PBMCs
CHUONG 4: THAO LUAN
4.1 Pa hinh va biéu hién gen deubiquitinase, gen JAK2 va kiéu hinh mién dich trén bénh ting hong cau
v0 can

Su hién di¢n caa dot bién JAK2YSF & bénh nhan THCVC duoc tién hanh dé xac dinh mdi lién hé ciia
cac dot bién trong gen JAK2 véi céc gen DUB. Dot bién JAK2Y6Y7F xay ra & 66,67% bénh nhan THCVC duoc
chan doan trong nghién ctiu nay, trong khi nghién ciru khac chi ra rang sy hién dién cua dot bién nay trong >
90% truong hop THCVC.

Nghién ctru nay quan sat thiy rang 11 SNP trong gen CYLD, trong d6 p.W736G va ¢.2483+6 T>G dugc
du doan 1a d6t bién méi lién quan dén co ché bénh sinh cia THCVC. Biéu quan trong 13, 2 dot bién nay khong
duoc tim thay trong 90 mau bénh nhan CML, 32 miu bénh nhan AML, 16 mau bénh nhan ALL va 21 miu
bénh nhan CLL trong khao sat nay (dit liéu chua dwoc cong bd), cho thdy ring hai dot bién p.W736G va
€.2483+6 T>G c6 thé lién quan dén nguy co phat trién bénh THCVC ma c6 thé khong lién quan dén mét sb
bénh bach ciu khéc. Céc nghién ciru khéc vé su thay dbi di truyén cia gen A20 chi ra rang cac dot bién & gen
A20 & exon 5, 6 va 7 cb nguy co cao d6i vai bénh ty mién va bénh bach cau té bao dong lympho. Trong nghién
ctru ndy, SNP rs776591390 cua gen A20 duoc phat hién ¢ bénh nhan THCVC véi tan suit 1a 1,29%, cho thiy
rang cc da hinh gen A20 lién quan dén sy tién trién caa bénh ung thu mau 1a khac nhau.

Khéc véi A20 va CYLD, tac dung diéu hoa cia Cezanne ddi véi viéc kich hoat tin hiéu JAK/STAT
cling nhu mbi lién hé cua SNP vé&i nguy co ung thu mau c6 thé xay ra nhung van chwa dugc 1am rd, mac du
biéu hién Cezanne c6 lién quan dén tién lwong xau trong ung thu biéu md té bao gan. Nghién ctiru nay lan dau
tién chi ra rang nhiing thay doi ciia 7 nucleotide & intron 10 trong gen Cezanne dugc tim thay & bénh nhan
THCVC va 7/77 (9,09%) bénh nhan THCVC mang it nhat 2 SNP trong gen nay. Tuong tu nhu 2 dot bién bt
thuong trong gen CYLD, 7 SNP trong gen Cezanne khong dugc mang boi bénh nhan AML va CML (di liéu
chua duoc cong bd). Ngoai ra, MAF ciia 7 SNP ¢6 tan sé cao hon mét chit trong cac nhém THCVC so véi
cac nhom dbi ching, cho thdy nhiing ngudi mang SNP & Cezanne cd thé c6 xu huéng gap rai ro vé su phét
trién caa THCVC.

Viéc tang s lugng ciing nhur hoat dong cua té bao T hd tro (té bao dwong tinh véi CD3*CD4*CD25")
va té bao T diéu hoa (Treg, té bao dwong tinh vai CD3*CD4*CD25* FoxP3*) vao hé tuan hoan trén bénh nhan
THCVC c6 thé s& lién quan dén hoat dong diéu hoa cua 2 dot bién gen CYLD. Biéu hién khong binh thuong
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ctiia CD25 trén té bao T hd tro c6 lién quan dén tién lwong bénh xau & bénh nhan AML va bénh nhan CML.
Mot nghién ctru trude day chi ra rang, bénh THCVC lién quan dén biéu hién ting huyét khdi bao gém: ting
hematocrit, ting tiéu cau, hoat hoa tiéu cau va hoat hoa bach cau, cho thiy c6 thé co tac dong cua 2 dot bién
gen CYLD ddi voi su phét trién cua huyét khéi & bénh nhan THCVC.
4.2 Thao luan vé vai tro gen A20 diéu hoa chirc ning té bao don nhin mau ngoai Vi

