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Biéu hién ciia tin hiéu protein STAT 1 va STAT 3 trong
ung thw biéu mo té bao gan

Dislay of STAT 1 and STAT 3 protein signals in
hepatocellular carcinoma
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Tém tat

Ung thu gan dugc dac trung bdi nhiéu yéu té khac nhau, su bat thuong cla con
duong tin hiéu thdong qua sy hoat qua qua muc cla cac gen la mét trong nhitng dau
an sinh hoc trong ung thu. HCC dugc dac trung bdi cac yéu td khac nhau, trong dé cé
su kich hoat bat thuong cla con dudng tin hiéu STAT 1 va STAT 3 qua su hoat hda
qua muc cla cac gen STAT va su roi loan trong ki€m soat mién dich. Muc tiéu: Panh
gid bi€u hién STAT1 va STAT3 & bénh nhan ung thu biéu mé té bao gan. P4i tuong va
phuong phdp: Xac dinh mic dd biéu hién cta hau tin hiéu SAT 1 va STAT3 & bénh
nhan HCC bang phuong phap Western blot. Két qua: Trong cac té bao HCC déu biéu
hién hai protein STAT1 va STAT3 va khi néng d6 STAT 1 gidm cho thay su phosphoryl
héa Tyr 705 cla STAT3 (pSTAT3 Tyr705) manh hon sau 2 gio ti€p xuc IFN-y nhung
khoéng kéo dai va khi néng do STAT3 giam, IL-6 gay ra tin hiéu STAT1 kéo dai va cé su
tdc dong 1an nhau cua tin hiéu STAT1 va STAT3 khi c6 mat IL-6 tién viém. Két luén:
STAT; va STAT; la nhiing dau an sinh hoc quan trong va tiém nang trong chan doan
HCC sém.

Tir khéa: Ung thu té bao bi€éu mo gan, STAT 1, STAT 3, AFP.

Summary

Hepatocellular carcinoma (HCC) is characterized by many different factors, the
inactivation of signaling pathways through overactivation of genes is one of the
biomarkers in cancer. HCC is characterized by various factors, including inactivation
of the STAT 1 and STAT 3 signaling pathways through overactivation of the STAT
genes and disturbances in immune control. Objective: To evaluate the dislay of STAT
1 and STAT 3 protein signals in hepatocellular carcinoma. Subject and method:
Determined the expression levels of two signals SAT 1 and STAT3 in HCC patients by
Western blot method. Result: Both STAT1 and STAT3 proteins were expressed in HCC
cells, and when STAT1 levels decreased, there was strongly phosphorylation of STAT3
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Tyr 705 (pSTAT3 Tyr705) after 2 h of IFN-y exposure but not long. When STAT3 levels
decreased, IL-6 induced prolonged STAT1 signaling and interplay of STAT1 and STAT3
signaling in the presence of proinflammatory IL-6. Conclusion: STAT1 and STAT3 are
important and potential biomarkers in early HCC diagnosis.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, STAT 1, STAT 3, AFP.

1. bat van dé

STAT la yéu t6 phién ma té bao chat
lam trung gian truyén tin hiéu tir cac yéu
té tang trudng khac nhau va cac cytokine
dén nhan. Tin hiéu STAT3 da dugc ching
minh trong nhiéu khoi u & mé hinh chuét
va trong dé cé khoi u HCC, su hoat hda
STAT3 thuong thodng qua trong cac té bao
khde manh. Tuy nhién, & cac té bao ung
thu da kich hoat STAT3 phu thudc vao cac
con duong tin hiéu SphK1, sphingosine-1-
phosphate va S1PR1 [1]. Bi€u hién STAT3
c6 vai tro quan trong doi véi sy séng cla té
bao ung thu do STAT3 hoat hda cac protein
chéng chét chu trinh té bao nhu Survivin
va cac thanh vién cua ho Bcl hay céc
protein lién quan dén qua trinh kiém soat
chu trinh té bao nhu cyclin D1, c-Myc va
pim-1/2 va tang sinh kha nang xam lan cua
khéi u. Hon nira, STAT3 la mo6t chat doi
khdng cta yéu té phién ma STAT1 va co
lién quan chat ché&, hoat dong nhu mot
chat (c ché khoi u [2]. STAT1 thuong dugc
diéu hoa & nhiéu dang khoi u va lam trung
gian cho cac hoat dong truéc tang sinh va
chéng tang sinh cla cac interferon
(IFN) [2]. Tuy nhién, STAT1 cé thé thuc day
qué trinh gay ung thu va phét trién cua
khéi u khi cé su hoat hda va biéu hién bat
thudng. Su hoat hda bat thuong STAT1 da
dugc quan sat thay & nhiéu loai té€ bao ac
tinh nhu ung thu vud, ung thu hach va ung
thu biéu mo. Piéu nay cho thay biéu hién
bat thuong STAT1 c6 thé gdép phan tang
sinh khéi u thay vi c ché su chuyén héda
ac tinh [2]. MGc do bi€u hién muc protein
clUa STAT1 tang cao va dugc hoat héa

