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Tém tit: Bién d6i A10398G cua gen ND3 ty thé din dén thay thé axitamin Threonine thanh
Alanine cua protein NADH dehydrogenase 3 dugc xac dinh c6 lién quan den ung thu vi, ung thu
ph01 Tuy nhién, dbi voi ung thu dai tryc trang (UTDTT) dir liu vé tn suét va mbi lién quan cua
bién ddi A10398G véi cac dac diém bénh hoc ctia bénh van con chua dugc xac dinh. Vi vay, trong
nghién ctru nay, chiing t6i da tién hanh sang loc bién d6i A10398G & 86 bénh nhan UTDTT ngudi
Viét Nam va danh gia mdi lién quan giita bién ddi nay véi cac dic diém bénh hoc ciia bénh. St
dung k¥ thuat PCR-RFLP va giai trinh ty ADN, bién d6i A10398G da dugc xac dinh véi ty 18
50/86 (chiém 58,1%) bénh nhan. Trong d6, trén md u tin suat bién ddi 1a 47/86 miu (chiém
54,5%), trén mo 1an can u 1a 49/86 mau (chiém 56,9%). Bién d6i A10398G lién quan dén mirc do
xam 1an cua khéi u (giai doan T) (p<0,05) v6i 100% bénh nhan & giai doan T1 déu c6 bién dbi
nay. Ngoai ra, chung t6i khong xac dinh thdy mdi lién quan giira bién d6i A10398G véi cac dic
diém nhu d6 tudi, gisi tinh, kich thudc khdi u, vi tri khdi u, mirc do biét héa va giai doan bénh cua
UTDTT (p>0,05).

Tir khéa: Bién ddi A10398G, gen ND3ty thé, UTDTT, PCR -RFLP, gidi trinh tw ADN.

1. Mé dau

UTDTT dimg thtr ba vé mirc d¢ phd bién va
la nguyén nhan gay tr vong cao thr tu do ung
thu trén toan cau [1]. Ty 1é méc va tir vong cua
UTDTT khéc nhau dang ké giira cac ving trén
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thé gi6i. Tai Viét Nam, s6 ca bénh UTDTT
dugc chan doan dimg thtr 5 véi ty 16 khoang 7%
trong tong s6 cac ca ung thu [2]. Trong cac yéu
t6 lién quan dén ung thu thi rdi loan ADN ty thé
12 mot yéu td nguy co [3]. Hon nita, hé gen ty
thé d& bi bién d6i hon ADN nhan do khong co
cac doan intron, khong c6 protein histon va
phan b gan cac phirc hé hd hip cua té bao, noi
ma cic gbe tw do dugc tao ra trong qué trinh
phosphoryl hoa oxy hoa [4].
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Trén gen ND3 ty thé, mot sb vi tri bién doi
nhu G10176A, C10269T, C10272T, T10363C
va A10398Gda duoc xac dinh & mot sb loai ung
thu [5]. Trong s céac vi tri bién doi néu trén thi
bién d6i A10398G duoc nghién ciru nhidu hon
ca. O ung thu v, bién doi A10398G da duoc
khao sat ¢ phu nit thugc cac nhém nguoi khac
nhau nhu ngudi My gbe Phi, My da tring, My
gbc Au [6, 7] hodc & nhom phu nir ngudi Viét
Nam [8]. Két qua cac nghién trén cho thay mdi
lién quan giira bién d6i A10398G voi ung thu
vu khac nhau ¢ cac chung toc nguoi khac nhau.
O ung thu phdi, bién d6i A10398G da duogc xéac
dinh ¢ dang di té bao chat. Pic biét, nhitng
bénh nhan c6 mirc do di té bao chit thap 1a mot
déu hiéu tién lwong x4u cia bénh [9]. Déi véi
UTDTT, dir liéu lién quan dén bién doi
A10398G con thiéu ca & Viét Nam va thé gioi.
Vi vy, nghién ctru tin suét bién déi A10398G
& UTDTT va mdi lién quan ciia bién doi véi
bénh 1 can thiét.