Dén nay, protein A20 di dwoc nghién ciu tham gia vao tc ché kich hoat chirc ning ctia mot s6 té bao
mién dich bao gom té bao T va té bao B, TBT, tuy nhién vai trd caa A20 di véi té bao PBMC thi van chua
duoc dé cap dén. Ngoai su hién dién cua cac TBT, T va B, PBMCs con bao gom cac loai té bao khac nhu té
bao tién than dong tay, té bao NK va bach cau don nhan. Hon nira, sy lién két giira s6 luong té bao va biéu
hién kich hoat cta chiing can duoc phén tich siu hon dé xac dinh vai trd chirc ning cua tirng loai té bao trong
quan thé PBMC. Do d6, chung t6i dd quan sat thdy rang biéu hién giam A20 trén PBMC dan dén ting biéu
hién cuia CD25 trén cac té bao B va T va luong CD40 cao hon trén cac té bao tién than dong tiy ciing nhu ting
cuong giai phong cac cytokine gay viém cua TNF-a va IL-1p.

Tom lai, nghién ctiu hién tai chi ra rang A20 giam dan dén tang kich hoat mot phan té bao tién than
dong tay, B va T, giai phong TNF-a va IL-1p tir té bao PBMC. Tuy nhién, qué trinh apoptosis cuia PBMC la
doc 1ap vai su hién dién cua A20 trong PBMC. Mirc do biéu hién A20 c6 thé diéu hoa phan wng mién dich
trong bénh ty mién va ung thu.

4.3 Thao luan vé vai tro gen Otubain-1 diéu hoa chirc ning té bao don nhin mau ngoai vi

Nghién ctu vai trd cia gen Otubain-1 diéu hoa hoat dong chirc niang cua té bao PBMC 1a chua dugc
cha ¥ dén. Otubain-1 tham gia hoat hda chirc ning té bao T CD8 va té bao NK trong céc phan tng dap ng
mién dich chong nhidm trang va ung thu. Trong nghién ctu ndy, bat hoat gen Otubain-1 kich hoat té bao NK
c6 mt trong té bao PBMC (té bao CD56*CD44%) va khong lam thay d6i hoat dong cua tuy bao, té bao B va té
bao T ciing nhu khong anh huéng dén sy giai phong cytokine va su chét apoptosis cua té bao PBMC (Hinh
3.25-3.26). Kich hoat té bao NK thong qua biéu hién ting cuong cua CD44 da dugc chimg minh 13 ting hoat
dong gay doc cua té bao NK. Twong tw, mot nghién ctiu gan ddy ciing chi ra rang gen Otubain-1 tham gia diéu
hoa su trudng thanh va kich hoat cac té bao NK.

KET LUAN VA KIEN NGHI
5.1 Két luan
e Da hinh, biéu hi¢n gen va kiéu hinh mién dich trén bénh nhan THCVC

- Phan tich di truyén trén téng s6 77 bénh nhan THCVC cua gen CYLD xac dinh dugc 11 SNP, trong
d6 SNP p. W736G dugc xac dinh ¢ exon 15 1a dot bién mai c6 kha ning gay bénh va mot SNP ¢.2483 + 6 T>
G thudc intron 15 duoc du doan 1a dot bién trong vung ndi vi tan s6 xuét hién lan luot 14 18,2% va 5,2%. Giai
trinh ty gen Cezanne xac dinh dugc 7 SNP trong vung intron 10 va bénh nhan THCVC mang it nhat 2 SNP
trong gen ndy. Dic biét, bénh nhan THCVC mang SNP p.W736G c6 nhiéu SNP trong gen CYLD, nhung khong
c6 SNP trong gen A20 hoac Cezanne.

