TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

MOI LIEN QUAN GI(*A BIEU HIEN CUA HEXOKINASE 2
VA VIRUS EPSTEIN-BARR TRONG U LYMPHO TE BAO NK/T
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U lympho té bao diét tw nhién/té bao T (NK/TL) la mét loai ung thw nguy hiém hiém gép bat nguén tor
sw bién déi cua té bao diét tw nhién va té bao T, ty 16 xuét hién phd bién tai cac khu vuc chau A. Yéu té
nguy co ctia NK/TL la virus Epstein-Barr (EBV), mét thanh vién cta ho herpesvirus. Biéu hién cta enzym
Hexokinase 2 (HK2) tir ldu da duoc ching minh cé vai tro trong qué trinh dudng phén va tang sinh khoi
u & mét sé bénh ung thw. Nghién ctru cta chung téi duoc thuc hién trén 22 bénh nhan dwoc chadn doan
méc NK/TL nhdm tim hiéu méi lién quan gitra HK2 va EBV trong sw phét trién cta khéi u. Biéu hién cua
HK2 dwoc thue hién bdng ky thuat héa mé mién dich (IHC); ndng d6 EBV duoc xéc dinh bdng phuwong
phéap Realtime PCR. Két qué cho thay rdng 16 trong s6 22 déi tuong nghién ciru (72,7%) biéu hién HK2
va c6 sw khac biét dang ké vé ndéng do EBV giita cac khéi u khéng biéu hién HK2 va cac khéi u biéu
hién HK2 (p = 0,02). Két qua nghién ctru c6 y nghia quan trong va cho thdy cén cé nhiing nghién ctu
s&u hon dé lam ré méi lién hé giita EBV va sw biéu hién ctia HK2 trong co ché hinh thanh khéi u NKTL.

Tir khoéa: Hexokinase 2, Virus Epstein-Barr, u lympho té bao tiéu diét tw nhién/té bao T.

I. DAT VAN BE

U lympho la mét loai ung thw bét ngudn ti
sw bién ddi clia cac té bao lympho cla hé théng
mién dich. Do d6, khéi u cé thé phat trién &
nhiéu bd phan va anh hwéng dén cac co quan
trong toan bé co thé. Viéec phan loai bénh co
thé phu thudc vao loai té bao lympho c6 lién
quan. Trong dé, u lympho té bao diét tw nhién/
té bao T (NT/KL) lien quan dén su phat trién
b4t thwong cla té bao tiéu diét tw nhién va té
bao T va dwoc phéan loai trong nhém u lympho
khéng Hodgkin. Mac du phat trién nhanh chéng
va xam lan, can bénh nay rat hiém géap trén thé
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gi&i va phd bién hon & mét sé vung dia ly, dac
biét 1a cac khu vwe cta chau A

Virus Epstein-Barr (EBV) la virus thuéc ho
herpesvirus va dwoc coi 1a mét trong nhivng yéu
td nguy co’ ¢o lién quan téi nhiéu loai ung thw
nhw u lympho Burkitt, ung thw biéu mé vom hong
(NPC) hoéc u lympho Hodgkin, u lympho té bao
B I&n lan tod.23 Nhitng nghién ctru & cac qudc
gia Chau A nhw Nhat Ban, Trung Quéc, Han
Qubc da chi ra ty 1& nhiém EBV trén u lympho té
bao NK/T la rat cao va EBV cling dwoc xem la
mot yéu td nguy co’ lién quan dén NK/TL mac du
co ché gay bénh van chwa dwoc hiéu rd.45

