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PAT VAN PE

Bénh bach cau cép (BCC) 1a bénh 1y 4c tinh cia hé tao mdu dugc dic trung
boi sy ting sinh va tich ty t& bao non trong mau va tay xuong. BCC duoc chia
thanh 2 nhém chinh 1a BCC dong tiy (BCCDT) va BCC dong lympho (BCCDL).
Trude day, viéc chan dodn va phén loai bénh bach cu cép hoan toan dua trén hinh
thdi hoc va nhudém héa té bao theo tidu chuan phan loai cia FAB (French —
American - British) [9], [30]. Gan ddy, trén thé gi6i, viéc xdc dinh ddu 4n mién dich
bang k¥ thuat t& bao dong chay (Flow Cytometry) di dugc ding nham phén loai
cac phu nhém cua BCC nhu: BCC dong lympho B (BCCDL-B), BCC dong lympho
(BCCDL-T) va BCCDT, dac biét 1a nhitng truong hop khong biét héa [23].

Ngay nay, nhiing bat thuong vé di truyén té bao va vé gien duoc tim thay trong
hau hét cic bénh ung thu mau. Té bao bénh bach cau c¢6 thé mang nhitng bat thuong
nhiém sic thé (NST) khdc nhau bao gdm nhiing thay doi vé s lugng NST nhu ting
s6 Iwong bd NST hay giam s6 lugng bo NST, 3 NST va nhitng thay ddi vé ciu tric
NST nhu mit doan, dao doan va chuyén doan NST.

Trong BCCDT, 4 chuyén vi NST thuong gap 1a t(8;21), t(15;17), t(9;11) va
inv(16)/t(16 ;16) tao ra 4 kiéu to hop gien AMLI/ETO [35], [88], PML/RARA [27],,
MLL/AF9 [19] va CBFB/MYH11 [89] tuong Gng gap trong 25-30% bénh nhan. Bén
canh d6, trong BCCDL, 4 Chuyén vi NST thuong gap 1a t(1;19), t(4;11), t(12;21) va
t(9;22) tao ra 4 kiéu to hop gien E2A/PBXI [62], [96], MLL/AF4 [29], [149],
TEL/AMLI [72] va BCR/ABL [80] tuong ung gdp trong 30-35% bénh nhan.

Su nhédn dang gien BCR va ABL trong chuyén doan t(9;22) ti€u biéu cho
budc ngodc quan trong khéc trong viéc thiét 1ap co so di truyén trong bénh bach
cau [124]. Nhiéu nghién ctru sau d6 da xdc lap co s¢ phan tir cho nhitng bat thuong
NST dic trung trong bénh bach ciu. Ngoai viéc cung cap nhitng dau mbi vé

nguyén nhan bénh bach ciu, nhiing tién bo nhu thé c6 y nghia quan trong trong



viéc xu tri bénh [14].

C6 nhiéu phuong phdp dé phat hién cdc bat thuong vé di truyén té bao nhu
phan tich NST d6, k¥ thuat lai huynh quang tai chd (FISH: Fluorescence In Situ
Hybridization), lai so sanh b gien (CGH: Comparative Genomic Hybridization),
SKY (Spectral Karyotyping), M-FISH (Multiplex- Fluorescence In Situ
Hybridization) hodc CGH microarray, goi la k¥ thuat di truyén té bao phan tir. Ngoai
ra, con c6 ky thuéat khuéch dai gien phién ma nguoc (RT-PCR: Reverse
Transcriptase Polymarase Chain Reaction). Vi nhitng uu diém nhu d nhay cao
(c6 kha nang phat hién 1 té bao 4c tinh trong 10.000 — 1.000.000 té bao) [17], [115],
[144], phat hi¢én dugc nhiing chuyén doan NST khé dugc phét hién béng ky thuat
NST db do kich thudc NST khong thay doi ré nhu t(12;21)(p13;q22) [121] dong
thoi cho két qua nhanh nén ky thuat RT-PCR ngay cang trd thanh cong cu quan

trong trong chan dodn céc bat thudng vé NST va gien cho bénh nhin ung thu mau.

