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TÓM TẮT  

Mục tiêu: Đánh giá tác động của EBV lên môi trường vi thể khối u và mô hình đột 

biến liên quan đến tín hiệu NF-kB ở PCNSL. Phương pháp: Mẫu mô bệnh học được thu 

thập từ 39 bệnh nhân PCNSL và 18 EBV+ PCNSL ở bệnh viện Princess Alexandra và 

Canberra (Úc). Hệ thống đếm phân tử kỹ thuật số NanoString đo mức độ biểu hiện gene 

của các immune effectors (CD4+, CD8+, CD137, CD56); immune checkpoints (PD-L1, 

PD-L2, TIM3, LAG3) và Macrophage (CD68 và CD163) để đánh giá TME trên PCNSL. 

Target Sequencing (Illumina) được thực hiện nhằm phát hiện đột biến liên quan đến các 

gene tham gia vào tín hiệu NF-kB. Kết quả: EBV+PCNSL thể hiện rõ môi trường ức chế 

miễn dịch bởi sự tăng cao của PD-L1, PD-L2, TIM3, LAG3 và M2 macrophage 

(CD163/CD68 (p < 0.05). Điều này khiến các phản ứng miễn dịch ở môi trường có EBV 

trở nên kém hiệu quả, góp phần thúc đẩy khối u phát triển. 80% bệnh nhân PCNSL xuất 

hiện đột biến liên quan đến hoạt hóa tín hiệu NF-κB: MYD88 (64%), CD79A/B (56%), 

CARD11 (13%) and TBL1XR1 (33%). Trong đó, đột biến gene MYD88 và CD79B/A gây 

hoạt hóa NF-kB thường xuất hiện đồng thời. Ngược lại, EBV+PCNSL có tần số xuất hiện 

đột biến thấp hơn hẳn (22%) (p<0.05) với mô hình đột biến riêng lẻ. Kết luận: EBV đóng 

vai trò quan trọng trong việc thúc đẩy khối u chủ yếu thông qua việc tạo ra môi trường ức 

chế miễn dịch hơn tác động đến con đường đột biến.  

Từ khóa: EBV+PCNSL, MYD88, CD79A/B, môi trường khối u ức chế miễn dịch 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ  

1
Lymphoma hệ thần kinh trung ương 

nguyên phát (Primary Central Nervous 
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System Lymphoma-PCNSL) là một trong 

những thể bệnh hiếm và rất ác tính của 

lymphoma non-Hodgkin, thường xảy ra 

khu trú tại hệ thần kinh trung ương [4]. 

Tiên lượng sống trên bệnh nhân PCNSL 

thường rất thấp, đặc biệt là các bệnh nhân 

có hệ miễn dịch suy yếu với EBV dương 

tính. Một số mô hình đột biến đặc trưng 

cho PCNSL đã được tìm thấy như: đột 

biến điểm dẫn đến việc hoạt hóa tín hiệu 

NF-κB (đột biến ở gene MYD88, CD79A/B, 

CARD11, TBL1XR1, PRDM1 và CREBBP) 

[10] và sự mất biểu hiện của nhóm gene 

HLA I và HLA II [3]. Hậu quả của các biến 

đổi này khiến tế bào ung thư thoát khỏi sự 

rà soát của hệ miễn dịch và phát triển 

mạnh [10,11]. Thanh Hoàng và cộng sự 

(2020) đã chỉ ra PCNSL có sự tăng đáng 
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kể của M2 macrophage với sự biểu hiện 

CD163 cao và CD68 thấp, gây thúc đẩy sự 

phát triển của khối u và giảm sút tế bào T 

và NK hoạt hóa hóa (CD137) trên PCNSL 

hơn so với lymphoma ở ngoại biên. ĐIều 

này góp phần thúc đẩy tế bào ung thư trên 

PCNSL có phần ác tính hơn so với 

lymphoma ngoại biên [1]. 

