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Bién doi trén gen COX-1 ty thé & bénh nhan
ung thu dai truc trang
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Tém tit

Nghién ctru da dugc thuc hién dé sang loc cac bién d6i trén gen COX-1 ty thé & 86 cap mau mé, 9 miu mau
clia bénh nhén ung thu dai truc traing (UTDTT) va 67 miu méau ciia ngudi khoe manh lam déi chimg. Sir dung
phuong phép giai trinh ty ADN khuéch dai tir gen COX-1 ty thé ¢ 25 mau mé UTDTT, chung t6i dd phat hién
dugce 4/17 bién doi 1am thay doi axit amin, trong d6 ¢6 bién doi C6340T. Tiép do, bién doi C6340T duge phan
tich bang phuwong phap PCR-RFLP trén cac mau nghién ctru con lai. Két hop hai phuong phap giai trinh tu va
PCR-RFLP di xé4c dinh dugc bién d6i C6340T & ca dang dong té bao chat va di té bao chat trén mé u va lan can
u, trong khi d6 khong xac dinh dugc bién ddi nay trén mau méau ciia bénh nhan ung thu va mau ddi chimg. Mirc
do bién d6i C6340T & md u cla 2 bénh nhan UTDTT dugc xéac dinh véi ty 1€ khé cao (tir khoang 80% trd 1€n).
Bién ddi C6340T la dang dot bién sdéma va 1a yéu t6 c6 xu hudng lam ting nguy co ctia bénh ddi véi nhimng
ngudi mang bién dbi nay.

Nhan ngay 16 thang 10 nim 2015, Chinh sira ngdy 07 thang 11 ndm 2015, Chip nhan ding ngay 05 thang 12 nim 2016
Tir khoa: Gen COX-1 ty thé, bién d6i C6340T, PCR -RFLP, giai trinh tw, ung thu dai truc trang.

1. Mé dau bién trong hé gen ty thé thuong ton tai & dang
P o L, di té bao chét (ban sao bi dot bién va ban sao

. Ty thé 1a bao quan c6 mt ¢ t€ bao chat cua dang khong dot bién ton tai cung nhau trong
hau het cdc (€ bao nhan chudn v6i 6 lugng 10 € bao). Pa sé dot bién gay hai tén tai
hang tram, hang ngan ban sao trong moi t€ bao, dang di té bao chét 12, 3]. Lugng ADN ty thé
c6 h¢ gen riéng va nhan ban doc lap voi he gen dot bién trong mot té bao duoc goi 1a mire d6 di

nhan. Vai tro cua ty thé 1a bd may san Xuat té bao chat, day 12 mot yeu t6 d& danh gi4 mirc
ning luong cho t& bao, tham gia vao co ché d6 anh hudng dén bénh.

clllét the9 Ch}l. tr‘inh cta ‘Eé béE> va qué t{inh Alﬁo M&i lién quan giira réi loan chirc nang cia
h9a. Khap vol he gen nhanz h? gen t}’ the‘ khéng ty thé va ung thu da dwoc Warburg dau tién dua
co pro:[e{n }glstong, co che sua ch;u’a con d‘f’“ ra vao nam 1930, sau d6 c6 mot loat cac nghién
gian va ¢ gan noi phat sinh cdc goc firdo cua o4y khae da xdc dinh duge ring dot bién ADN
chuoi hf) hap l?ao nen de bi d?t brlen SO Vol l}e ty thé co lién quan dén nhiéu loai ung thu khac
gen nhan. D? do, he sen tyqthe co S}I tien hoAa nhau nhu ung thu v, budng trimg, tuyén giap,
nhanh hon hé gen nhan khoang 17 lan [1]. Dot da day, dai truc trang... [4]. Tay vao muc do

nghiém trong cua dot bién ma vai trd cia nd ddi

véi bénh ung thu dugc chia thanh hai nhom: (1)

dot bién nghiém trong lam trc ché qua trinh
17
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OXPHOS (0x1dat1ve phosphorylatlon) tang san
xut cac gbc tu do va thuc ddy su tang sinh té
bao khdi u (2) dot bién nhe hon cé thé cho phép
cac khdi u thich img v6i méi trudng méi [5].