Hexokinase 1a mét enzym can thiét cho
qua trinh trao dbi chat, chiu trach nhiém
phosphoryl héa glucose trong qua trinh duwdng
phan, tao dwdong cling nhw cac qua trinh khac.
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Hexokinase bao gébm bén déng phan (HK1, 2,
3, 4) va mdi dang c6 thé dwoc biéu hién trong
cac co quan hoac mé khac nhau, ¢é ai lyc khac
nhau v&i chét nén 1a glucose.® Hexokinase 2
(HK2) cé a&i lwc cao véi glucose nhwng bi trc
ché béi sy duw thira glucose trong céac trwong
hop théng thuong; enzym nay dwoc tim thay
chu yéu trong cac mé nhay cam véi insulin nhw
m&, co xwong va co tim.” Tuy nhién, HK2 c6 thé
dwoc biéu hién qua mirc & mot sb loai ung thw
va trong mot sb trwerng hop HK2 chi phéi chirc
nang thong thuwong cia HK4.” Lwgng HK2 tang
cao phu hop véi nhu ciu ndng lwong can cho sy
phat trién ctia khéi u khi dwoc tao ra bang cach
tang dwong phan. Hon niva, trong mdi trwong
thiéu oxy, sw kim hadm qua trinh dich ma nham
dé du tri» nang lwong; tuy nhién, trong u lympho
té bao B I&n lan tda, qua trinh dich ma va biéu
hién mot s& gen nhat dinh bao gdm ca HK2 van
xay ra, ngay ca trong tinh trang thiéu oxy.8 HK2
duoc cho 1a cé lién quan dén sw tai lap trinh
trao ddi chat trong sw phat trién clia khdi u. Diéu
dé cho thdy HK2 c6 nhiéu tiém nang trong chan
doan cling nhw diéu tri ung thw.

Hién nay chwa c6 mot nghién clru nao danh
gia sw lién quan gitra virus EBV va sy biéu
hién cla Hexokinase-2 dé lam ré qua trinh hinh
thanh va phat trién cia u lympho té bao NK/T.
Chung toi tién hanh nghién ctu nay dé kiém
tra sw bidu hién ctia HK2 bng cach st dung
ky thuat héa mé mién dich (IHC) va do néng do
EBV trong khéi u NK/TL béng ki thuat Realtime
PCR, nham muc dich xac dinh méi lién hé gitra
cac yéu td nay trong NK/TL.

Il. DOI TWVONG VA PHUONG PHAP

1. Déi twong

22 trwdng hop bénh nhan da dwoc chan
doan tai B&nh vién Ung bwéu Trung wong va
Pai hoc Y Ha Noi t&r ndm 2019 dén nam 2022.
Chén doan NK/TL dwoc dwa trén tiéu chuln

lam sang cuing v&i két qua nhudém hdéa mé mién
dich va theo phan loai cia T6 chirc Y t& Thé gii
(WHO) ndm 2017. T4t c& cac mau cho nghién
ctru nay dwoc thu thap trwde khi tién hanh diéu
tri va dwoc chan doan mac méi NK/TL.
2. Phwong phap

Téch chiét DNA

Sau khi tién hanh thu thap mau mé sinh thiét
NK/TL va bdo quan theo diéu kién tiéu chuén,
nhi’ng mau md nay sé& dwoc cat thanh cac lat
méng c6 dd day khodng 10um va dwoc thu thap
trong 6ng eppendoft 1,5mL. Sau d6 nhirng mau
md nay dwoc tach chiét DNA béng cach phan cét
protein st¢ dung 20uL Proteinase K va tinh sach
DNA qua cét loc gdn mang silica theo huéng
dan cla nha san xuat dwoc cung cap trong bd
kit QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN,
56404). Cac mau DNA sau tach chiét duoc bao
quan & -20°C cho dén khi dwoc st dung.

Do sb6 ban sao EBV

EBV trong cac md khdi u dwoc phat hién
va do béng ky thuat Realtime PCR sir dung bd
kit GeneProof Epstein-Barr Virus (EBV) PCR
kit nhd&m dén gen dich la EBNAT, theo quy
trinh khuyén céo clia nha san xuét. Cac chuan
dwong cta sd ban sao EBV dwoc cung cap
trong bd véi pham vi tir 102 dén 107. Cac phan
ng dwoc thwe hién va phan tich bang hé théng
QuantStudio 3 Real-time trong cac diéu kién:
hoat héa & 50°C trong 2 phut, bién tinh & 95°C
trong 10 phat va 42 chu ky & 95°C trong 15
giay, 60°C trong 50 giay. Sé ban sao EBV trong
cac mo khéi u dwoc tinh trén don vi microgram
DNA (ban sao/ug DNA) dwa vao sb ban sao
tinh toan dwgc trong phan &ng Realtime PCR
(don vi la ban sao/ pL) va néng dd DNA cla
mau thu dwoc (don vi la ng DNA/L).