 PCNSL có thể xuất hiện ở người có 

hệ miễn dịch suy yếu như: bệnh nhân cấy 

ghép tạng hoặc mắc HIV thường kèm theo 

EBV dương tính. Khác với ở người bình 

thường, PCNSL ở bệnh nhân suy giảm 

miễn dịch có tiên lượng sống xấu hơn 

nhiều [5]. Do tính hiếm và thiếu mô bệnh 

học của bệnh lý này, nên cơ chế sinh bệnh 

học của EBV+ PCNSL còn ít được biết 

đến. Việc tìm xác định vai trò của EBV lên 

cơ chế bệnh sinh của PCNSL phần nào 

giúp giải thích nguyên nhân về sự ác tính 

của loại ung thư này. Do đó, nghiên cứu 

của chúng tôi nhằm vào hai mục tiêu sau: 

1) Đánh giá tác động của EBV lên môi 

trường vi thể khối u của PCNSL 

2) Đánh giá ảnh hưởng của EBV lên 

mô hình đột biến liên quan đến con đường 

tín hiệu NF-κB ở PCNSL.  

2. ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP 

NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tƣợng nghiên cứu 

- Tiêu chuẩn chọn mẫu: Mẫu mô gắn 

parafin đã cố định formalin (FFPE) được 

thu thập từ 39 bệnh nhân PCNSL với EBV 

âm tính và 18 bệnh nhân PCNSL xuất hiện 

sau cấy ghép tạng với EBV+, từ Bệnh viện 

Princess Alexandra và Canberra tại Úc. 

Các mẫu PCNSL chỉ được chọn khi được 

xác nhận về mô bệnh học là DLBCL khu 

trú tại tại hệ thần kinh trung ương và 

không có dấu hiệu của ung thư ở các hạch 

ngoại biên. 

- Tiêu chuẩn loại trừ: Các mẫu PCNSL 

có dấu hiệu ung thư ở các hạch ngoại biên 

được xác định tại thời điểm chẩn đoán 

được loại ra khỏi nhóm nghiên cứu. 

2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu 

- Thiết kế nghiên cứu: Cắt ngang mô 

tả 

- Phƣơng pháp nghiên cứu:  

+ RNA/DNA từ các mẫu FFPE được 

chiết xuất bằng kít Allprep DNA/RNA FFPE 

(Qiagen). RNA được sử dụng để đo mức 

độ biểu hiện gene bằng máy NanoString, 

DNA được sử dụng để xác định đột biến 

liên quan đến con đường tín hiệu NF-κB 

bằng kỹ thuật Next Generation Sequencing 

(NGS). 

+ Hệ thống đếm phân tử kỹ thuật số 

NanoString phân tích mức độ biểu hiện 

gene của 2 nhóm tế bào trong môi trường 

vi thể khối u gồm: nhóm tế bào miễn dịch 

chống khối u - immune effectors (CD4+, 

CD8+, CD137, CD56); và nhóm tế bào 

thúc đẩy sự phát triển của khối u (PD-L1, 

PD-L2, TIM3 và LAG3), CD68 (M1-đại 

thực bào) và CD163 (M2-đại thực bào) 

trên PCNSL. 

+ Next Generation Sequening được 

thực hiện trên hệ thống Illumina để xác 

định đột biến của 10 gene tham gia vào 

con đường tín hiệu NF-κB: MYD88, 

CARD11, CD79A, CD79B, TNFAIP3, 

TBL1XR1, NFKBIE, TMEM30A, 

HIST1H1C, ITPKB [10]. Kít chuẩn bị thư 

viện Agilent SureSelectXT được sử dụng 

để tối ưu hoá giải trình tự đích trên mẫu 

mô FFPE. 

2.3. Phân tích số liệu 

- NanoString data được phân tích bằng 

phần mềm GraphPad Prism 7 và SPSS 

17.0. Các chỉ số được so sánh giữa hai 

nhóm bằng Mann Witney unpaired t-test. 

- NGS: Đột biến điểm được xác định 

bởi 2 phần mềm: Mutech2 và Lofreq. 

Chúng tôi chỉ thu thập các đột biến không 

đồng nghĩa (non-synonymous mutation). 

Các đột biến được loại nếu (1) có tần số 

biến thể trên allele dưới 5%, (2) xuất hiện 

trên ExAC database 

(http://exac.broadinstitute.org/) với tần số 

dưới 1%, (3) đột biến xuất hiện trên bất kỳ  

http://exac.broadinstitute.org/
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mẫu nào trên 24 mẫu mô bình thường.  