2

manh trong dong té bao ung thu; ngan can
su hoat hda protein STAT1 gay ra chét chu
trinh té bao va lam gidm manh sy hoat
dong cua nhitng gen chéng chét chu trinh
té bao nhu IAP-1, IAP-2, Bcl-xL, Bfll va
TraF1.

Ung thu té bao biéu mdé gan (HCC)
déng vi tri th& 2 vé ti 1é t& vong do cac
bénh ung thu trén toan cau gay ra. Tai Viét
Nam, HCC ding dau vé ti 1& mac va da s6
bénh dugc chan doan & giai doan tién trién
(> 40%). HCC thuong tién tri€n nhanh va
c6 tién lugng xau néu khéng dugc phat
hién va diéu tri kip thoi. Vi vay, viéc tim ra
mot phuong phédp tdm soat, chdn doan va
diéu tri méi la rat quan trong ma cac nha
khoa hoc can lam sang cling nhu lam sang
guan tam hién nay. Tin hiéu STAT1 va
STAT3 la cac yéu té phién ma quan trong
dugc kich hoat bdi cac cytokine tién viém
nhu interferon-y (IFN-y) va interleukin-6 (IL-
6). Pay la nhiing gen quan trong dang
dugc nghién clu ing dung trong lam sang
cho chdn doan va diéu tri nhiéu loai ung
thu, trong dé c6 HCC. Trong nghién cGu
nay, chang t6i danh gia biéu hién STAT1 va
STAT3 & bénh nhdn HCC dé lam ré thém
vai tro va tiém nang cla cac gen nay nham
cung cap mot co s3d khoa hoc gilup tam
soat sdm, chan doan va diéu tri HCC. Ngoai
ra, két qua nghién clru nay gilp cac nha
nghién ctu cé thém mot dir liéu dé tim ra
mot liéu phap diéu tri méi cia HCC thong
gua hai con dudng tin hiéu nay.

2. Poi tuong va phuong phap
2.1. Déi tuong
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Nghién clru dugc thuc hién trén téng s6
75 doi tugng, bao gom ngudi binh khoe
manh (25 nguoi), bénh nhan viém gan B
man tinh (25 nguoi) va ung thu té bao biéu
mo gan (25 nguoi) tUr thang 01/2022 dén
thang 05/2022 tai Bénh vién Ung Budu
thanh phd H6 Chi Minh. Nhitng b&nh nhéan
viém gan B man tinh dugc xét nghiém
khdng thé tai bénh vién cho két qua duong
tinh véi HBsAg. Bénh nhan ung thu gan da
dugc lam xét nghiém gidi phau bénh dé
ching minh. Nhitng ngudi khée manh xét
nghiém cho céac chi sé hda sinh, huyét hoc
binh thudong, am tinh véi HBsAg va khong
c6 khéi u & gan. Tat cad cac bénh nhan
dong y tham gia nghién c(tu va dugc théng
qua Hoi dong Y ddc cia bénh vién.

2.2. Xét nghiém sinh hoa

Lay 5ml mau tinh mach vao 6ng khong
c6 chat chéng dbéng, bdo quan & 4°C. bé
lang mau tai nhiét do phong khodng 20
phat, sau dé ly tam 3 phut véi toc do 3000
vong/phut, thu huyét thanh. Sau dé tién
hanh xét nghiém cac chi sé: Bilirubin toan
phan, AFP, AST, ALT, albumin va protein
toan phan.