Tai Viét Nam, nhiéu nha khoa hoc di thuc hién kha nhiéu nghién ciru vé ung
thu, tir dich t& cho dén diéu tri. Tuy nhién, viéc nghién ctru tng dung ky thuat di
truyén trong phén tich cdc bat thuong NST trong chan dodn va diéu tri bénh 1y bach
cau cap con rat han ché. Trudc ddy, chi ¢ vai bdo cdo (mg dung k¥ thuat phan tich
di truyén té bao kinh dién dé phat hién bat thuong NST Philadelphia (Ph) trong
bénh BCMDT, nhung chi dirng lai & mtrc d§ nghién ctru trén ) lugng nho bénh

nhan, chua duoc dp dung thudng qui trong chan dodn va theo dbi diéu trj bénh.

Tir thang 3 ndm 2006, Bénh vién Truyén Mau Huyét Hoc thanh phé Ho Chi
Minh (BV. TMHH TP. HCM) da dp dung thudng qui cic ky thuat sinh hoc phan tir
FISH va RT-PCR trong chan do4n, tién luong va dic biét 1a theo doi dép ung diéu
tri, danh gid bénh tdn luu & muc do phén tor & bénh ly bénh BCMDT, BCCDT va
BCCDL. Trong nam 2006, 123 bénh nhan bénh bach cau dugc phan tich bang k¥
thuat FISH dé phat hién cdc chuyén doan t(9;22), t(15;17) va t(8;21) va bang k¥
thuat RT-PCR dé phit hién cic to hop gien BCR/ABL, PML/RARA va AMLI/ETO
tai Bénh vién. Trong 2 nam, tir 2008 dén 2010, Bénh vién phéi hop v61 Dai hoc Y



duge TP. HCM trién khai dé tai cdp Nha nudc chuan héa cdc ky thuét di truyén
phan tir trong bénh 1y huyét hoc.

Viéc tng dung sinh hoc phéan tor (ky thuat RT-PCR, Multiplex PCR, PCR
dinh lugng gien) cho két qua nhanh chéng hon so véi cdc k¥ thuat di truyén nhu
nhiém sic thé d6 hay FISH, nén ddp tng kip thoi v6i nhu cau chan dodn bénh va
chon lya phéc dd thich hop. KV thuét c6 do nhay cao, nén rat thich hop dé theo doi
diéu tri bénh va ddnh gid nguy co tdi phat bénh. Bén canh d6, ching ta c6 thé phat
hién nhiéu bt thudng ciing mot lic, thay vi tén nhiéu thoi gian va chi phi cho viéc
khao sdt tirng bt thudng nhu trong k¥ thuat FISH, nén phan nhém tién luong bénh
som.

Chinh vi vdy, ching t6i thuc hién nghién ctru nay véi muc tiéu tong quét
nhu sau: "Ung dung k¥ thuat khuéch dai gien khao sét cdc to hop gien thudng gip
trong bénh 1y bach cau cip, gép phan phan loai nhém tién luong bénh va theo doi
diéu tri, tai bénh vién Truyén méau Huyét hoc thanh phd H6 Chi Minh, tir ngay 01
thang 10 nam 2009 dén 31 thang 7 nam 2011". Bé dat dugc két qua trén, ching tdi

can phai thyc hién cadc muc tiéu chuyén biét sau:
1. Xéc dinh ty 18 ctia cdc t6 hop gien thuong gip lic méi chan dodn trong
nhém bénh bach cau cip dong tiy.
2. Xic dinh ty 1& cta cdc to hop gien thudng gip lic méi chan dodn trong
nhém bénh bach cau cip dong lympho.

