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NGHIEN Cl’U TAC DONG CUA EBV LEN MOI TRUONG VI THE
KHOI U VA BOT BIEN LIEN QUAN TiN HIEU HOAT HOA NF-kB &
LYMPHOMA HE THAN KINH TRUNG WONG NGUYEN PHAT
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TOM TAT

Muc tiéu: Panh gia téc déng cta EBV lén méi truomg vi thé khéi u va mé hinh dét
bién lién quan dén tin hiéu NF-kB & PCNSL. Phwong phdp: M&u mé bénh hoc duoc thu
thdp ter 39 bénh nhan PCNSL va 18 EBV+ PCNSL & bénh vién Princess Alexandra va
Canberra (Uc). Hé thdng dém phan t ki thuat sé NanoString do mirc dé biéu hién gene
cua cac immune effectors (CD4+, CD8+, CD137, CD56); immune checkpoints (PD-L1,
PD-L2, TIM3, LAG3) va Macrophage (CD68 va CD163) dé danh gia TME trén PCNSL.
Target Sequencing (lllumina) duoc thuc hién nham phat hién dét bién lién quan dén céac
gene tham gia vao tin hiéu NF-kB. Két qua: EBV+PCNSL thé hién ré méi trurong trc ché
mién djch béi sw tdng cao cda PD-L1, PD-L2, TIM3, LAG3 va M2 macrophage
(CD163/CD68 (p < 0.05). Piéu nay khién cac phan ung mién djch & méi trvomg c6 EBV
tré nén kém hiéu qud, gop phén thuc day khéi u phat trién. 80% bénh nhan PCNSL xuét
hién dét bién lién quan dén hoat hda tin hiéu NF-kB: MYD88 (64%), CD79A/B (56%),
CARD11 (13%) and TBL1XR1 (33%). Trong do, dét bién gene MYD88 va CD79B/A gay
hoat h6a NF-kB thuwong xuét hién déng thoi. Nguoc lai, EBV+PCNSL c6 tan sé xuét hién
dot bién thdp hon han (22%) (p<0.05) véi mé hinh dét bién riéng 18. Két ludn: EBV déng
vai trd quan trong trong viéc thuc déy khéi u chd yéu théng qua viéc tao ra méi truomg trc
ché mién djch hon téc déng dén con dudng dét bién.

Twrkhéa: EBV+PCNSL, MYD88, CD79A/B, méi triromg khéi u drc ché mién djch

1. DAT VAN BE System Lymphoma-PCNSL) 1a mét trong
nhirng thé bénh hiém va rat ac tinh cua
lymphoma non-Hodgkin, thwong xay ra
khu tr tai hé than kinh trung wong [4].
Tién lwong séng trén bénh nhan PCNSL

Lymphoma hé than kinh trung wong
nguyén phat (Primary Central Nervous
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ké ctiia M2 macrophage vé&i sw biéu hién
CD163 cao va CD68 thap, gay thic day sw
phét trién cta khéi u va gidm sut té bao T
va NK hoat hoa héa (CD137) trén PCNSL
hon so v&i lymphoma & ngoai bién. DBléu
nay gop phan thac day té bao ung thw trén
PCNSL c6 phan &c tinh hon so véi
lymphoma ngoai bién [1].

PCNSL c6 thé xuét hién & nguodi co
hé mién dich suy yéu nhw: bénh nhan cay
ghép tang hodc méc HIV thwong kém theo
EBV dwong tinh. Khac véi & ngwoi binh
thwdng, PCNSL & bénh nhan suy gidm
mién dich cé tién lwong séng xau hon
nhiéu [5]. Do tinh hiém va thiéu mé bénh
hoc ctia bénh ly nay, nén co ché sinh bénh
hoc cia EBV+ PCNSL con it dwoc biét
dén. Viéc tim xac dinh vai trd cta EBV lén
co ché bénh sinh cia PCNSL phan nao
gitp gidi thich nguy&n nhan vé sw &c tinh
cla loai ung thw nay. Do d6, nghién ctru
cla chang t6i nham vao hai muc tiéu sau:

1) Danh gia tac dong cua EBV Ién moi
triromg vi thé khéi u cda PCNSL

2) Panh gia &nh huéng cia EBV Ién
mé hinh dét bién lién quan dén con duwong
tin hiéu NF-kB & PCNSL.