Gen COX-1 ty thé (con duoc goi la gen
COXI, MT-COI) c6 kich thudc 1552bp tir vi tri
base 5904 dén 7455 trén hé gen ty thé. Gen
COX-1 ty thé mi hoa cho protein cytochrome ¢
oxidase I (MTCOL) la mét tiéu phan thudc
phirc h¢ ho hap IV (cytochrome ¢ oxidase) dong
vai trd quan trong trong hé hip té bao [6].
Protein cytochrome ¢ oxidase I (P00395) c6 hai
ving chinh 1a ving xuyén mang va ving nim
trong chat nén ty thé. Chirc ning cia protein
MTCO! tham gia vao qué trinh van chuyén
dién tir trong ho hip té bao [7]. Sy thay do6i ¢
cAp do gen khién protein MTCO1 c6 thé bi
thay ddi va anh hudng dén qua trinh van chuyén
dién tir trong chudi ho hap tir d6 1am anh huong
dén qua trinh san xuét ning luong cho té bao,
ting qua trinh phat sinh cac gbc tu do, anh
hudng dén chuc nang co thé. Dac biét mot sb
dot bién trén gen COX-I ty thé da dugc tim
thdy trén mot s6 bénh & ngudi bao gdm ca bénh
ung thu trong d6 ¢6 UTDTT [8]. Vi vay, viéc
diéu tra bién ddi cua gen COX-1 ty thé 1a can
thiét @& danh gia cac bién doi trén gen, ddng
thoi ¢ thé hd tro hidu qua trong chin doan va
diéu tri bénh UTDTT.

Trén thé gidi, ung thu dai tryc trang la mét
trong nhirng loai ung thu phé bién véi ty 16 méc
moéi va ty 1€ tr vong cao. Tai Viét Nam,
UTDTT xép thir 4 & nam gidi, xép th 5 & nit
gidi vé ty 1é mac méi va tir vong, cin bénh nay
dang c6 xu hudng tré hoéa [9]. Tuy nhién,
UTDTT la loai ung thu c6 tién lugng tot néu
dugc chan doan va diéu tri khi con ¢ giai doan
som [10]. Cac bién dbi trén ADN ty thé & bénh
nhan UTDTT da xac dinh duogc trén nhiéu gen
khac nhau nhu gen ND1, ND3, COX-1, COX-2,
ving Dloop va mot sb gen khac [4]. Tai Viét
nam, cho dén nay, chung t6i chua thiy c6 cong
bb nao vé cac bién doi trén gen COX-1 ty thé &
bénh nhan UTDTT, vi vay nghién ctru nay dugc
thue hién dé sang loc va danh gia méi lién quan
clia cac bién doi trén gen COX-1 ty thé v6i bénh
UTPTT.

2. Nguyén liéu va phwong phap nghién ciru
2.1. Nguyén liéu

86 cip mau mo (gdm md u va mo 1an can u
- 14y cach trung tam khdi u 5-10 cm) cia 86
bénh nhan UTDTT trong d6 9 bénh nhan co
cung cip kém theo miu mau dén didu trj tai
Bénh vién K va Bénh vién Viét BPic Ha Noi tur
nam 2012 dén 2015. Tiéu chuan lya chon mau
ung thu 13 nhimg miu dugc ldy tir cic bénh
nhan c6 két qua giai phau bénh sau phau thuat
1a ung thu biéu mé tuyén, dang ung thu ' nguyén
phat (dugc xac dinh tai Khoa giai phau bénh
cta bénh vién).

67 mau mau cua nguoi khoe manh do Vién
Huyét hoc va Tmyen méau Trung wong cung cap
dugc dung lam déi ching.

2.2. Phwong phap nghién ciru

Tdach chiét ADN téong so

St dung kit tich chiét ADN Mini Kit
(QIAGEN, btc) va GeneJET Mini Kit
(Thermo Scientific, My) dé tach chiét ADN
tong sO tur mau mo va mau mau. Cac budc tach
chiét dugc tién hanh theo dung quy trinh cia
nha san xuét. Nong d6 ADN tong sb duoc do
bang miy quang phd NanoDrop 2000c
(Thermoscientific, M¥) va bao quan ¢ -20°C.