2.3. Thu nhén va nudi cay té bao

Mau mo cla té bao khde manh dugc
thu tir bénh nhédn viém gan B bang sinh
thiét, mau mo cua té bao ung thu thu tu
khéi u dugc cat bd cia bénh nhan HCC.
Khoi mo duge xi Ii so bd dé loai bo mdé mé
thira, m6 hoai t&; dugc cat nho thanh céac
manh moé 2 x 2 x 3 mm?3. C4c mau mé sau
khi thu dugc rira sach bang PBS + 1%
penicillin trong 3 lan, sau dé dung dao bam
nhd mau vao va cho vao 1ml
DMEM/collagenase (mg/mL), 4 15 phuat &
nhiét do phong va 30 phuat & nhiét do 37°C,
khudy nhe sau 10 phut va loc bang mang
loc 70um thu dugc dich. Dich loc dugc ly
tam vé6i 2.500 vong/phut trong 5 phut &

37°C. Loai bé dich n6i, thém 1ml PBS va
ly tam 2.500 vong/phdt trong 3 phut &
37°C. Loai bd dich néi va thu dugc té bao
nu6i trong moi truong moi trudng DMEM cé
b6 sung khang sinh 1% penicillin va 10%
FBS vGi mat do ban dau 50.000 té bao/cm?
3 diéu kién 37°C va 5% CO..

2.4. Tach chiét protein

Protein toan phan dugc tach chiét bang
The Thermo Scientific Mem-PER Plus
Membrane Protein Extraction Kit tUr cac té
bao ung thu gan va cac té ngudi viém gan
B bang cach thu 100mg té bao vao 3ml
dung dich rra ly tdm va loai bo dich néi. B6
sung 1,5ml dung dich ria, ly tam & 3000
vong/phudt sau dé thém 0,75mL dém ly
gidi, Vortex, U trong 10 phuat & 4°C, ly tam
15 phut ¢ 16,000 vong/phut & 4°C, thu dich
n6i. Thém 0,5mL dém hoa tan U trong 30
phat ¢ 4°C, ly tam 16,000 vong/phut trong
15 phut & 4°C, thu dich n6i, bdo quan & -
20°C.

2.5. Nhén dién protein bang
Western blot

Céc mau protein phoi tron trong nudc va
loading buffer 4X (250mM Tris pH 6,8, 8%
SDS, 40% glycerol, 100mM DTT, 0,04%
bromophenol blue). 20ug protein dugc tach
trén gel polyacrylamide 8% va dugc chuyén
sang mang nitrocellulose bé sung 5%
albumin huyét thanh bo (BSA) trong TBST
va dugc U qua dén vdi cac khang thé 6 4°C
va doc két qua. Mau thi nghiém dugc so
sanh v6i mau ching duong Tubulin va
chiing @m - STAT 6 & ngudi cé té bao khoe
manh va ngudi mac bénh HCC.

2.6. Panh gia tac dong trén bénh
nhan ung thu gan

DE phén tich tac dong cua IL-6 1én hoat
dong cua STAT1, STAT3, céc té bao ung
thu gan dugc dua nudi th(r cap vao dia 24
giéng trong moi truong DMEM cé bs sung
khang sinh 1% penicillin va 10% FBS véi
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mat do 5.10° té bao/giéng va tréon véi cac
SiRNA U 24 gio va thém Firefly luciferase
pGL4, U tiép tuc trong 24 gio véi 20ng/ mL
IL-6 & 37°C va 5% CO,.

2.7. Phan tich théng ké

Tat ca cac phan tich thong ké da duogc
thuc hién bang phan mém SPSS, cac gia tri
p<0,05 dugc coi la cé y nghia théng ké.

3. Két qua

Khao sat ngau nhién tu thang 1/2022
dén thang 5/2022 tai bénh vién cho thay
trong 25 bénh nhan ung thu gan, ty Ié nam
giGi mac bénh cao han so véi nit gidi (nam:
64%, n: 36%, p<0,05), v6i do tudi tur 36 -
60. Trong khi dd, déi véi bénh viém gan B,

dd tuGi mac bénh tir 30 - 55 chiém ty |é
cao, ty 1& nir giGi mac bénh cao hon so véi
nam gidi (nam: 44%, nir: 56%, p<0,05).