2. DOl TUQNG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Péi twong nghién cru

- Tiéu chudn chon mau: Mau mé gén
parafin da c dinh formalin (FFPE) duoc
thu thap tr 39 bénh nhdn PCNSL v&i EBV
am tinh va 18 bénh nhan PCNSL xuét hién
sau cay ghép tang véi EBV+, tir Bénh vién
Princess Alexandra va Canberra tai Uc.
Cac mau PCNSL chi dwoc chon khi dwoc
xac nhan vé moé bénh hoc 1a DLBCL khu
trd tai tai hé than kinh trung wong va
khéng c6 diu hiéu cla ung thw & céac hach
ngoai bién.

- Tiéu chuan loai trr; CAc mau PCNSL
c6 dau hiéu ung thw & cac hach ngoai bién
dwoc xac dinh tai thdi diém chan doan
duwoc loai ra khdi nhém nghién ctru.
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2.2. Phwong phap nghién ctru

- Thiét ké nghién ctu: C4t ngang mo
ta

- Phwrong phap nghién ciru:

+ RNA/DNA tlr cac mau FFPE duwoc
chiét xuat bang kit Allprep DNA/RNA FFPE
(Qiagen). RNA duoc st dung dé& do mirc
dd biéu hién gene bang may NanoString,
DNA dwoc st dung dé xac dinh dot bién
lién quan dén con dwdng tin hiéu NF-kB
bang ky thuat Next Generation Sequencing
(NGS).

+ Hé thédng dém phan tl ky thuat sb
NanoString phan tich m&c dd biéu hién
gene cla 2 nhém té bao trong méi trwéong
vi thé khdi u gdm: nhém té bao mién dich
chéng khéi u - immune effectors (CD4+,
CD8+, CD137, CD56); va nhom té bao
thuc day sy phat trién cta khdi u (PD-L1,
PD-L2, TIM3 va LAG3), CD68 (M1l-dai
thywc bao) va CD163 (M2-dai thyc bao)
trén PCNSL.

+ Next Generation Sequening dugc
thwc hién trén hé théng lllumina dé xac
dinh dot bién cta 10 gene tham gia vao
con duwdng tin hiéu NF-kB: MYDS88,
CARD11, CD79A, CD79B, TNFAIP3,
TBL1XR1, NFKBIE, TMEMB3O0A,
HIST1H1C, ITPKB [10]. Kit chudn bi thw
vién Agilent SureSelectXT dwoc st dung
dé tdi wu hod giai trinh tw dich trén mau
moé FFPE.

2.3. Phan tich sé liéu

- NanoString data dwoc phan tich bang
phadn mém GraphPad Prism 7 va SPSS
17.0. Céc chi sé duwoc so sanh gitva hai
nhém bang Mann Witney unpaired t-test.

- NGS: Dot bién diém dwoc xac dinh
b&i 2 phdn mém: Mutech2 va Lofreq.
Chung tdi chi thu thap cac dét bién khéng
ddng nghia (non-synonymous mutation).
Cac dot bién dwoc loai néu (1) c6 tan sb
bién thé trén allele dwdi 5%, (2) xuét hién
trén ExAC database
(http://exac.broadinstitute.org/) véi tan sbé
dudi 1%, (3) dot bién xuét hién trén bat ky
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mau nao trén 24 mau mo binh thwong.

2.4. Pao drc nghién ciru

Nghién ctru nay duoc thwc hién voi sy
déng y tham gia cta bénh nhan va duoc
sy ddéng y tir hoi ddng nghién ctru y hoc-
Metro South Health, Uc. Cac déi twong
tham gia nghién clru dwoc gidi thich ro
rang v& muc dich va quy trinh tién hanh
nghién ciru.

3. KET QUA NGHIEN clru
3.1. Tac dong caa EBV Ién thanh phan
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trong méi trudng vi thé khéi u ciia PCNSL

Nhdm danh gia tac déng cta EBV lén
moi trwdng vi thé khéi u cta PCNSL,
chang tdi tién hanh so sanh cac immune
effector va cac immune checkpoint va
macrophage trén 39 ca PCNSL va 18 ca
EBV+ PCNSL.

* Nhém té bao mién dich chéng khdi u

Khéng c6 sy khac biét gitra CD4, CD8
va CD56 gilta hai nhém bénh. Nhém
EBV+ PCNSL c6 CD137 cao hon so voi
nhém EBV am tinh (Biéu d6 1).
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Biéu dd 1. Mrc d6 biéu hién cla cac immune effector gitka PCNSL va EBV+ PCNSL.
(A): CD4, (B): CDS8, (C): CD58 va (D): CD137.
*Mann Witney Unpaired T-Test (2-tailed): Sy khac biét c6 y nghia khi p<0.05; NS:

Khbéng c6 y nghia.