Trong nghién curu nay, chiung t6i da sir dung
phuong phap PCR-RFLPdé xac dinh bién doi
A10398G cua gen ND3, két hop phuong phap
giai trinh ty dé khang dinh két qua. Théng ké ty
1¢ bién d6i va danh gia mdi lién quan giira bién
ddi véi cac dic diém bénh hoc ctia bénh UTDTT
0 mot nhém bénh nhan nguoi Viét Nam.

2. Nguyén liéu va phuwong phap
2.1. Nguyén liéu

86 cap miu moé gom mo u va md lan cén u
cua 86 bénh nhan UTDTT cung voi cac thong
tin ciia bénh nhan duoc cung cap tir Khoa Giai
phau bénh - Té bao, Bénh vién K Ha Noi. Mau
lan can u léy cach khdi u tdi thiéu Scm, dién cit
dugc xac dinh khong con té bao ung thu.
Nhitng thong tin cua bénh nhan nhu dé tuéi,
gidi tinh, vi tri, kich thudc u, d6 bi¢t hoa va giai
doan bénh giup phan anh nguy co, muc do va
tién trién cua ung thu duge bénh vién cung cap
dé danh gia mdi lién quan véi bién doi
A10398G cua gen ND3. Trong d6, do biét hoa
va giai doan bénh (theo phan loai TNM -

Tumor- lymph Node- Metastases) dugc phan
chia theo tiéu chuén cua td chirc ung thu Hoa
Ky [10], d6 tudi xép thanh 2 nhém 1a trén 50 va
dudi 50 tudi (vi theo thong ké cua to chirc ung
thu Hoa ky thi trén 90% s6 ca mic UTDTT
duoc xéac dinh sau 50 tudi [11], vi tri ung thu
duogc chia thanh hai nhoém la ung thu dai trang
va truc trang theo cdu tao giai phau. Kich thudc
khéi u duoc chia thanh 3 nhoém: kich thudc nhé
hon 3cm; tir 3 dén 3,5cm va 16n hon 3,5cm.

2.2. Phuong phap

Tach chiét ADN tong so6: ADN tong s tir
mau md cua bénh nhan UTDTT dugc tach chiét
bang kit QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN,
Puc). Kit tich chiét nay dam bao viéc tach
dugc ca ADN ty thé. Cac budc tién hanh theo
quy trinh cua nha san xudt. ADN sau khi tach
chiét duoc xac dinh noéng do va do sach bang
méay quang phd Nano drop 2000c (Thermo,
M¥) va bao quan & -20°C.

Khuéch dai doan gen ND3 bdng PCR: doan
gen ND3 c6 chira vi tri 10398 duoc khuéch dai
bang PCR v6i cap mdi dic hiéu (cip mdi
10398) véi trinh tu: 5°-CTG CCA CTA ATA
GTT ATG TC - 3’ (mdi xubi) va 5’-GAT ATG
AGG TGT GAG CGA TA - 3’ (mdi ngugc).
Cap modi 10398 duge thiét ké bang phan mém
Primer-BLAST trong NCBI. Phan ung PCR
gom céc thanh phan: 6,25 ul OneTaq Hot Start
2x Master Mix (Neb, M¥); 0,2 uM mdi gdm
mdi xudi va mdi nguoc, 12,5-31 ng ADN
khuén, sau d6 bd sung H,O dén 12,5 pl. Chu
trinh nhiét cia phan tng PCR gdm bién tinh &
94°C trong 30 gidy, gan mdi & 54°C trong 30
gidy va kéo dai mach & 68°C trong 30 gidy,
thyc hién phan tng PCR véi 34 chu ky. San
phérn PCR dugc dién di kiém tra trén gel
agarose 2%, nhuom ethidium bromide. Quan
sat va chup anh ban gel bang hé thong may Gel
Doc TM XR (Biorad).