3. Trién khai k¥ thuat PCR dinh lugng theo doi diéu tri.



Chuong 1: TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Di truyén phén tir va ¥ nghia trong bach cau cip dong tiy

Dbi v6i BCCDT, c6 rat nhiéu yéu td tién luong bénh nhu: tridu chimg 1am
sang, do tudi, huyét hoc, mién dich va di truyén hoc. Nho sy phét trién cta sinh hoc
phan tir, nhitng bét thuong vé NST va cdc dot bién gien ngay cang dugc xdc dinh
mot cdch dé dang va tré thanh mot cong cu quan trong gitip chian dodn ciing nhu
tién luong bénh. Twong Ung véi tinh da dang vé mit biéu hién 1am sang, nhiing
thay d6i NST va dot bién gien trong BCCDT rat phtic tap [117]. Khao sét nhiing
bat thuong vé NST va dot bién gien lic chan doan c6 y nghia quyét dinh ddi voi
tién lugng bénh. Bén canh d6, viéc phat hi¢n cac dot bién gien dong vai tro rat quan
trong ddi véi chan dodn, diéu tri, ciing nhu xdc dinh cdc yéu té tién luong bénh.
Viéc phan nhém nguy co theo di truyén té bao khdc nhau giita nhém bénh nhén
(BN) tré tudi va nhém > 60 tudi va nhitng bat thuong NST miac phai hién dién

trong té bao ung thu mdu cta hau hét bénh nhan BCCDT.
1.1.1. Céc bat thwong NST va gien phé bién

Viao thap nién 1970, gan 50% BCCDT duoc tim thiy c6 bét thuong NST
bang phén tich NST d6 kinh dién. Ngay nay, véi sy phdi hop cua cdc ky thuat di
truyén phan tir nhu k¥ thuat lai huynh quang tai chd (FISH: Fluorescence in sifu
Hybridization), lai so sanh by gien (CGH: Comparative Genomic Hybridization),
khuéch dai gien (PCR: Polymerase Chain Reaction), khoang 55 dén 78% BCCDT
ngudi 16n c¢6 bat thudng NST, trong d6 55% 1a 1 bat thuong; 15-20% 1a tam boi

(trisomy) hodc don bdi (monosomy) va phﬁn con lai cé tir 2 bat thuong tré 1én.

Nhitng bat thuong NST thuong gip trong BCCDT bao gom t(15;17), t(8;21),
inv(16), +8, +21, del(5q), -7, bat thuong 11g23 va bét thuong 12p11-13. Su phdi
hop giita dit liéu 1am sang va di truyén phn tir d3 dwa dén viéc nhan ra nhitng phan

nhém BCCDT va gitp phan nhém tién lwong. Nhing bat thuong di truyén xuat



hién roi vao hai nhém b sung duoc dinh nghia rong gdm nhém I va nhém II.
Nhém I bao gém nhimg dot bién hoat héa nhitng con dudng truyén tin hiéu, lam
tang cudng sy ting sinh va kha nang sdng sét cta nhirng té bao bach cau dau ngudn.
Nhirng dot bién din dén hoat héa thu thé tyrosine kinase FLT3 hodc hoat hda
duong truyén tin hiéu RAS duoc xép vao nhitng dot bién thuéc nhém 1. Nhém II
bao gdm nhitng dot bién anh huong dén nhitng yéu t6 phién ma hodc 1a thanh phan
ctia phitc hgp déng hoat héa phién ma, 1am suy giam kha ning biét héa té bao.
Nhiing t6 hop gien dugc tao thanh tir nhiing chuyén doan t(8;21), inv(16)/t(16;16),
t(15;17), hodc nhirng dot bién cua gien CEBPA, MLL, va NPM1 duogc xép vVao
nhom II [28] (Phu luc 1. Danh muc cédc gien).

1.1.1.1. Chuyén doan t(8;21)(q22;q22)

Chuyén doan t(8;21)(q22;q22) dugc md ta lan dau tién vao nim 1973. Day
1a chuyén doan rat thuong gip trong bénh BCCDT thé M2 (theo FAB) tao ra to hop
gien AMLI/ETO [35], [88]. Gien AMLI (acute myeloid leukemia 1 gene) con dugc
biét dén voi tén PEBP2a (polyoma enhancer binding protein 2 subunit a), hodc
CBFA2 (core binding factor subunit A2) gém c6 9 exon, tao thanh mdt vung cé
kich thuée 150 kb. Gien ETO (Eight Twenty One) con ¢6 tén 1a gien CDR (cyclin
D-related) hodc MTGS8 (myeloid translocation gene on chromosome 8) gdm c6 13
exon kéo dai mot doan 87 kb. Hau qua chuyén doan nay 1a chuyén gien AMLI trén
nhiém sic thé s6 21 d&én gin véi gien ETO trén nhiém sic thé sé 8. Gien AMLI binh
thudng ma héa protein c6 vai trd trong hoat héa phién ma 1am té bao phén chia va
biét héa. Khi xuat hién chuyén doan, protein hinh thanh tir to hop gien AMLI/ETO
khéng nhitng khong c6 chitc ning cua protein AML1 ma con tic ché protein AMLI