Héa mé mién dich (IHC)

Sw biéu hién cla HK2 trong cac mau mé
NK / TL dwoc danh gia badng phwong phap
héa mé mién dich (IHC) bang bd dung cu phat
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hién UltraView Universal DAB (Ventana, USA).
Cac mau mo ddc nén NK / TL dwoc cat thanh
cac phan day 4um, khiv parafin bang EZ prep
(Ventana, Hoa Ky). Bwdc bdc 16 khang nguyén
duoc xt ly bang dung dich CC1 (Ventana, USA)
trong 60 phut & 95°C va sau dé dwgc block
bang peroxidase noi sinh. Sau dd, cac mau
dwoc nhing vao khang thé Anti-Hexokinase I
(phaloang 1:250, Abcam) trong 32 phut & 37°C.
Céc dbi chirng am va dwong ciing dwoc nhudém
mau theo khuyén nghi ctia nha san xuét. Sau
khi rlra bang PBS, cac mau dwoc 0 véi Goat
Anti-Mouse IgG H&L (HRP) va sau d6 duoc
biéu thi bang ultraView Universal hydrogen
peroxide (Ventana, USA) va ultraView Universal
DAB (Ventana, USA) trong 8 phut & 37°C. DAB
dwoc lam ré mau bang cach bd sung ultraView
Universal Copper (Ventana, USA) trong 4
phut & 37°C trwéc khi mau dwoc nhudm béng
hematoxylin Il (Ventana, USA) va sau dé dwgc
G v&i Bluing Reagent (Ventana, USA) trong
cung moét diéu kién. Cac mau dwoc rira sach
bang hén hop nwéc - chat tdy rira, khir nwéc
bang cac ndng dé ethanol khac nhau, lam sach
bang xylene, dwoc bao phi b&i Richard-Allan
Scientific Mounting Medium (ThermoFisher
Scientific, USA), day nap tht céng va cubi ciing
dwoc quan sat dwdi kinh hién vi.

Ill. KET QUA

1. Pac diém chinh cta déi twong nghién ctru

Tbng codng, 22 mau NK/TL da dwoc quan sat
va danh gia. HK2 dwoc biéu hién trén t& bao
chét cla t& bao u lympho. M&rc d6 bidu hién
HK2 dwoc danh gia béng cwdng dé mau nhuém
clia cac té bao u lympho. Cudng dd phan (rng
mién dich dwoc phan thanh 4 cap do: Am tinh
(-), dwong tinh yéu (+), dwong tinh trung binh
(++) va dwong tinh manh (+++). Tédng cong co6
22 mau dwoc danh gia bdi 2 chuyén gia giai
phau bénh hoc doc 1ap clia Trwérng Dai hoc Y
Ha Noi sau khi danh mu ma sb. Khéng cé két
qué mau thuan gitra 2 chuyén gia.

Xtr ly sé liéu

Su khac biét vé ndéng dd EBV dua trén
mrc do biéu hién HK2 & cac mdé NK/TL duoc
kiém dinh bang phwong phap Mann-Whitney
test. Sw khac biét vé ty 1&é dwong tinh, am tinh
cta EBV dya trén phan loai mirc d6 biéu hién
ctia HK2 dwoc kiém dinh béng phuwong phap
Fisher’s. Tt c& cac phép tinh dwoc xt ly béng
phan mém GraphPad Prism 8 (San Diego, My),
p <0,05 duogc coi la cé y nghia thdng ké.

3. Pao dirc nghién ctru

Nghién cru da dwoc thwc hién va dwoc
phé duyét béi hoi ddng dao dirc Trwong Dai
hoc Y Ha Noi theo sb 26/ HMUIRB vao ngay
01/7/2019.