3.1. Pac diém vé cac chi sé sinh
hoa trén bénh nhan ung thu gan

Tu két qua thong ké cho thay, cac chi
so sinh hda c6 su khac biét, trung khdp vaéi
cac dau hiéu lam sang va cé y nghia thong
ké cla hai d6i tuong khao sat (Bang 2). O
bénh nhan ung thu gan cé cac chi s6 AFP,
ALT, AST va Bilirubin tang cao hon so véi
mau doi chdng. Trong khi d6, céc chi so
protein toan phan, albumin va ty I1é A/G &
bénh nhan HCC thap hon so véi nhém
ngudi binh thuong.

Bang 1. Cac chi sé sinh héa trén & bénh nhan ung thu gan

Chi sé sinh héa - Loai mau

Mau chung Ung thu gan
AFP (IU/mL) 18,5+ 1,42 161 = 3,17
Ty |1é A/G 1,54 + 1,36 0,82 £ 1,06
Albumin (g/dL) 3,98 £ 1,11 3,03 £1,22
ALT (UL) 26,0 = 3,94 34,8 + 1,68
AST (UL) 20,9 £ 152 41,5 + 1,74
Bilirubin (mg /dL) 0,60 1,43 2,46 = 1,29
Protein toan phan (g/dL) 8,19 + 1,10 6,96 + 1,45

Cac gia tri dugc trinh bay véi mirc y nghia p<0,05.

3.2. Anh huéng protein STAT1 va STAT3 dén ung thu té bao biéu mé gan

Vi gan thuc hién nhiéu chic nang khac nhau, do dé chi dua vao mdt xét nghiém
khéng da dé danh gid chic nang gan va can két hgp nhiéu loai xét nghiém chan doan
mé&i dé gidp chan doan chinh xac hon. Trong nghién clu nay, chidng t6i khdo sat anh
hudng cla 2 loai protein STAT1 va STAT3 doi v6i bénh nhan HCC, két cho thay tat ca cac
té bao HCC déu chi@ra STAT1 va STAT3 (Hinh 1). M&c d6 bi€u hién clha protein STAT1 &
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bénh nhan HCC (1,98) cao hon so vGi nhdom déi ching (0,31) la 6,39 lan. Mic do biéu
hién ctia STAT3 ¢ nhédm bénh (1,516) cao gap 6,9 lan so véi nhém doi ching (0,221).

et N STAT1

— ——
—
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Hinh 1. K&t qua Western blot nhan dién STAT 1 va STAT 3 trong mau ung thu gan (A), mau
doi chidng (B)

Su bi€u hién clda gen muc tiéu IL-6 / STAT3 Transthyretin va Serine Peptidase In Uc
ché Kazal Type 1 cho thay rang cac té bao bi suy giam sé lugng STAT1 duogc xi ly bang
IFN-y 500u/ml, mét chat cdm Ung cuta tin hiéu STAT1, khéng biéu hién cdm Ung JAK. O
cap d6 protein, cac té bao ung thu gan khi gidm nong d6 STAT1 cho thay su phosphoryl
héa Tyr705 cha STAT3 (pSTAT3 Tyr705) manh hon sau 2 gig ti€p xuic IFN-y so vGi mau
ching. Tuy nhién, sy hoat héa STAT3 bang cach phosphoryl héa Tyr705 khéng kéo dai va
khéng dugc quan sat thay 6 cac té bao ung thu gan va su suy giam STAT1 gay ra phan
ung khac IL-6 trong té bao ung thu gan (Hinh 2). Nhu vay, khi nong do STAT3 gidm, IL-6
gay ra tin hiéu STAT1 kéo dai va c6 su tac dong lan nhau cua tin hiéu STAT1 va STAT3
khi c6 mat IL-6 tién viém trong khaéi u.