* Nh6m té bao thuc day khéi u

Tat cd cac immune checkpoint va
macrophage & EBV+PCNSL déu cao hon
S0 v&i nhom EBV am tinh (p<0.05). Bac
biét, PD-L1 va PD-L2 Ian lwot cao gép 7,5
va 3 lan & nhém EBV+ PCNSL so v&i
EBV-ve PCNSL (Biéu d6 2).

3.2. Tac doéng cuaa EBV Ién mé hinh
dot bién lién quan dén con dwong tin
hiéu NF-kB cua PCNSL
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* M6 hinh dét bién trén hai nhém bénh

DPé danh gia tac dong cta EBV l1én md
hinh dét bién lien quan dén con duong
NF-kB cta PCNSL, tdn sb6 dét bién xuét
hién trén hai nhém bénh dwoc so sanh
(Fisher va Chi Square’s test- SPSS). Hau
hét PCNSL déu xuét hién dot bién trén toi
thidu mot gene lién quan dén NF-kB, trong
khi dé chi 22% EBV+ PCNSL xuét hién dot
bién lién quan (p < 0.05).
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Biéu dd 2. M(rc do biéu hién clia cac immune checkpoint va macrophage gitra

NFKB
pathway
(80%)

EBV+PCNSL va PCNSL

(A): PD-L1, (B): PD-L2, (C): TIM3; (D): LAG3; (E): CD68 va (D): CD163
*Mann Witney Unpaired T-Test (2-tailed): Sw khac biét c6 y nghia khi p<0.05; NS:
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Biéu doé 3. Heatmap m6 t& md hinh d6t bién clia cac gene lién quan dén con duong
tin hiéu NF-kB xuat hién & 39 PCNSL va 18 EBV+PCNSL. C4c loai dot bién dwoc ma
hoéa theo mau va chi sé phan trdm dai dién cho tan sd xuét hién dot bién lién quan dén

NF-kB ctia mdi nhém
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Céac dot bién tiéu biéu xuét hién trén
PCNSL gdm: MYD88 (64%), CD79A/B
(56%), TBL1XR1 (33%); cac gene con lai
xuét hién cac dot bién thwa thét hon nhw
CARD11, HIST1H1C, ITPKB,
TMEM30A(<13%).

DPac biét, hdu hét cac dot bién cua
MYD88 va CD79B déu Ian lwot lién quan
dén loai dot bién sai nghia (MYD88-%°°F)
trén mién TIR va (CD79B "**°). Cac dot
bién nay da dwoc xac nhan bang Sanger
Sequencing

* Po6t bién trén cac gene MYDSS,
CD79B va TBL1XR1 xuét hién dong th&i
trén PCNSL

Dot bién lién quan dén 3 gene: MYDSS,
CD79B va TBL1XR1 xuét hién thuong
xuyén trén bénh nhan PCNSL. 18/39 ca
PCNSL c6 cung doét bién cia MYDS88 va
CD79B, 10/39 ca xuét hién ca 3 loai dot
bién trén. Ngwoc lai, cac doét bién trén
EBV+PCNSL lai rai rac va khong xuét hién
dong thoi.

4. BAN LUAN

PCNSL xuét hién trén bénh nhan sau
ghép tang thwong cé tién lwong nang hon
va kém theo sw xuat hién cua virus EBV
[5]. Diéu nay goi y rang EBV c6 thé déng
vai trd quan trong trong sw phat trién ac
tinh ctia PCNSL va thuc day chang toi tién
hanh nghién cru vé tac déng ctia né dén
PCNSL.

4.1. Tac dong cua EBV Ién mbi
trwong vi thé khéi u ctia PCNSL

Khi so sanh cac thanh phan trong moi
trwdng vi thé khdi u & hai nhém: PCNSL
va EBV+PCNSL, ching t6i thdy rang
nhitng ca EBV dwong tinh ¢ mac d6 biéu
hiéen gene & nhém thic day khéi u:
Macrophage (CD68, CD163), immune
checkpoints (PD-L1, PD-L2, TIM3 va
LAG4) cao hon han so véi nhirng ca EBV
am tinh. Ngwoc lai, cac m&c dd biéu hién
cla cac gene lién quan dén nhém (¢ ché
khéi u lai khéng co sy khac biét dang ké
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gitra 2 nhém. CAc nghién clru gan day da
chi ra anh hwéng cia EBV Ién Hodgkin
Lymphoma va DLBCL thé hé théng, tuy
nhién di¥ liéu vé PCNSL con rat han ché.