Bang 1. Dac diém chinh cta déi twong nghién ctru

Tubi (Trung binh £ SD) 45+ 12,04
Gidi tinh
Nam 18 (81,8%)
N 4 (18,2%)
Vi tri chinh cta khdi u
Trong khoang miii 11 (50%)
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Vi tri chinh cua khoi u

Ngoai khoang miii, trong dwéng hd hap - tiéu hoa trén 6 (27,3%)
Ngoai dwdrng hd hép - tiéu hoa trén 5(22,7%)
Téng s6 mau 22

Trong 22 dbi twong nghién cru, chiém cha
yéu la nam gi&i véi 81,8%, con lai la niy gi6i voi
18,2%. Tudi trung binh cta déi twong tham gia
nghién ctru 1a 45 + 12,04. Trong sb d6, chung
t6i thu thap 11 mau (50%) c6 khéi u cé vi tri &
vung khoang mii, 6 mau (27,3%) khéi u nam

ngoai khoang mdii, trong dwérng hd hép - tiéu
héa trén va 5 mau (22,7%) khdéi u nam ngoai
duwong ho hép - tiéu hoa trén. Tat ca cac dic
diém cla dbi twong nghién ciru duwoc mo ta
trong Bang 1.

2. Mirc do biéu hién HK2 trong cac mé NK/TL
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Trong tbng s 22 mau khéi u, két qua nhudém
héa mé mién dich cho thay biéu hién HK2 dwong
tinh dwoc tim thdy & 16/22 (72,7%) sb bénh
nhan, trong khi 6/22 (27,3%) ca bénh c6 biéu
hién am tinh (Hinh 2A). Qua danh gid mc dd
biéu hién cta HK2 thi phat hién 8/16 ca duwong
tinh & mirc d6 thap (+) va 8/16 ca dwong tinh &
mirc d6 trung binh tré 1&n (++/+++) Trong tbng
s6 22 mau nghién cru, két qua cho thay réng
toan bd 6 mau khdi u khéng cé biéu hién HK2
thi dwong tinh 100% véi EBV. Trong khi dé 16
khdi u 6 biéu hién HK2 dwong tinh thi c6 t&i 9

A Sir bicu hién cia HK2
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mau am tinh v&i EBV (56,25%). V&i 8 mau khoi
u biéu hién HK2 dwong tinh (+) thi cé t&i 4/8
(50%) mau am tinh véi EBV, con lai 8 mau khoi
u co biéu hién HK2 dwong tinh (++/+++) thi co
5/8 (62,5%) mau am tinh v&i EBV. Sy khac biét
gitra ty 1& nhiém EBV va mirc do biéu hién HK2
am tinh va HK2 c6 biéu hién yéu (+) va HK2 ¢
biéu hién trung binh/ manh (++/+++) co sy khac
biét y nghia théng ké lan lwot véi p = 0,04 va p
= 0,01 (Hinh 2B).

2. Twong quan giira biéu hién HK2 va EBV
trong khéi u

oo

Inip?

HE.2 duemg tinh ELK:_‘ Am tinh

Hinh 3. Twong quan giira ndng d6 EBV (ban sao/ug DNA) va biéu hién HK2 trong NK/TL.

Biéu hién HK2 bang héa mé mién dich dwoc
phan ra thanh cac nhém biéu hién dwong tinh
va am tinh (Hinh 2). Tt ca 22 dbi twong nghién
ctu dwoc chia thanh 2 nhém dwa trén biéu hién
HK2, HK2 Dwong tinh va HK2 Am tinh, sau do
so sanh dwa trén néng d6 EBV (ban sao/ug
DNA). Trong nhém dwong tinh véi HK2, cac moé
khéi u c6 2 phan nhém chinh biéu thj dwong
tinh yéu (+) va dwong tinh trung binh/manh
VOi (++/+++). Két qua cho thdy néng d6 EBV
& khéi u voi biéu hién HK2 trung binh / manh
thap hon c6 y nghia thdng ké so véi nhirng khdi
u khéng cé bidu hién HK2 (p = 0,02) tuy nhién
ndng dd EBV c¢b xu hwéng gidm khoéng cé khac
biét théng ké khi biéu hién HK2 yéu (p > 0,05)

(Hinh.3A). Mat khac, ndng do EBV trong khéi u
c6 khac biét théng ké & cac mau u cé biéu hién
dwong tinh véi HK2 so véi cac moé khdng co sw
biéu hién ctia HK2 (p = 0,02) (Hinh 3B).