15 30 60 120 240 1140 (phuat)

STAT1
pSTAT3 Tyr705
STAT3

B-Actin

+ s5i1si2

Hinh 2. Anh hudng cla STAT 1

4. Ban luan Bénh vién Dai hoc Y dugc Ha NOi trung
binh la 60,07 + 11,90 va ty 1é mac bénh
nam/nit la 8/1. Nhém nghién clu Tran Binh
Pinh (2013) cho thay nhém tu6i 40 - 60
chiém ty 1& ung thu gan cao nhat (57,9%)

K&t qua nghién cu cla ching téi tuong
tu nhu nhiéu nghién cGu trudc day, Lé Hoai
Thuong va cbng su (2021) cho thay tudi
trung binh cla bénh nhan ung thu gan tai



JOURNAL OF 108 - CLINICAL MEDICINE AND PHARMACY

The 2" National Scientific Conference on Liver Cancer

va ty I1é nam:nt = 2,36:1 [6]. M6t nghién
cru md tad cat ngang trén 224 bénh nhan &
Bénh vién Bach Mai giai doan t&r 2018 dén
2019 nham mo td moét s6 dac di€m dich té
va lam sang bénh nhan HCC cho thay tudi
trung binh nhém nghién cau 59,4 + 10,9
tudi (tur 28 - 86 tudi) va ty I1& nam/n(r la 5/1.
Ty 1& nhiém viém gan virus B trong nhém
nghién ctu la 75,5%, ty 1& nhiém viém gan
virus C la 2,2%, ty |&é dong nhiém viém gan
virus B va virus C la 3,1% [7].

Trong ung thu gan, su chét theo chu
trinh lam cho cac té bao gan chét di va
tong hop it enzym hon va ciing la nguyén
nhan cadc bénh nhan ung thu gan cé men
gan cao. Nong do trung binh cla AST trung
binh cao hon nguoi binh thudng nhung van
c6 mot s6 bénh nhan cé chi sé giéng vai
nguoi binh thuong do sy thiéu hut
pyridoxine [8]. Trong so tat ca cac yéu té
ldm sang, nong d6 AFP huyét thanh coé lién
quan dang ké dén ty Ié tr vong cao & bénh
nhan ung thu gan va day la chi s6 doc lap
dé tién lugng HCC. Tuy nhién cac nghién
clu gan day cho thay AFP chi tang trong
khoang 60% cac truong hgp HCC va céac
xét nghiém chi ddu ung thu gan van cé
mot ty |é am tinh gid kha cao [9], nén can
phéi hgp nhiéu phuong phap trong chan
doan xac dinh HCC.

Trong té bao ung thu, STAT3 dugc
phosphoryl héa c6 thé lién két vdi
promoter cla gen p53 dé (c ché sy phién
ma, do dé ngan chan tac dung (c ché cua
p53 doi véi phién ma gen ung thu. Cac
nghién ctu da chi ra rang p53 cé tac dung
kim ham déi véi promoter gen afp. Trong
HCC kich thich su bi€u hién clia AFP bang
cach ngan chan tac dong Gc ché clia p53
trén promoter clda gen afp. Nhitng co ché
nay co6 thé lién quan dén viéc thic day tiét
IL-6 va kich hoat con duong tin hiéu
IL-6/STAT3 trong té bao HCC. Ngoai ra, su
phd huy tuong tac cta p53 véi cac protein,

do dé anh hudng dén chlc nang diéu hoa
phién ma clda p53 va do dé thac day su
bi€u hién cha AFP. Trong khi, AFP c6 mot
vai tro quan trong trong viéc thic day té
bao khdée manh thanh té bao ung thu nén
tin hiéu IL-6/STAT3 cé thé dan dén sy phat
tri€n ctia HCC bang céch thic ddy su biéu
hién cua AFP [10]. Bén canh dé, mot
nghién cau trén md hinh chudt HCC khi
diéu tri bang napabucasin cho gidm miurc
do biéu hién cla STAT 3 dong thoi kéo theo
giam nong do AFP, tu dé cho thay gen
STAT c6 thé cé lién quan dén néng do AFP
va can dugc nghién ctu thém [11].