Sw két hop gitra PD-1 (xuét hién trén té
bao T hoat hda) véi phdi t&r ctia n6 la PD-
L1 va PD-L2 sé gay ra hién twong té bao T
b4t hoat (exhausted T cell) [9]. Nhiéu
nghién clru gan day da cho thay sy ting
merc d6 biéu hién cla cac phdi ti nay trén
t& bao ung thw lién quan dén tién lwong
x4u trén cac bénh nhan lymphoma
Hodgkin, DLBCL va gan day nhét la
PCNSL [9], [12]. Nghién clru cta Green va
coéng sw (2012) cho thay sw tang mirc dod
biéu hién cta PD-L1 va PD-L2 lién quan
dén sy tang sb lwong ban sao doan gene
vi tri 9p24.1 & bénh nhan Hodgkin
Lymphoma [6]. Ngwoc lai, EBV lai c6 kha
ndng gay tdng m&c d6 biéu hién cta PD-
L1 Hodgkin Lymphoma khéng théng qua
sy bién ddi sbé lwong ban sao & vi tri
9p24.1. Nhém nghién clru da chi ra rang
viéc EBV c6 thé gay tang cwdng biéu hién
cla PD-L1 théng qua viéc tac doéng Ién
gene LMP1, tv d6 tac dong Ién vung tang
cwong va khéi dong cua PD-L1 va gay
tdng mirc dd biéu hién cda gene nay [7].
Pdng quan diém véi nghién ciru trén,
nhém tac gid Brown va cong sw (2017)
cling tim thdy két qud twong tu trén
EBV+DLCBL [3]. Nghién clru cta ching
t6i da cho thdy EBV khong chi c6 kha ning
tang cwong biéu hién PD-L1 ma con ¢
kha nang gay tang biéu hién cla céac
immune checkpoint con lai: PD-L2, TIM3,
LAG3 va CD68, CD163 (M2 macrophage)
trén PCNSL. Sy ting dbéng loat céc
immune checkpoint va M2 macrophage
b&i EBV gay (¢ ché hoat dong phat hién
va tiéu diét t& bao ung thw cla t& bao T.
Két qua nay khang dinh thém vai trd quan
trong cla EBV trong viéc tao ra moi trwdng
&c ché mién dich trong khéi u & PCNSL.

4.2, Tac doéng cua EBV lén dét bién
lién quan dén NF-kB trén PCNSL
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Bén canh viéc danh gia anh hwéng cla
EBV lén méi trwong vi thé khéi u cla
PCNSL, mé hinh dodt bién NF-kB ciling
duwoc danh gid trong nghién ctu nay. Ly
do chdng t6i chon con dwong tin hiéu NF-
KB vi cac nghién clru gan day da khang
dinh sy kich hoat tin hiéu nay théng qua
dot bién mot sé gene thanh phan cé vai tro
bénh sinh quan trong trong PCNSL [10],
tuy nhién EBV+PCNSL thi van con la an
sb. Nghién ctru ctia Nakamura va cong sv,
tai Nhat (2016), da chi ra hdu hét PCNSL
déu c6 sw kich hoat tin hiéu NF-kB théng
qua dot bién tai gene MYD88 va CD79B
[10]. Nghién ctu cla ching t6i cho két qua
twong tw v&i 80% PCNSL bi anh hwéng
b&i dét bién lien quan dén tin hiéu nay,
trong d6 phd bién nhéat 1a MYD88 (64%),
CD79A/B (56%). MYD88 |a adaptor protein
c6 vai tro khéi dong tin hiéu NF-kB thong
qua thu thé TIR. Hau hét cac dot bién cia
MYD88 dwoc tim thay tai mién TIR gay ra
sy thay thé Leucine thanh Proline (22/25
ca c6 dot bién MD88), c6 vai tro khéi dong
tin hiéu NF-kB giup té bao lymphoma séng
s6t tot hon [2]. CD79B ciing cé “Hot-spot
mutation” 1am thay thé tyrosin196 trén
mién ITAM. Hon thé nira, ching toi phat
hién thdy sw ddng thoi xuét hién cua
MYD88 va CD79B trén phan I&n cac bénh
nhan c6 dot bién nay. 81% bénh nhan cé
dot bién CD79B thi c6 kém theo dot bién
MYD88. Piéu nay cho thdy sw phdi hop
hoat déng cGa hai gene nay trong co ché
bénh sinh clGa PCNSL. Cac nghién ctru
gan day da cho thdy viéc ct dut con
dwong tin hiéu NF-kB (thudc Ibrutinib) cho
hiéu qua lam sang kha quan trén bénh
nhan PCNSL. Thir nghiém thubc lbrutinib
pha 1 da cho thdy 70% bénh nhan PCNSL
tai phat cé dot bién CD79 c6 phan rng tét
v&i Ibrutinib [8]. K&t qua nghién ciru trén
da chi ra tac dung tiém nang cla lbrutinib
va vai trd cla dot bién lién quan dén NF-
kB trén PCNSL.