2.4. Đạo đức nghiên cứu 

Nghiên cứu này được thực hiện với sự 

đồng ý tham gia của bệnh nhân và được 

sự đồng ý từ hội đồng nghiên cứu y học-

Metro South Health, Úc. Các đối tượng 

tham gia nghiên cứu được giải thích rõ 

ràng về mục đích và quy trình tiến hành 

nghiên cứu.  

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Tác động của EBV lên thành phần  

trong môi trƣờng vi thể khối u của PCNSL 

Nhằm đánh giá tác động của EBV lên 

môi trường vi thể khối u của PCNSL, 

chúng tôi tiến hành so sánh các immune 

effector và các immune checkpoint và 

macrophage trên 39 ca PCNSL và 18 ca 

EBV+ PCNSL.  

* Nhóm tế bào miễn dịch chống khối u 

Không có sự khác biệt giữa CD4, CD8 

và CD56 giữa hai nhóm bệnh. Nhóm 

EBV+ PCNSL có CD137 cao hơn so với 

nhóm EBV âm tính (Biểu đồ 1). 
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Biểu đồ 1. Mức độ biểu hiện của các immune effector giữa PCNSL và EBV+ PCNSL. 

(A): CD4, (B): CD8, (C): CD58 và (D): CD137. 

*Mann Witney Unpaired T-Test (2-tailed): Sự khác biệt có ý nghĩa khi p<0.05; NS: 

Không có ý nghĩa. 

 

* Nhóm tế bào thúc đẩy khối u 

Tất cả các immune checkpoint và 

macrophage ở EBV+PCNSL đều cao hơn 

so với nhóm EBV âm tính (p<0.05). Đặc 

biệt, PD-L1 và PD-L2 lần lượt cao gấp 7,5 

và 3 lần ở nhóm EBV+ PCNSL so với 

EBV-ve PCNSL (Biểu đồ 2). 

3.2. Tác động của EBV lên mô hình 

đột biến liên quan đến con đƣờng tín 

hiệu NF-κB của PCNSL 

* Mô hình đột biến trên hai nhóm bệnh  

Để đánh giá tác động của EBV lên mô 

hình đột biến liên quan đến con đường 

NF-κB của PCNSL, tần số đột biến xuất 

hiện trên hai nhóm bệnh được so sánh 

(Fisher và Chi Square’s test- SPSS). Hầu 

hết PCNSL đều xuất hiện đột biến trên tối 

thiểu một gene liên quan đến NF-κB, trong 

khi đó chỉ 22% EBV+ PCNSL xuất hiện đột 

biến liên quan (p < 0.05).  
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Biểu đồ 2. Mức độ biểu hiện của các immune checkpoint và macrophage giữa 

EBV+PCNSL và PCNSL 

(A): PD-L1, (B): PD-L2, (C): TIM3; (D): LAG3; (E): CD68 và (D): CD163 

*Mann Witney Unpaired T-Test (2-tailed): Sự khác biệt có ý nghĩa khi p<0.05; NS: 

Không có ý nghĩa 

 
 

Biểu đồ 3. Heatmap mô tả mô hình đột biến của các gene liên quan đến con đường 

tín hiệu NF-κB xuất hiện ở 39 PCNSL và 18 EBV+PCNSL. Các loại đột biến được mã 

hóa theo màu và chỉ số phần trăm đại diện cho tần số xuất hiện đột biến liên quan đến 

NF-κB của mỗi nhóm 
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Các đột biến tiêu biểu xuất hiện trên 

PCNSL gồm: MYD88 (64%), CD79A/B 

(56%), TBL1XR1 (33%); các gene còn lại 

xuất hiện các đột biến thưa thớt hơn như 

CARD11, HIST1H1C, ITPKB, 

TMEM30A(<13%).  

Đặc biệt, hầu hết các đột biến của 

MYD88 và CD79B đều lần lượt liên quan 

đến loại đột biến sai nghĩa (MYD88
L265P

) 

trên miền TIR và (CD79B 
Y196

). Các đột 

biến này đã được xác nhận bằng Sanger 

Sequencing 

* Đột biến trên các gene MYD88, 

CD79B và TBL1XR1 xuất hiện đồng thời 

trên PCNSL 

Đột biến liên quan đến 3 gene: MYD88, 

CD79B và TBL1XR1 xuất hiện thường 

xuyên trên bệnh nhân PCNSL. 18/39 ca 

PCNSL có cùng đột biến của MYD88 và 

CD79B, 10/39 ca xuất hiện cả 3 loại đột 

biến trên. Ngược lại, các đột biến trên 

EBV+PCNSL lại rải rác và không xuất hiện 

đồng thời.  