Thiét ké moi nhin gen COX-1

Str dung chuong trinh Primer-BLAST thudc
NCBI (M§), trinh ty ADN ty thé chuan
(NC _012920.1) dé thiét k& cac cip mdi cho
phan tmg PCR ding cho viéc sang loc cac bién
d6i thuoc gen COX-1 ty thé bang phuong phap
gidi trinh tuy va PCR-RFLP.

Gidai trinh tw ADN

Toan by gen COX-I ty thé dugc nhan lén
v6i cap moi (5851F; 7595R), san pham PCR
dugc tinh sach biang kit ExoSAP-IT® PCR
Product Cleanup (Affymetrix, My) va giai trinh
tu tryc tiép theo nguyén 1y ciia Sanger. Trinh ty
cap modi gdm: moi xudi 5°- CTT TAG ATT
TAC AGT CCA ATG CTT -3’, mdi nguoc: 5’-
CAT GTG CCA TTA AGA TAT ATAGGA T -
3°. Thanh phin PCR bao gém: OneTaq Hot
Start 2X Master Mix (NEB, M§); 200nM mbi
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xudi va modi nguoc; 2 ng/ul ADN khuén, sau d6
bd sung H,O dén 12.5pl. Chu trinh nhiét gdm
cac budc: bién tinh & 94°C trong 30 gidy,
khuéch dai 35 chu ky (94°C: 30 giay, 60°C: 30
gidy, 68°C: 130 gidy), 68°C: 5 phit. Két qua
giai trinh ty dugc so sanh véi trinh ty ADN ty
thé chuan (NC_012920.1) bang chwong trinh
BLAST trén NCBL

PCR - RFLP

Trinh ty cip moi (6221F; 6381R) gdm: mdi
xudi 5°-TCC CTC TCT CCT ACT CCTGTT C
-3, moi nguoc: 5°-CTA AGA TAG AGG AGA
CAC CTG CTA -3°. Chu trinh nhiét va thanh
phan cta phan tng PCR véi cap moi (6221F;
6381R) tuong ty nhu ddi voi cap mdi (5851F;
7595R) chi thay d6i thoi gian kéo dai chudi
ADN 1a 56°C trong 15 gidy. San phim PCR
161bp duoc cét bang enzyme Becl véi trinh ty
nhin biét 5°-..CCATC(N4)|...3’> (Neb, M)
theo huéng dan ctia nha san xuét. Trong truong
hop 6340C (truong hop khéng bién dbi),
enzyme Bccl ¢ mot vi tri nhan biét va cit doan
ADN & mot vi tri va tao thanh 2 doan c6 kich
thude 1a 128bp, 33bp. Trong truong hop 6340T
(c6 bién dbi), enzyme Becl khong c6 vi tri nhan
biét trén doan ADN 161bp vi vdy enzyme
khong cit, nén kich thudc doan ADN c¢6 bién
ddi sau khi cét co kich thudc bang kich thudce
san phim PCR- 161bp. San phdm PCR-RFLP
dugc dién di kiém tra trén gel polyacylamide
10% va nhudém ethidium bromide.

Pinh heong mirc dé di té bao chat bang
phan mém Image J

San pham cit bang enzyme gi6i han ciia
nhimg miu c6 bién dbéi C6340T & dang di té
bao chit duoc dién di trén gel polyacrylamide
10%, chup anh va phan tich hinh anh bang phan
mém Image J.

Str dung phan mém ImageJ dé do mat do

diém anh: San pham sau khi cit bang enzyme
trong truong hop bién d6i khong hoan toan gém

cac bang: 161bp dai dién cho nhiing ban sao
ADN mang bién dbi tai vi tri 6340 - c6 mat do
diém anh 1a b, bang 128bp dai dién cho nhiing
ban sao ADN khong mang bién doi tai vi tri
6340 - c6 mat do diém anh c. Nhu vay:

Ty 1& % @6t bién = [b/(b+c)]*100

Phan tich thong ké

Dung ty sé chénh odd ratio (OR) dé danh
gia nguy co cua bién dbi C6340T dbi voi
bénh UTDTT. So sanh gitta nhom bénh va
nhom d6i chirng.