Ky thudt da hinh chiéu dai cdc doan cdt
gidi han (RFLP): San pham PCR duoc nhan 1én
tir doan gen ND3 c6 chura vi tri 10398 dung dé
phan tich RFLP véi enzyme cit gi¢i han Ddel
¢6 vi tri nhan biét: 5°-C| TNAG-3’. Thanh phan
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phan ng cit: 2ul Fast Digest® buffer 10X,
101 san phdm PCR, 1ul Fast Digest® enzyme
va bd sung H,O dén du 30pl. San phdm sau cat
duoc dién di trén gel agarose 2%, nhudm
ethidium bromide. Quan sat va chyp anh ban
gel bang hé thong may Gel DocTM XR
(Biorad). Phén tich vi tri nhan biét clia enzyme
nay cho thiy: truong hop mau khong c6 bién
dbi tai vi tri 10398 (10398A) thi san pham PCR
sau khi cit bang enzyme Ddel cho 2 bing co
kich thudc 196 bp va 50 bp. Trong truong hop
mau c6 bién d6i (10398G) thi san phin sau khi
cit bang enzyme cho 3 bing co kich thudc 158
bp, 50 bp va 38 bp.

Gidi trinh ty doan gen chira bién déi: Giai
trinh tw ADN dé khing dinh két qua PCR-
RFLP. Poan ADN can giai trinh ty sau khi tinh
sach duogc gui dén cong ty 1st BASE dé giai
trinh tw. Phan mém Bioedit dugc dung dé phan
tich két qua giai trinh tw, so sanh két qua giai
trinh ty thu dugc véi trinh ty ADN ty thé tham
chiéu trén NCBI mi s NC 012920.1 bing
chuong trinh BLAST nucleotide trén NCBI
[12] dé x4c dinh bién doi.

Phén tich thong ké: Kiém dinh Khi binh
phuong (Chi square test - y2) hodc kiém dinh
chinh xac cua Fisher (Fisher’s Exact test) véi muc
¥ nghia a = 0,05 duoc ding dé so sanh va phan
tich méi lién quan giita bién d6i A10398G véi cac
ddc diém bénh hoc ctia bénh nhan ung thu.

3. Két qua va thio luin

ADN tdng s cua 86 cip miu md UTDTT
dugc dung l[am khuon dé nhan doan ADN chtra
vi tri 10398 thudc genND3 ty thé bang k¥ thuat
PCR. Sau d6 san pham PCR nay duoc cit bang
enzyme Ddel. Két qua PCR-RFLP dwoc minh
hoa trong Hinh 1.

Hinh 1 cho thay, san pham PCR & cac giéng
$6 1, 3 déu cho mot bang sang, ro nét, khong co
bang phu voi kich thudc tuong tng 246 bp
dung theo tinh toan 1y thuyét khi thiét ké moi
ching t6 cap moi duge thiét ké 1a dic hiéu, diéu
kién phan tng PCR 1a phu hop. O giéng s6 2, 4
1a san pham PCR duoc cit bang enzyme Ddel.

Giéng 2 1a miu dang khoéng co bién ddi
(10398A) vi san phim PCR sau khi cit bing
enzyme cho 2 bang c6 kich thudc tuong Ung
196 va 50 bp, giéng 4 co cac bang kich thudc
twong ing 158 bp va 50 bp nén 1a miu dang c6
bién d6i (10398G).

M 1 2 3 4 5 &
bp bp

250 —»

150 —»

50 —»

Hinh 1. Anh dién di san phim PCR doan gen ND3va
san phim duoc cit bang enzyme Ddeltwong tng(gel
agarose 2,0%, nhud¢m ethidium bromide).
Gléng M: Thang chuén ADN 50 bp, gléng 1, 3: san
phim PCR, giéng 2, 4: san phdm cat bing enzyme
tuong (ng cua mau nghién ctru, giéng 5: d6i chimg
duong 14 san pham cit bang enzyme doan ADN
chira vi tri 10398 dang 10398A va G (da duoc khang
dinh bang giai trinh tu) duoc tron lai v6i nhau, giéng
6: dbi ching am.
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Hinh 2. Trinh tu doan ADN ctia gen ND3 c6 chura
dang 10398A va 10398G.

Dé khiang dinh chinh xac két qua PCR-
RFLP, chung t6i da giai trinh tu doan gen ND3
c6 chtra vi tri 10398 & hai mau nghién ctru c6
dang 10398A va 10398G (da dugc xac dinh
bang phuong phap PCR-RFLP) thi thay két qua
giai trinh ty gen hoan toan phu hop véi két qua
PCR-RFLP (Hinh 2).
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Hinh 3. Phan b A10398G & cac vi tri m6 ctia bénh
nhan UTDTT.