4. BÀN LUẬN 

PCNSL xuất hiện trên bệnh nhân sau 

ghép tạng thường có tiên lượng nặng hơn 

và kèm theo sự xuất hiện của virus EBV 

[5]. Điều này gợi ý rằng EBV có thể đóng 

vai trò quan trọng trong sự phát triển ác 

tính của PCNSL và thúc đẩy chúng tôi tiến 

hành nghiên cứu về tác động của nó đến 

PCNSL.  

4.1. Tác động của EBV lên môi 

trƣờng vi thể khối u của PCNSL 

Khi so sánh các thành phần trong môi 

trường vi thể khối u ở hai nhóm: PCNSL 

và EBV+PCNSL, chúng tôi thấy rằng 

những ca EBV dương tính có mức độ biểu 

hiện gene ở nhóm thúc đẩy khối u: 

Macrophage (CD68, CD163), immune 

checkpoints (PD-L1, PD-L2, TIM3 và 

LAG4) cao hơn hẳn so với những ca EBV 

âm tính. Ngược lại, các mức độ biểu hiện 

của các gene liên quan đến nhóm ức chế 

khối u lại không có sự khác biệt đáng kể 

giữa 2 nhóm. Các nghiên cứu gần đây đã 

chỉ ra ảnh hưởng của EBV lên Hodgkin 

Lymphoma và DLBCL thể hệ thống, tuy 

nhiên dữ liệu về PCNSL còn rất hạn chế.  

Sự kết hợp giữa PD-1 (xuất hiện trên tế 

bào T hoạt hóa) với phối tử của nó là PD-

L1 và PD-L2 sẽ gây ra hiện tượng tế bào T 

bất hoạt (exhausted T cell) [9]. Nhiều 

nghiên cứu gần đây đã cho thấy sự tăng 

mức độ biểu hiện của các phối tử này trên 

tế bào ung thư liên quan đến tiên lượng 

xấu trên các bệnh nhân lymphoma 

Hodgkin, DLBCL và gần đây nhất là 

PCNSL [9], [12]. Nghiên cứu của Green và 

cộng sự (2012) cho thấy sự tăng mức độ 

biểu hiện của PD-L1 và PD-L2 liên quan 

đến sự tăng số lượng bản sao đoạn gene 

vị trí 9p24.1 ở bệnh nhân Hodgkin 

Lymphoma [6]. Ngược lại, EBV lại có khả 

năng gây tăng mức độ biểu hiện của PD-

L1 Hodgkin Lymphoma không thông qua 

sự biến đổi số lượng bản sao ở vị trí 

9p24.1. Nhóm nghiên cứu đã chỉ ra rằng 

việc EBV có thể gây tăng cường biểu hiện 

của PD-L1 thông qua việc tác động lên 

gene LMP1, từ đó tác động lên vùng tăng 

cường và khởi động của PD-L1 và gây 

tăng mức độ biểu hiện của gene này [7]. 

Đồng quan điểm với nghiên cứu trên, 

nhóm tác giả Brown và cộng sự (2017) 

cũng tìm thấy kết quả tương tự trên 

EBV+DLCBL [3]. Nghiên cứu của chúng 

tôi đã cho thấy EBV không chỉ có khả năng 

tăng cường biểu hiện PD-L1 mà còn có 

khả năng gây tăng biểu hiện của các 

immune checkpoint còn lại: PD-L2, TIM3, 

LAG3 và CD68, CD163 (M2 macrophage) 

trên PCNSL. Sự tăng đồng loạt các 

immune checkpoint và M2 macrophage 

bởi EBV gây ức chế hoạt động phát hiện 

và tiêu diệt tế bào ung thư của tế bào T. 

Kết quả này khẳng định thêm vai trò quan 

trọng của EBV trong việc tạo ra môi trường 

ức chế miễn dịch trong khối u ở PCNSL.  