3. Két qua va théio luan
3.1. Cdc bién d@oi trén gen COX-1 ty thé

DPoan ADN dai 1745bp chira toan b gen
COX-1 ty thé da dugc khuéch dai thanh cong
trén 25 mau md u cia 25 bénh nhan UTDTT
bang cip mdi (5851F; 7595R). San phdm PCR
sau d6 duogc tinh sach va giai trinh tu truc tiép.
Str dung chuong trinh BLAST trén NCBI va
ph?m mém Bioedit dé so sanh va doc trinh tu
ADN. Két qua PCR, giai trinh ty dugc minh
hoa trong hinh 1 va hinh 2.

Tir hinh 1 nhan thdy san phim PCR cho
bang rd nét, khong xuét hién bang phy, bang la.
Kich thudc bang khoang 1745bp dung theo tinh
toan 1y thuyét. Giéng dbi ching am khong lén
bang. Nhu vdy, véi cip mdi 5851F - 7595R,
chung t6i di khuéch dai thanh cong doan ADN
chtra toan bd gen COX-1 ty thé phuc vu cho
viéc xac dinh trinh ty gen.

Trong 25 mau duoc giai trinh tu, chung t6i
dd xac dinh dwoc 17 bién dbi, trong d6 co 4
bién d6i lam thay dbi axit amin (C6340T;
T6253T; A7299G; T6455C) (hinh 2) va 13 bién
d6i ¢ dang dong nghia (bang 1). M6t didu dic
biét 1a trong sé cac bién (101 dong nghia, blen
d6i C7028T 1a bién ddi xuat hién vé6i tin suat
cao (24/25 mau).
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1745bp

Hinh 1. Anh dién di san phdm PCR véi cip mdi
(5851F, 7595R) (gel agarose 1%).
Giéng M: Thang chudn 1kb, Giéng 2-7: San phdam PCR mé u

tuong vng cua 6 bénh nhan: #4120, #8619, #17401, #19563,
#37047, #40557, Gieng 7: Doi chirng dm

430 160 470
GTAGACCTAATCATCITCTICCT
€6340T/C

§

360 370 380
GCTCGCATCTGCTACAGTGGAGG
T6253C

B
ccctcrrr(‘.rcreuccatccru GGCHCTG &CHGTTCCCCIAA
C6455T

NWMMMM g

Hinh 2. Mt s6 vi tri bién d6i trén gen
COX-1 ty thé.

A, B: bién doi T6253C, C6340T/C

(dang di té bao chat) - mau #17401,
C: bién d6i C6455T- mau #17180;
D: bién d6i A7299G - mau #3753

Bang 1. Céc vi tri bién ddi trén gen COX-1 ty thé & 25 mau UTDTT

STT V1 tri» Ifoai» Thay déi  Sé lqug rr}éu TAn suét Cong bd
bién doi  bién doi axitamin  c¢06 bién doi (%) trén MITOMAP
1 6253 T>C MI117T 1 4 +
2 6338 A>G L-L 1 4 +
3 6340 C>T T 1461 1 4 +
4 6392 T>C N-N 3 12 +
5 6445 C>T T181M 1 4 +
6 6455 C>T F-F 2 8 +
7 6515 T>C A-A 1 4 +
8 6752 A>G L-L 1 4 +
9 6800 C>T V-V 3 12 +
10 6884 C>T L-L 4 16 +
11 6932 A>G G-G 1 4 +
12 6960 C>T L-L 1 4 +
13 6962 G>A L-L 3 12 +
14 7028 C>T A-A 24 96 +
15 7196 C>A L-L 2 8 +
16 7250 A>G T-T 1 4 +
17 7299 A>G M466V 1 4 +

Ghi chii: +: D3 c6 cong bd

Két qua bang 1 cho thiy phan 16n cac bién
ddi xac dinh dugc déu ¢ dang ddng nghia
(13/17 trudng hop). Cac dang bién d6i hay gip
1a dang bién ddi C>T (7/17 trudng hop), tiép do6
la A>G (5/17 truong hop).