Nguwoc lai, nghién ctru clia ching toi
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cho thdy hau hét cac ca EBV+PCNSL lai
c6 sw vang boéng cac dot bién lién quan
dén con dwdng tin hiéu NF-kB. Chi 4/18 ca
xuét hién cac dot bién riéng 1& va roi rac,
cac dot bién lien quan dén MYDS88 va
CD7B hiém xuét hién. Nghién ctru d& gép
phan bwéc dau chi ra md hinh ddt bién
thwong xuét hién trén PCNSL (NF-kB)
khong xuat hién khi cé sw cé mét cla EBV.
Diéu nay ching té vai trd quan trong cla
EBV lén mé hinh dét bién NF-kB &
PCNSL. Két qua trén tao tién dé& cho céc
nghién clru vé sau danh gia dé lam rd tac
dong cta EBV co ché bénh sinh & PCNSL.
5. KET LUAN

Nghién clu clha chang t6i chi ra sw
khac biét vé méi trwong vi thé khéi u va
mé hinh dét bién lién quan dén NF-kB gitra
PCNSL va EBV+PCNSL. EBV dong vai tro
quan trong trong viéc thac ddy khédi u
thdng qua viéc tao ra mai trueng khdi u bi
&rc ché vé&i sy tang cao biéu hién cia PD-
L1, PD-L2, TIM3, LAG3, CD68 va CD163,
hon 1a tac déng dén con dwéng dot bién NF-
KB & bénh nhan. Nhirng phat hién trén cé y
nghia quan trong cho viéc thiét ké chién lwoc
tri liéu mién dich trén EBV+ PCNSL.
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SUMMARY

IMPACT OF EBV ON TUMOUR MICROENVIRONMENT AND
MUTATIONS INVOLVED IN NF-kB PATHWAY IN PRIMARY CENTRAL
NERVOUS SYSTEM LYMPHOMA

Hoang Thi Mai Thanh™**, Colm Keane®, Joshua Tobin®*, Dipti Talaulikar %6
Sanjiv Jain’, Frank Vari*, Clare Gould®, Santiyagu Francis® Maher Gandhi*®

! Hue University Of Medicine and Pharmacy
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Objectives: 1) To determine the impact of EBV on TME and mutation pattern of NFkB
in PCNSL. Methods: FFPE tissue samples of 39 PCNSL patients were collected from PA
hospital and Canberra hospital. NanoString was used to measure gene expression of
effectors (CD4, CD8, CD137 and CD56); checkpoints (PD-L1, PD-L2, TIM3 and LAG3)
and Macrophage (CD68, CD163). Target Sequencing was performed to identify
mutations in NF-kB pathway. Results: EBV+PCNSL exhibits immunosuppressive TME
with the elevated level of all immune checkpoints (PD-L1, PD-L2, TIM3, LAG3) va M2
macrophage (CD163/CD68) compared with PCNSL (p < 0.05). This leads to the
ineffective immune response in TME which contributes to the tumour growth in
EBV+PCNSL. 80% PCNSL had mutations involved in NF-kB: MYD88 (64%), CD79A/B
(56%), CARD11 (13%) and TBL1XR1 (33%) with the common co-occurrence of MYD88
and CD79B/A mutations. In contrast, only 22% of EBV+PCNSL had mutations in NF-kB
(p<0.05) and these mutations are spares. Conclusion: EBV plays an important role in
promoting the tumur growth via immunosuppressive TME, rather than via genetic
alterations involved in NF-kB.

Keywords: EBV+PCNSL, MYD88, CD79A/B, immunosuppressive TME.
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