4.2. Tác đồng của EBV lên đột biến 

liên quán đến NF-κB trên PCNSL 
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Bên cạnh việc đánh giá ảnh hưởng của 

EBV lên môi trường vi thể khối u của 

PCNSL, mô hình đột biến NF-κB cũng 

được đánh giá trong nghiên cứu này. Lý 

do chúng tôi chọn con đường tín hiệu NF-

κB vì các nghiên cứu gần đây đã khẳng 

định sự kích hoạt tín hiệu này thông qua 

đột biến một số gene thành phần có vai trò 

bệnh sinh quan trọng trong PCNSL [10], 

tuy nhiên EBV+PCNSL thì vẫn còn là ẩn 

số. Nghiên cứu của Nakamura và cộng sự, 

tại Nhật (2016), đã chỉ ra hầu hết PCNSL 

đều có sự kích hoạt tín hiệu NF-κB thông 

qua đột biến tại gene MYD88 và CD79B 

[10]. Nghiên cứu của chúng tôi cho kết quả 

tương tự với 80% PCNSL bị ảnh hưởng 

bởi đột biến liên quan đến tín hiệu này, 

trong đó phổ biến nhất là MYD88 (64%), 

CD79A/B (56%). MYD88 là adaptor protein 

có vai trò khởi động tín hiệu NF-κB thông 

qua thụ thể TIR. Hầu hết các đột biến của 

MYD88 được tìm thấy tại miền TIR gây ra 

sự thay thế Leucine thành Proline (22/25 

ca có đột biến MD88), có vai trò khởi động 

tín hiệu NF-κB giúp tế bào lymphoma sống 

sót tốt hơn [2]. CD79B cũng có “Hot-spot 

mutation” làm thay thế tyrosin196 trên 

miền ITAM. Hơn thế nữa, chúng tôi phát 

hiện thấy sự đồng thời xuất hiện của 

MYD88 và CD79B trên phần lớn các bệnh 

nhân có đột biến này. 81% bệnh nhân có 

đột biến CD79B thì có kèm theo đột biến 

MYD88. Điều này cho thấy sự phối hợp 

hoạt động của hai gene này trong cơ chế 

bệnh sinh của PCNSL. Các nghiên cứu 

gần đây đã cho thấy việc cắt đứt con 

đường tín hiệu NF-κB (thuốc Ibrutinib) cho 

hiệu quả lâm sàng khả quan trên bệnh 

nhân PCNSL. Thử nghiệm thuốc Ibrutinib 

pha 1 đã cho thấy 70% bệnh nhân PCNSL 

tái phát có đột biến CD79 có phản ứng tốt 

với Ibrutinib [8]. Kết quả nghiên cứu trên 

đã chỉ ra tác dụng tiềm năng của Ibrutinib 

và vai trò của đột biến liên quan đến NF-

κB trên PCNSL.  

Ngược lại, nghiên cứu của chúng tôi  

cho thấy hầu hết các ca EBV+PCNSL lại 

có sự vắng bóng các đột biến liên quan 

đến con đường tín hiệu NF-κB. Chỉ 4/18 ca 

xuất hiện các đột biến riêng lẻ và rời rạc, 

các đột biến liên quan đến MYD88 và 

CD7B hiếm xuất hiện. Nghiên cứu đã góp 

phần bước đầu chỉ ra mô hình đột biến 

thường xuất hiện trên PCNSL (NF-κB) 

không xuất hiện khi có sự có mặt của EBV. 

Điều này chứng tỏ vai trò quan trọng của 

EBV lên mô hình đột biến NF-κB ở 

PCNSL. Kết quả trên tạo tiền đề cho các 

nghiên cứu về sau đánh giá để làm rõ tác 

động của EBV cơ chế bệnh sinh ở PCNSL. 

5. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu của chúng tôi chỉ ra sự 

khác biệt về môi trường vi thể khối u và 

mô hình đột biến liên quan đến NF-κB giữa 

PCNSL và EBV+PCNSL. EBV đóng vai trò 

quan trọng trong việc thúc đẩy khối u 

thông qua việc tạo ra môi trường khối u bị 

ức chế với sự tăng cao biểu hiện của PD-

L1, PD-L2, TIM3, LAG3, CD68 và CD163, 

hơn là tác động đến con đường đột biến NF-

κB ở bệnh nhân. Những phát hiện trên có ý 

nghĩa quan trọng cho việc thiết kế chiến lược 

trị liệu miễn dịch trên 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 
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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) và 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. 

 

 