3.2. Tan suat bién doi C6340T trong cdc mau
nghién cuu

i Két qua doc trinh ty toan bd gen COX-I ty
thé trén 25 bénh nhan UTDTT da xac dinh duoc

bién d6i C6340T 1a bién d6i lam thay dbi axit
amin va c6 lién quan dén bénh ung thu [8]. Vi
vay, chung t6i d3 tién hanh sang loc bién ddi
C6340T bang phuong phap PCR-RFLP trén 61
cip mau gém mo u va lan cin u cua 61 bénh
nhan UTDTT khac, 67 miu mau dbi ching, 9
mAu mau cua bénh nhan UTDTT dé xac dinh
tan suét cia bién d6i va danh gia méi lién quan
v6i bénh. Két qua PCR-RFLP duoc minh hoa
trén hinh 3.
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Hinh 3. Anh di¢n di sin pham PCR dugc cit bing
enzyme Bccl trén mo u, 14n can u, mau mau cla
bénh nhan UTDTT (gel polyacrylamide 10%).

Giéng M: Thang ADN chuan 50bp. Giéng
(+): Dbi chimg dwong 1a san pham cit enzyme
(mAu c6 bién ddi tai vi tri 6340 & dang di té bao
chét duogc khing dinh bang giai trinh tw); cap
giéng (1, 2); (3, 4); (5, 6) la san phdm PCR va
san pham cit bang enzyme tuwong tmg clia md
lan can u (dang di té bao chat), mo u (dang bién
d6i hoan toan) miu mau (dang khong bién 601)
cua bénh nhan #16689, giéng 7 san pham cét
cua m6 u bénh nhan #17401 dang di té bao

chat, giéng (-) d6i ching 4m san phiam PCR
dugc thay bang H,O trong phan tng cit.

Két qua dién di ¢ hinh 3 cho thiy: san phim
PCR (giéng 1, 3, 5) c6 kich tuong tng 161bp, cac
bang rd, khong c6 bing phy, ching to cip moi
(6221F; 6381R) duoc thiét ké 1a dac higu. Sin
pham cit enzyme cua bénh nhan #16689 (gleng 2,
4, 6) cho thay & md 1an can u xuét hién bién dbi &
dang khong ddng nhét, & md u bién ddi hoan toan,
0 mau mau khong xuat hién bién d6i. Nhu vay,
bién d6i C6340T xuit hién & mo u, lan cén u
nhung khong xuét hién trén mé mau & cing mot
bénh nhan. Trén co s¢ phan tich nay ching té
bién di C6340T 1a dang dot bién séma.

Dé danh gia nguy co cua bién d6i C6340T
ddi v&i bénh UTDTT, tin suit dang bién ddi
C6340T duoc tinh toan theco nhéom bénh va
nhom dbi ching. Tan sudt dang bién d6i & mo
cua bénh nhan UTDTT la 3.48% c6 xu hudng
cao hon so v6i mau dbi ching va mau bénh
(0%), tuy nhién chua tim thay khac biét cé y
nghia théng ké (P>0.05) (bang 2).

Béng 2. Phan b6 cua bién dbi T6340C va nguy co cua bénh UTDTT

Loai mé Tan suat T6340C OR (CI 95%) P
6340T, % (n) 6340C, % (n)
Mé cuaa bénh nhan UTDTT, % (n) 3.48(3) 96.52(83) 5.65
‘. 0.25
Mau d6i chiing, % (n) 0(0) 100(67) (0.28-111.69)

Ghi chii: n: S6 bénh nhan

3.3. Xac dinh mikc d§ di 1é bao chat cia bién
doi C6340T

Dé danh gia mic do di té bao chat, nhiing
mAu c6 bién ddi khong hoan toan & vi tri 6340
s€ duoc dién di lap lai trén 2 giéng thudc cung
mot ban gel, dién di lap lai 2 14n sau d6 chup
anh va phén tich dinh luong bang phin mém
phan tich hinh anh Image J. O hinh 4A dién di
san pham cat enzyme c6 kém theo san pharn
PCR véi luong twong duong. Mt d6 di té bao
chét dwoc x4c dinh theo cong thirc néu ¢ phin
phuong phap. Két qua dién di, phan tich hinh
anh dugc minh hoa theo hinh 4, bang 3.