lll. BAN LUAN

EBV duwoc cho la yéu td nguy co cao lién
quan dén nhiéu loai ung thw, mac du co ché gay
bénh van chwa dwoc lam rd. Tuy nhién, EBV ¢
thé gay ra su tai 1ap trinh trao dbi chét cua té
bao vat chd gop phan tao ra khdi u.° EBV c6 thé
biéu hién moét sb gen & dang tiém &n dé duy tri
& trang thai ngt déng trén cac té bao bi nhiém;
trong qua trinh phat trién ung thw, nhixng gen
tiém &n nay cé thé tham gia vao qua trinh bién

TCNCYH 165 (4) - 2023

133



TAP CHIi NGHIEN ClPU Y HOC

ddi té bao B va do vay co lién quan dén mot sb
dang u lympho." Dang ké nhét 1a gen Latent
Membrane Protein 1 (LMP1) dwoc biéu hién
trong mot s6 bénh ung thw, bao gébm c6 NK/TL.3
Trong ung thw vom hong, LMP1 c6 thé khong
c6 vai tro tryc tiép trong viéc bat dau hinh thanh
khéi u; tuy nhién, LMP1 lai hoat déng v&i vai trd
thay d6i gen (rc ché khdi u cta té bao vat chi
dan dén bién ddi chu trinh t& bao, do d6 ngan
can qua trinh té bao chét theo chwong trinh, két
qua lam bién ddi cac t& bao biéu méd hinh thanh
ung thw biéu mé." LMP1 cling dwoc chirng
minh l& c6 lién quan dén sw gia tdng dudng
phan & ung thw vom hong, cho théy protein nay
gop mdt phan trong viéc tai 1ap trinh trao ddi
chét & cac té bao ung thw vom hong gay ra béi
EBV."? Hon niva, cac trwong hop dwong tinh
véi EBV dwoc phat hién cé méi lién quan dén
tién lwong kém trong nhiéu dang ung thw khac
nhau, cho thay tdm quan trong cua virus EBV
nhw mét cdng cu tién lwgng trwdc va sau diéu
tri.'3 Cac nghién clru truéc cling goi y viéc kiém
tra EBV ¢ thé dwoc can nhac xem xét khi danh
gia giai doan cho bénh nhan NK/TL."

Mét khéac, liéu rdng EBV cé thuc su dong
vai trd quan trong trong s tién trién clia NK/TL
hay khong van chuwa dwoc lam rd. Danh gia cac
trwong hop am tinh EBV khi tim hiéu vé NK/TL
c6 thé 1am sang t van dé nay, tuy nhién, két qua
phan tich tdng hop mét s nghién ciru tr mot sé
qudc gia & chau A da chi ra rang cac ca bénh
NK/TL khéng nhiém EBV la kha hiém g&p, dang
ké la cac nwéc Nhat Ban, Trung Québc hodc Han
Quéc, cac qubc gia thudc chau A co ty 1& méc
bénh phd bién hon.® Ti & séng sét trong 150
thang cling duwgc so sanh gitka nhém am tinh
va duong tinh v&i EBV khong tim thdy sy khac
biét dang k&, cho thay rang EBV c¢6 thé khong c6
méi quan hé tryc tiép véi sw tién trién cha bénh.
Tuy nhién, c6 thé suy doan rang EBV ddng vai
trd trong cac con dwdng kénh tin hiéu khac trong
qua trinh phat trién va hinh thanh ctia NK/TL.'

Trong khi dd, biéu hién HK2 d3 cho thay tiém
nang day hira hen trong chan doan ciing nhw
diéu tri ung thw b&i méi twong quan chat ché
véi quéa trinh duwdng phan trong sw phat trién
ctia khdi u. O nhirng bénh nhan bj ung thw cb
t&r cung, biéu hién HK2 trong cac khéi u cb tir
cung cao hon so véi biéu hién & cac té bao binh
thwdng va sy biéu hién qua mic cla enzym
nay ciing c6 lién quan dén tién lwong xau trong
khi kim ham biéu hién HK2 c6 thé ng&n chan s
tang sinh va gay chét té bao ung thw.' Twong
tw, trong ung thw phdi, rc ché bidu hién HK2
lam kim ham sw phat trién ctia khéi u.'®

Trong khi do, biéu hién HK2 dwoc tim ra la
c6 lién hé véi LMP1 trong ung thw vom hong,
cho thdy vai trd clia ca HK2 va LMP1 trong sw
tang sinh té bao ung thu." Tuwong tw nhu két
qua da dé cap & trén déi véi ung thu ving vom
hong, viéc trc ché HK2 ciing dwoc phat hién la
gidm kha nang séng sét clia cac té bao ung thw
vom hong biéu hién LMP1 quéa mirc, dac biét
la sau khi xa tri, cho thay tac dung tiém &n cla
HK2 dbi v&i cac té bao NPC bj nhiém EBV.