binh thuong, din dén té bao bi ung thu.

Chuyén doan t(8;21) ¢6 tién lugng tot & nguoi 16n bénh BCCDT, ty 18 dat
lui bénh cao véi thoi gian lui bénh kéo dai néu trong diéu tri cung cb sir dung lidu
cao Cytarabine. Khic v6i nguoi 16n, tré em c6 chuyén doan t(8;21) ddp ung trung

binh v6i héa tri liéu va c6 thoi gian sdng ngan hon [150].



1.1.1.2. Chuyén doan t(15;17)(q22;q11)

Chuyén doan t(15;17)(q22;q11) va té hop gien PML/RARa 1a chuyén doan
dac hiéu trong BCCDT, thé M3 (APL) [123], dugc goi y b'c"lng su hién dién cua
nhiéu hat 16n tién tiiy bao két hop véi déng mau ndi mach lan téa, nhung ciing c6
phan nhém vdi it hat i ti. T6 hop gien PML/RARA dugc st dung nhu mot chi diém
cho viéc phat hién nhiing té bao APL tai thoi diém chan dodn ciing nhu theo doi
trong sudt qué trinh diéu tri. Tuy nhién, t6 hop gien nay hién dién trong hau hét
nhung khong phai trong tit ca nhimg truong hop APL [27], [143]. Chuyén doan
nay mang gien RARa (Retinoic Acid Receptor ) trén nhiém sic thé s6 17 dén gin
v6i gien PML (Promyelocytic Leukemia) trén nhiém sic thé s6 15. Nhiing diém
gdy trén gien RARA ludn xuét hién & intron 2 dai 17 kb . Tréi lai, 3 viing diém gay
trén gien PML lién quan dén chuyén vi t(15;17) nam trén intron 6 (berl; 55%
truong hop), exon 6 (ber2; 5%), va intron 3 (ber3, 40%). Két qualacé3 d@)ng dang
cta to hop gien PML/RARA c6 kha ning xdy ra la dang dai (L hodc berl), dang
bién thé (V hodc ber2), va dang ngén (S hodc ber3). Diéu ding luu y Ia trong
truong hop duong tinh véi ber2, nhitng san pham PCR ciia ban ma PML/RARA sé&
¢6 kich thude khéc nhau tity thude vao vi tri cta diém dat gdy nam trén exon 6 cia

gien PML.

Binh thuong, protein san pham cta gien RARa c¢6 chiic ning hoat héa qué
trinh phién mé cua cdc gien c¢6 vai trdo gitp té bao trudong thanh. Ciu tric cia
protein niy c6 phan gin vao deoxyribonucleic acid (DNA) va mdt phan twong tic
v6i dan chat cia acid retinoic. Trong trudng hop chuyén doan t(15;17), t6 hop gien
PML/RARco. ma héa protein mdi, protein méi nay khong nhitng khong hoat héa
phién ma ma con e ché chirc ning ctia RARa binh thuong do d6 té bao khong tong
hop duoc protein, qué trinh trudng thanh té bao ding lai & giai doan tién tiry bao.
Theo y van, dé hoat dong trc ché phién ma, protein PML/RARa phai gin véi mot
phirc chit khiac gém chat dong we ché nhan (NcoR: Nuclear CoRepressor) va

enzym histone de-acetylase. Hién tugng gin hai phtc nay sé& bi ly giai véi su ¢



mit ctia dan chét acid retinoic va khi ly giai thi protein PML/RARa khong con tic
dung.