Khi cho céc siRNA phan Gng v6i STAT1,
hoat dong cia mRNA da gidm trén 90%
trong cac té bao ung thu. Nhiéu nghién cGu
truéc day cling ching minh bi€u hién
protein STAT1 trong cac mdé cé HCC cao
hon han d6i cdc mé binh thudong [12].
Buyun Ma va cdng su (2019) cho thay biéu
hién cia STAT1 cao & bénh nhan HCC va
phU hgp véi két qua ho phan tich tur bo dir
liéu truc tuyén Oncomine va GEO (GSE
14520). Nhém nghién clu nay ciing chi ra
muic do STAT 1 trong té bao chat cua té
bao HCC cao han han so vdi cdc mé khéng
c6 khéi u, trong khi dé6 muic dd bi€u hién
trong nhan la tuong duong nhau [12]. Céac
nghién ctu thuc nghiém trén moé hinh
chuét da chdng minh STAT1 cé kha nang
c ché khéi u chd yéu thong qua cac co
ché& bén trong va bén ngoai khéi u, bd diéu
hoa chu ky té bao, chat cdm Ung cla qua
trinh chét chu trinh té& bao va cac gen cua
hé thng mién dich da dugc céng nhan la
muc tiéu cubi cung cla STATL. Tuy nhién
mot s6 gen ung thu da dugc bdo cdo la
dugc diéu chinh bdi STAT1, cé lién quan
dén viéc thic day su phat trién va xam lan
cla khoi u, Gc ché gidm sat mién dich va
gay khang tri liéu [13]. Do dé, STAT 1 dong
vai tro cé mat nhiéu trong qua trinh phat
tri€n ung thu.
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STAT3 dugc coi la gen gay ung thu
trong HCC, hoat dong ctua STAT3 thuc day
qua trinh chét chu trinh té bao va lam suy
gidm sy tang sinh cia moét s6 dong té bao
ung thu gan trong in vitro va trong cac moé
hinh cay ghép. Cac nghién clu da chuing
minh trong cdc mau md HCC cla ngudi va
cac dai thuc bao lién quan dén khoi u cé su
gia tang bi€u hién STAT3 cao. Nuclear Tyr-
705-phosphoryl héa STAT3 hién dién trong
60% cac truong hop ung thu biéu mod té
bao gan khéng phu thudc vao can nguyén
cla khoéi u va c6 moi tuong quan véi su
tién trién cha khoi u va tién lugng, tin hiéu
IL-6/STAT3 trong té bao dong tuy thic day
su tang sinh cla té bao HepG2 hoac Huh-7
trong in vitro [14]. Nhitng d{t liéu nay nhan
manh tam quan trong cua viéc kich hoat
dong thoi STAT3 trong ngan mé dém cua
HCC. Mac du tang hoat hdéa, khéng cé dot
bi€n gen gay ung thu STAT3 hoac JAK kich
hoat STAT3 duong nhu ton tai trong HCC.
Tuy nhién, khodng 60% HCA gay viém
mang dot bién hoat hda trong gen IL-6st
ma hda thanh phan gpl30 c6 trong phic
hop gpl30/IL6R [15]. Cac dét bién hoat
héa tuong (ng véi cac doan nhd trong
gpl30 kich hoat tin hiéu IL-6 trong truong
hop khong cé phéi ti. Do do, yéu td phién
ma STAT3 dugc kich hoat mét céch hé
thong, yéu td nay dugc coi la thac day qua
trinh sinh ung thu. Cac dét bién trong IL-
6st cling da dugc xac dinh trong HCC, mac
du véi tan suat thap. Chang luén di kém
véi cac dot bién B-catenin [15]. Tu cac két
qud trén cho thay STAT 1 va STAT 3 c0 vai
trd quan trong trong phuong phéap chéan
dodn HCC va day ciling dugc xem la co sé
c6 thé dung dé tam soat HCC. Ngoai ra,
day clng la mot dir liéu giup cac nha
nghién cu can lam sang cé thé s dung
dé tim ra mot liéu phap diéu tri méi trong
HCC thong qua hai tin hiéu STAT 1 va
STATS.

5. Két luan

O céac té bao ung thu gan cé STAT1 va
STAT3, khi nong do STAT 1 gidm cho thay
su phosphoryl hdéa Tyr705 cla STAT3
(pSTAT3 Tyr705) manh hon sau 2 gio tiép
xUc IFN-y nhung khéng kéo dai va khi néng
dé STAT3 giam, IL-6 gay ra tin hiéu STAT1
kéo dai va c6 su tac dong lan nhau cda tin
hiéu STAT1 va STAT3 khi cé mat IL-6 tién
viém trong khoi u.
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