Téng hop két qua sang loc bién dbi
A10398G bang phuong phip PCR-RFLP,
ching t6i dd xac dinh dugc 50/86 (chiém
58,1%) bénh nhan c6 bién doi A10398G trén
mod u hoac md lan can u. Trong d6, & mo6 u tan
sudt bién doi 1a 47/86 mAu (chiém 54,5%), trén
md lan cén u la 49/86 mau (chlern 56,9%)
(Hinh 3). Khong c6 sy khac biét vé tan sut
bién ddi A10398G giita md u va mé lan c4n u
(p>0,05).

Bang 1. Tan sudt va mdi lién quan cua bién d6i A10398G véi cac dic diém bénh hocctia bénh UTDTT

» sé Tan suit A10398G (%) n
bac diém
lugng 10398A 10398G
Tubi <50 18 222 4) 77,8 (14) 007"
>=5() 66 45,5 (30) 54,5 (36)
e Nam 41 39,0 (16) 61,0 (25) "
Gidi tinh Nit 45 444  (20) 556 (25 0.61
Vi tef ung thu Dai tre‘lr‘lg 45 33,3 (15) 66,7 (30) 009"
Truc trang 41 51,2 (1) 48,8 (20)
RS 10 40,0 (4) 60 (6)

Do biét hoa Vira 39 43,6 (17) 56,4 (22) 1,00°
Kém 6 50,0 (3) 50,0 (3)
<3 21 23.8 (5) 76,2 (16)

Kich thuc u (cm) >=3; <=3,5 16 56,3 ) 438 (7) 0,117
>3,5 42 452 (19) 54,8 (23)

. No 51 49,0 (25) 51,0 (26) ”

Giai doan N Nlva N2 32 370 (10) 630  (22) 0.1
Tl 9 0,0 (0) 100 )

Giai doan T T2 35 45,7 (16) 54,3 (19) 0,03"
T3 va T4 40 47,5 (19) 52,5 1)
I 30 433 (13) 56,7 (17)

Giai doan bénh 11 21 52,4 (11) 47,6 (10) 0,37%*
I va IV 33 33,3 (11) 66,7 (22)

Ghi chu: *: Gia tri p nhan dwoc tir kiém dinh Fisher, **: Gia tri p nhdn duoc tir kiém dinh Khi binh phwong (2)

Theo cac cong bd trude day, ty 18 bién doi
A10398G ¢ cac loai ung thu khac nhau 1a khac
nhau. Trén bénh nhan UTDTT nguoi Viét Nam
chung t6i xé4c dinh ty 1& bién ddi A10398G tinh
chung & ca hai mé 1a 58,1%, trong khi d6 ty 1€

nay & nhém bénh nhan ung thu vi ngudi Ba
Lan la 23% [13], ¢ bénh nhan ung thu phéi voi
mirc d6 bién (101 tur 0,31-97,04% [8]. Nhu vay
c6 thé thay rang tan sudt bién d6i co thé lién
quan dén loai ung thu.
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Méi lién quan giira bién dbi A10398G voi
cac dic diém bénh hoc ciia bénh UTDTT duoc
xac dinh bang kiém dinh Khi binh phuong (52)
hodc kiém dinh chinh xac cua Fisher, két qua
dugc trinh bay trong Bang 1.

Két qua kiém dinh thdng ké (Bang 1) cho
thdy tan suit bién d6i A1039G khong lién quan
v6i cac dic diém nhu do tudi, gidi tinh cua
bénh nhan, vi tri, d6 biét hoa, kich thudc, giai
doan TNM cua khdi u (p>0,05) nhung lién quan
v6i mirc do phat trién ciia khoi u (giai doan T)
(p<0,05). bac biét, két qua phén tich tan suét
bién ddi A10398G theo giai doan T con cho
thiy dang bién d6i 10398G cao nhit ¢ & giai
doan T1 (100%) va giam dan ¢ cac giai doan
T2 va T3,4 (Hinh 4). Két qua nay goi y ring
bién d6i A10398G c6 thé lién quan véi giai
doan dau xam lan cua khdi u. Két qua nay clng
phu hgp véi mot s6 cong b trude day cho rang
cac bién dbi trén ADN ty thé c6 thé phat sinh va
doéng vai tro quan trong trong giai doan sém cuia
ung thu [14, 15].