Loi dung dic tinh nay, ngudi ta ding ATRA (All Trans Retinoic Acid) dé
diéu trj bénh. Nhimg chién lugc diéu tri APL méi tdp trung vao giam thiéu liéu
phdp héa tri, ding két hop ATRA va Arsenic trioxide (nhdm vao dich 1a gien PML)
nhu 13 liéu phdp ban dau cho nhitng bénh nhin khong thé ddp tng voi
anthracycline hodc nhiing nguoi 16n tudi [81]. Két qua duong tinh véi té hop gien
PML/RARA & nhitng bénh nhan sau giai doan diéu tri cung ¢b nhu 12 mot diu hiéu
bdo trudc manh mé cho sy tdi phat vé mat huyét hoc sé& dién ra sau d6 [4]. Trii lai,
nhitng két qua 4m tinh 13p lai s& di lién véi viéc thoi gian sdng sét kéo dai trén phan
16n bénh nhan. Do d6, phat hién t(15;17) va to hop gien PML/RARA déng gbp rat
16n trong viéc quyét dinh diéu tri bang ATRA; ciing nhu 12 co s& cho chan dodn,

theo doi diéu tri va tién luong [65].
1.1.1.3. Pio doan nhiém sic thé 16

Pao doan nhiém sic thé 16, inv(16)(p13;q22) di dugc Le Beau md ta trong
bénh BCCDT vao nam 1983; ngoai ra, mdt bat thuong lién hé khic cling dugc md
ta 12 chuyén doan t(16;16)(p13;q32). Bat thuong nay xdy ra chu yéu (khoang 50%)
trén bénh nhan BCC dong tiiy-mond bao c¢6 keém ting bach cau 4i toan (BCCDT-
M4Eo). Tuy nhién, t6 hgp gien CBFB/MYHII van dugc tim thdy ¢ nhiéu dang
khac cia BCCDT nhu thé M4 khéng keém bach cau 4i toan, thé M2, M5; va it gap
hon trong thé M1, M6, va M7 [70]. Bat thuong inv(16)/t(16;16) dugc phat hién trén
8-9% bénh nhan mobi duoc chan doan BCCDT [122], va 4 - 16% bénh nhéan
BCCDT c6 bat thuong NST.

Dbi v6i gien CBFB, phan 16n nhimng diém dut gdy nam trén intron 5 dai 15
kb. Hudng tir ddu 5° dén dau 3’ 12 hudng tir tim dong dén dau mit cua NST. Gien
MYHI11 gdm c6 21 exon trai dai mot doan 37 kb. Viing 5° cua gien MYHI1 thuong
bi mat trong sudt qué trinh ddo doan. Két qua 1a chi c6 t6 hop gien CBFB/MYHI1
dugc biéu hién trong trudng hop inv(16)(p13q22). Trong ca hai trudong hop dao



doan va chuyén doan, gien CBFB & 16q22 va gien MYHI11 & 16p13 bi gdy, két qua
tao thanh t6 hop gien 5’CBFB va 3’MYHI1. Do két qua cua hién tugng ghép ndi
khac nhau (alternative splicing), 10 ban ma cta to hop gien CBFB/MYHI1 (tir A
dén J) d3 dugc béo cdo (Hinh 1.1). Trong d6, hon 85% nhitng bénh nhan duong
tinh ¢6 ban ma dang A; ban ma dang D va E, mdi dang chiém gan 5%; trai lai, tat
ca nhirng dang con lai chi xuat hién roi rac. RNA thong tin cua to hop gien nay 1a
mot dau 4n phén tir dién hinh thich hop cho ca trong chan dodn 1an theo di diéu tri
[22], [109]. Nhitng bénh nhan BCCDT c6 inv(16)/t(16;16) c6 tién lugng tot véi ty
1€ dat lui bénh cao va thoi gian séng kéo dai (hon 50% bénh nhén). Su chuyén doan

xay ra it hon 10% & bénh nhan 16n hon 60 tudi bénh BCCDT méi.
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Hinh 1.1. Nhitng dang ban ma cua to hop gien CBFB/MYH11 [22], [109]