- Pi x4c dinh dugc mirc d6 biéu hién ctia mot sb gen lién quan dén hoat dong ctia hé mién dich bao
gdm gen Klotho va gen LAG3 giam di & bénh nhan THCVC. Mirc d¢ biéu hién céc gen tin higu phan tir STAT
bao gom cac gen STAT1, STAT3 va STAT5 déu c6 biéu hién ting cao, trong khi biéu hién ciia gen tin hiéu
SHP1 va SHP2 khong bi anh huéng ¢ bénh nhan THCVC.

- Bénh nhan THCVC c6 biéu hién bat hoat cac gen A20, CYLD va Cezanne; nong d6 1L-6 va TNF-a.
tang cao; s6 luong té bao T hoat hda CD25*CD4, té bao Thl va té bao T diéu hoa ting 1én dang ké so véi
ngudi khoe. Ngoai ra, ndng do khang nguyén ung thu CA125 ting 1én trong mau & bénh nhan THCVC.

e Vai tro ciia gen A20 diéu hoa chirc ning té bao don nhin mau ngoai vi
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- Té bao PBMC duogc bt hoat gen A20 c6 mat d6 va muc do hoat héa cua cac té bao biéu hién
CD3+CD25+, CD19+CD25+ va CD11b+CD40+ ting 1én; su giai phong ting mot s cytokine TNF-o va IL-
1B; va sy di chuyén cua té bao duoc tang cuong. Tuy nhién, su chét apoptosis cua té bao PBMC khong phu
thugc vao su hién dién caa gen A20. Chinh vi thé, biéu hién A20 c6 thé lién quan dén phan wng mién dich
trong bénh ty mién va ung thu.

e Vai tro ciia Otubain-1 diéu hoa chirc ning té bao don nhin mau ngoai vi

- Té bao PBMC duoc bat hoat gen Otubain-1 1am ting murc d6 biéu hién cua gen SHP1 va STAT6 va

khong lam thay doi su biéu hién cua cac gen tin hiéu IxB-a, SHP2, STAT1, STAT3 va STATS.

- Bat hoat gen Otubain-1 kich hoat t& bao NK (CD56*CD44"); va khong lam thay d6i hoat dong cua
tay bao, té bao B va té bao T c6 mat trong té bao PBMC ciing nhu khong anh huéng dén su giai phong cytokine
IL-6, IL-12p70, TNF-o va IL-1B va su chét apoptosis cua té bao PBMC.

5.2 Kién nghi
Dot bién gen CYLD trén bénh nhan THCVC can duoc xac dinh chic ning thong qua k§ thuat chuyén
gen dé c6 thé xac dinh duoc vai tro cua dot bién nay lién quan dén hoat dong cua té bao ung thu.
NHUNG PONG GOP MO| CUA LUAN AN

» Bénh nhan THCVC c6 hai SNP p.W736G, ¢.2483 + 6 T> G thudc gen CYLD dugc du doan la c¢6 kha
nang lién quan dén bénh. Pac biét, bénh nhan THCVC mang SNP p.W736G c6 nhiéu SNP trong CYLD,
nhung khong c6 SNP trong gen A20 hoac Cezanne.

> Bénh nhan THCVC c6 biéu hién bat hoat cac gen A20, CYLD, Cezanne va Klotho; nong do 1L-6 va TNF-
o ting cao; sb lwong té bao T hoat hda CD25+CD4, té bao Thl va té bao T diéu hoa ting 1én dang ké so
véi nguoi khoe.

> Gen A20 tc ché hoat dong cua té bao T, B va tuy bao (CD11b+CD40+, CD3+CD25+ va CD19+CD25+),
su tiét TNF-a, IL-1p va sy di chuyén cia té bao PBMC. Gen Otubain-1 tic ché hoat dong cua té bao NK
(CD56+ CD44+) va biéu hién cua gen tin hiéu SHP1 va STATS.
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