Tir két qua phén tich hinh 4, bang 3 nhén
thiy & bénh nhan #17401 c6 hién tuong bién
d6i khong hoan toan trén ca md u va mo lan can

u. Tuy nhién, mirc do bién dbi trén mé u va mod
lan can u c6 sy khac biét rat 16n. O mé lan can
u, trén ban gel dién di bang 161bp dai dién cho
nhiing ban sao mang d6t bién md hon so véi
bang 128bp dai dién cho ban sao khong mang
dot bién (giéng 2, 3 hinh 4A; giéng 1, 2 hinh
4B). Tinh trung binh, ty 18 phin trim dang
6340T cua bénh nhan #17401 trén mo lan can u
va md u twong tng 1a 16.2% va 79.8%. O mo
l4n c4n u ciia bénh nhan #16689, bién dbi tai vi
tri 6340 khong hoan toan véi ty 1€ dang 6340T
la 89.7% trong khi d6 & md u cia bénh nhan
nay la dang bién d6i hoan toan (dang 6340T
chiém 100%). Trén co s& két qua phan tich nay
c6 thé thiy rang sb ban sao ADN ty thé dang
6340T trén mo6 u cao hon so v&i mo6 lan can u.
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Hinh 4. Hinh anh dién di trén gel polyacrylamid 10 % va phan tich dinh luong bang phin mém Image J & nhiing
bénh nhanbién doi khong hoan toan tai vi tri 6340.

A) Két qua dién di va phan tich hinh anh 14n thi nghiém 1: Giéng 1, 4, 7 14 san phdm PCR, céc giéng (2,3); (5,6);
(8,9) 1a san phim cét cua cic miu #17401LCU (lan cin u), #17401U (md U), #16689LCU trong tmg.
B) Két qué dién di va phén tich hinh anh 1n thi nghiém 2: Giéng 1, 2: miu #17401 LCU; giéng 3,4: miu #17401U;
giéng 5, 6: mau #16689LCU. Cac dinh dao nguoc a,b,c,d (thu duoc tir phan tich Imagel)
tuong img voi biang san phdm PCR trudce cit (a) va sau khi cit voi enzyme (b, c, d).

Bang 3. Mtrc d6 dot bién C6340T dugc phén tich bing phan mém Image J

M bénh nhan S 6 1An lap lai Dién tich bang Dién tich bang Ty 1¢ dot bién

161bp 128bp (%)
17401 LCU 2 356.33 1842.37 16.2
17401U 2 3,831.49 1687.79 79.8
16689LCU 2 4806.33 548.59 89.7

4. Théo luan Trén ddi tuong ung thu dai tryc trang
(UTDTT), trong nghién ctru cua Chihara va cs

Theo dir liéu thong ké trén ngan hang gen ty (2011) trén 10 dong té bao UTPHTT, bing

thé Mitomap, c6 nhiéu bién doi trén gen COX-1
ty thé d3 duoc xac dinh trén nhiéu bénh ung thu
khac nhau nhu ung thu va, ung thu tién liét
tuyén, ung thu dai tryc trang [11-16]. C6 mot
sO bién doi trén gen COX-1 ty thé gay ra nhiing
hau qua nghiém trong lam thay déi céu tric,
chtic nang cua phan ti protein.