Trong nghién clru cla chung téi, chung toéi
phat hién ra rang trong s6 22 bénh nhan dwoc
chan doan NK/TL, phan Ién biéu hién HK2
duong tinh. Mat khac, cé sw khac biét dang ké
gitta nhdm cé bidu hién HK2 va nhém khéng
biéu hién khi so sanh theo néng dé EBV. Chung
t6i nhan thay rang sb lwong ban sao cta EBV
trong cac khéi u khong biéu thi HK2 khéng chi
cao hon dang ké so v&i khéi u biéu hien HK2
ma con ca cac khdi u cé biéu hién HK2 trung
binh/manh.

Viéc phat hién biéu hién HK2 trén da sé bénh
nhan trong nghién ctru cla chung téi phu hop
véi nghién ciu HK2 ¢6 lién quan dén sy phat
trién ctia khdi u; tuy nhién, két qua ctia chung toi
khéng phu hop vai gia thuyét vé méi twong quan
thuan gitra EBV va HK2. Chung t6i dat gia thiét
réng cd thé co hai con dwong bénh ly déc lap
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gitra EBV va HK2 trong sw hinh thanh ung thw
khong phai thé ran nhw cac nghién ctru trude
day. Tuy nhién, quy mé nghién ctru clia ching
t6i con nhod; ty 1& sdng sot twong déi cla bénh
nhan NK/TL va co ché phat trién EBV dbi véi
biéu hién HK2 la nhitng han ché trong nghién
ctvu ndy. Bwéc dau, chung téi da tim hiéu thanh
cbng méi lién hé gira biéu hién EBV va HK2
& bénh nhan NK/TL v&i két quad dang chu y;
nhwng can ¢ nghién ciu sau hon véi nhiéu dbi
twong hon dé nghién ctru co ché ctia bénh.

IV. KET LUAN

Nghién clru clia chuing toi da chi ra sy khac
biét co thdng ké ctia néng d EBV tich Ity trong
khéi u NK/ TL c6 biéu hién HK2 va khéng biéu
hién. Diéu nay cho thdy méi quan hé chat ché
gitra EBV va biéu hién HK2, tuy nhién, suw suy
gidm biéu hién HK2 & nhitng bénh nhan cé
ndng dd EBV cao & mét phat hién can dwoc
nghién clru sau thém vé mat co ché bénh hoc
trong twong lai.

LOI CAM ON

Nghién clru nay duwoc tai troo béi Quy Phat
trién Khoa hoc va Céng nghé Quéc gia Viét
Nam (NAFOSTED) trong dé tai ma s6 108.02-
2018.312.
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Summary
EPSTEIN-BARR VIRUS ASSOCIATION HEXOKINASE 2
EXPRESSION IN NATURAL KILLER/T-CELL LYMPHOMA

Natural Killer/T cell lymphoma (NK/TL) is an aggressive type of cancer originated from the
transformation of natural killer cells and T cells and is more typical in Asia. The common risk
factor is Epstein-Barr virus (EBV), a member of the herpes virus family. Hexokinase 2 enzyme
(HK2) expression has long been found to play a certain role in glycolysis and tumor proliferation in
several cancers. Our study was conducted on 22 patients diagnosed with NK/TL to investigate the
relationship between HK2 and EBV in cancer progression. HK2 expression was measured using
the immunohistochemistry (IHC) technique; EBV status was determined using Realtime PCR. Our
data showed 16 out of 22 research subjects (72.7%) were positive with HK2 expression. Our results
showed a significant differencein EBV copy numbers in tumors between tumors not expressing HK2
and tumors expressing HK2 (p = 0.02). This can be a significant finding and suggests further research
is required to understand the relationship and pathological mechanism of EBV and HK2 on NK/TL.

Keywords: Hexokinase 2, Epstein-Barr virus, Natural Killer/T-cell Lymphoma.
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