phuong phap PCR-RFLP va giai trinh ty san
pham PCR tir 28 cip modi thiét ké gbi 1én nhau
da tim dugc nhiéu bién doi trong d6 c6 bién doi
trén gen COX-1. Bién dbi tai vi tri 6709 trén
gen COX-1 1a bién di khong ddng nghia lam
thay d6i nucleotit G thanh A, lam thay d6i axit
amin G thanh E tai vi tri 269. Bién doi nay lam
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thay dbi cdu triic xodn o cua protein MTCOI
thudc ving xuyén mang, vi vdy co thé anh
huong dén chirc ning clia phan tir protein nay.
Ngoai ra, két qua giai trinh ty con chi ra mot s6
bién d6i khac trén gen COX-1 nhu tai vi tri
5973 - bién d6i G thanh A, lam thay doi axit
amin A24T, va bién ddi tai vi tri 6146 khong
lam thay dbi axit amin [14]. Ciing trén dbi
tuong ung thu dai tryc trang trong nghién ctu
ctia Greaves va cs (2006) da tim thdy dot bién
tai vi tri 6277 lam bién d6i nucleotit tir A thanh
G trén gen COX-1 day 1a dang bién d6i khong
ddng nghia va dan dén su thay d6i axit amin
GI125A. Mot didu dang quan tAm la axit amin
Glycine (G) tai vi trf 125 ¢6 tinh bao thu rét cao
trong sudt qua trinh tién hoa vi vy rat co kha
ning bién doi nay 1a nguyén nhan ctia sy thiéu hut
cytochrome ¢ oxidase. Ngoai ra, bién d6i tai vi tri
7275 1am bién dbi nucleotit tir T thanh C lam thay
dbi axit amin tir Serine thanh pronine tai vi tri 458
cua phan tir protein MTCOI1 cling da dugc xac
dinh trong m&t bénh nhan khac [17].

Trén ddi tuong bénh nhan ung thu va nguoi
An Do, trong nghién ctru ciia Ghatak va cs
(2014) d3 xac dinh dugc tong sb 20 bién dbi
trén gen COX-1 ty thé. Nhiing bién dbi nay déu
dan dén thay d6i nhitng axit amin c6 tinh chit
bao thi cao trong d6 c6 bién ddi lam thay ddi
ciu truc bac 2 cua phén tir protein. Sy bién dbi
khong dong nghia xay ra & gen COX-1 cao hon
so voi cac vung khéac trén ADN ty thé ¢ bénh
nhan ung thu v ngudi An Do. Mit khac céc
bién d6i lai duoc sang loc trén miu mau vi vay
n6 s& don gian cho viéc iy mau dé phan tich.
Nhu véy, cac bién d6i trén gen COX-1 c6 thé
tré thanh mot chi thi sinh hoc tiém nang hd trg
cho chan do4n bénh ung thu vi [11].

Bién ddi trén gen COX-1 ty thé ciing da
duoc xac dinh trén bénh ung thu tuyén tién liét.
Trong nghién ctru ctia Arnold va cs (2013) da
xac dinh duoc mot dot bién sai nghia tai vi tri
6124 trén gen COX-1 dan dén thay d6i nucleotit
tir T thanh C, bién ddi & trang thai heteroplasmy
T6124C & gen COX-1 ty thé lam thay di axit
amin tr Methionine - mdt axit amin khong phan
cuc thanh Threonine 1a mdt mdt axit amin phan
cuc. Mat khac, Methionine 1a mdt axit amin c6

tinh bao thu rat cao dan dén lam suy yéu qua
trinh oxy hoa cua cytochrome ¢ trong phirc hé
IV. Két qua clia nghién ctru nay ciing chi ra
rang mot s dot bién trén gen COX-1 c6 thé 1a
nguyén nhan gay bénh ung thu [16].

Nhu vy, theo cac nghién ctru da dugc cong
b6 thi mot s6 bién ddi trén gen COX-1 ¢b anh
huodng dén su biéu hién ctia mot $6 bénh trong
do c6 bénh ung thu. Vi vay, sang loc cac bién
d6i trén gen COX-1 ty thé co thé trd thanh
huorng nghién ctru tiém ning gitp hd trg cho
chan doan bénh.

Trong nghién ctru ndy, chung to1 da tién
hanh sang loc cac bién doi trén gen COX-1 & 86
bénh nhan UTDTT. Két qua da xac dinh dugc 4
vi tri bién d6i lam thay doi axit amin T6253C,
C6340T, C6445T, A7229G. Cho toi nay, ca
bbn bién dbi trén diéu da dugc cong bd trén co
s¢ dit liéu ngan hang gen ty thé. Tuy nhién, ca
b6n bién d6i nay chua dugc cong bd trén ddi
tuong bénh nhdn UTDTT, vi vay két qua
nghién ctru cua ching toi da gop phan cung cap
thém thong tin vé mot s6 bién doi trén gen
COX-1 ty thé & bénh nhan UTDTT tai Viét
Nam. Trong 4 bién dbi nay, thi c6 2 bién ddi
lam thay ddi axit amin thuéc chudi xodn o
xuyén mang trong ty thé (bién ddi T6253C,
A7299G), hai bién di mi hoa cho axit amin
thudc vung chat nén ty thé (C6340T, C6445T)
[7]. Tuy nhién, vai trd ciia nhitng bién dbi nay
van chua duge nghién ciru 1.

Bién ddi C6340T duoc xac dinh 1a dang dot
bién s6ma va ton tai ca & dang bién doi dong té
bao chat va di té bao chét trén nhimg miu khac
nhau. Két qua nghién ctru cua ching toi cling
hoan toan phu hop voi cac cong b trude do vé
su pho bién ctia dot bién séma trén ADN ty thé
va tinh khong dong nhét cia cac dot bién gay
bénh [2, 18].

Vai tro ciia dot bién trén ADN ty thé dbi
v6i su biéu hién 1am sang cua bénh phu thudc
vao nhiéu yéu t§ nhu: Muc d6 di té bao chat
ctia dot bién, cac mo khac nhau c6 mirc do nhay
cam khac nhau, trong d6 md néo la nhay cam
nhit v6i cac khiém khuyét cua ADN ty thé tiép
dén 13 tim, mo co, than va hé tiét niéu. Ty 1€
ban sao ty thé dot bién phai dat dén ngudng thi
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méi gdy ra kiéu hinh 1am sang cua bénh.
Ngudng biéu hién cia dot bién thay dbi phu
thudc timg loai dot bién va ting loai mé [19].
Trong nghién ciru nay, ching toi ciing tién hanh
x4c dinh muc do di té bao chit cua bién ddi
C6340T trén ba mau va xac dinh dugc mic do
ctia dot bién lan lugt 13 16.2%, 79.8% va 89.7%
va nhén thiy, ty 1& phan trim dot bién trén mo u
cao hon trén mo6 lan can u.

5. Két luin

Chung t6i da xac dinh thy 17 bién ddi trén
gen COX-1 ty thé & bénh nhan UTDTT, trong
d6 c6 4 bién d6i lam thay ddi axit amin. Bién
d6i C6340T la dang dot bién soma va 1a mot
yéu t6 lam ting nguy co gdy bénh. Bién ddi
C6340T xac dinh dugc & ca dang ddng té bao
chit va di té bao chat voi mirc do dot bién & mo
u kha cao (tur khoang 80% tré 1€n).

Loi cam on

Cong trinh dugc hoan thanh tir ngudn kinh
phi cua Pé tai QG.15.05. Quy trinh va céac tha
tuc lay mau duogc sy gitp do tir cac bac s§, y ta
cua Bénh vién K, Bénh vién Viét Bac - Ha Noi
va Vién Huyét hoc va Truyén mau Trung wong.
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Alterations of Mitochondrial COX-1 Gene in Viethamese
Colorectal Cancer Patients

Pham Thi Bich, Le Thi Quynh Tho, Trinh Hong Thai

VNU University of Science, 334 Nguyen Trai, Thanh Xuan, Hanoi, Vietnam

Abstract: This study aimed to screen alterations of mitochondrial COX-1 gene (mtCOX-1 gene) in
86 pairs of tissue samples (tumor and adjacent tumor tissues), 9 blood samples from Vietnamese
colorectal cancer patients and 67 samples of blood donor used as controls. 17 alterations of mtCOX-1
gene in 25 tumor tissue samples were detected by using DNA sequencing method. Four detected
alterations including C6340T were involved in amino acid substitutions. Then, the C6340T alteration
was confirmed by PCR-RFLP method. Combining two methods (DNA sequencing and PCR-RFLP),
the C6340T alteration was detected in both homoplasmy and heteroplasmy tissue samples but was not
detected in blood samples. Heteroplasmy level of the C6340T alteration in two CRC patients was high
(about > 80% ). The C6340T alteration was determined to be a somatic mutation and a tendency to
increase risk of CRC in the patients harbouring the C6340T alteration.

Keywords: Mitochondrial COX-1 gene, C6340T alteration, DNA sequencing, colorectal cancer.