Bién dbi tai vi tri 10398 trong gen ND3 cb
thé lam giam hiéu qua van chuyén dién tir cua
chudi van chuyén dién tir trong phtrc hé ho hip
ty thé, 1am tang téc do ro i dién tir va gia ting
su hinh thanh cac gbc ty do chira oxi (ROS) do
vay c6 thé lién quan dén qua trinh phat sinh ung
thu [7], tuy nhién co ché tac dong cua blen dbi
A10398G dbi voi sy phét sinh va tién trién cua
ung thu van chua dugc hiéu mot cach rd rang
va con nhiéu quan diém chua thong nhét.

100 - 100

B 103984
10398G

=]
[=]

o
[=]

54.3

'S
[=]

Ty 16 A10398G (%)

¥
=

T T2 T3+4
Giaidoan T

Hinh 4. Phan b A10398G & cac giai doan T cua
bénh nhan UTDTT.

Canter va cs (2005) dd chi ra riang alen
10398A lam ting nguy co méic ung thu va &
phu nir nguoi My gbc Phi (OR = 1,6; 95% CI:
1,10-2,31; p = 0,013) nhung lai khong thdy moi
lién quan nay & nguoi My da trang [7]. Trong
khi d6 ¢ nhém phu nir ngudi My goc Au dang
10398G lai lam tang nguy co mac ung thu vu
(OR = 1,8; 95% CI: 1,14-2,81). bac biét hon,
nhitng phu nit mang dong thoi bién thé 10398G
va 12308G thi lam tang hon nguy co phit trién
ung thu vi (OR = 3,03; 95% CI:1,53-6,11), trai
lai, néu phu nit mang dong thoi bién thé
10398A va 12308G thi lai gidam nguy co phat
trién ung thu vi (OR = 0,46; 95% CIL: 0,24-
0,88) [6]. Trong khi do, nghién ctru ctia Jiang
va cs (2014) lai cho thdy khong c6 su khac biét
vé tan suat bién d6i A10398G trong nhém bénh
nhan ung thu v va nhém dbi chimg thudc
ngudi Han [16]. Nhu vay, két qua cac nghién
trén cho thiy vai tro cua bién doi A10398G co
thé khac nhau & cac ching toc ngudi khac nhau.

Bién ddi A10398G ciing dugc nghién ciru &
bénh nhan ung thu phéi, Yuexiao va cs, 2016
da xac dinh duoc bién doi A10398G ton tai &
dang di t& bao chét (bénh nhan chira dong thoi
ca ban sao ADN ty thé ¢ dang 10398A va
10398G trong cung mot t& bao) véi mirc do di
té bao chit khiac nhau & cdc bénh nhan khac
nhau. Pac biét, nhitng bénh nhan cé muc do
bién d6i A10398G thap 1a mot dau hiéu tién
lwong xau cia bénh [9].

Déi véi UTDTT, dit liéu vé bién doi tai vi
tri 10398 thugc gen ND3 van con thiéu trén ca
thé gioi va ¢ Viét Nam. Vi vay, két qua nghién
clru cia chung toi da cung cap thém thong tin
vé tin sudt ciing nhu moi lién quan gilra bién
ddi A10398G v&i mot sd dic diém bénh hoc
cua bénh UTDTT nguoi Viét Nam.

4. Két luan

Bing ky thuit PCR-RFLP bién dbi
A10398G ciia gen ND3 ty thé & bénh nhén
UTDTT da dugc xac dinh véi ty 1€ 58,1%.
Trong d6, ty 1& bién ddi trén mod u 1a 54,5%,
trén mo 1an can u 1a 56,9%. Bién ddi A10398G
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khong lién quan voi cac dic diém cua bénh
nhan nhu d6 tudi, gidi tinh, vi tri khdi u, kich
thudc khdi u, do biét hoa, giai doan TNM cua
khéi u (p>0,05), nhung lién quan dén mic do
lan sdu vao thanh rudt cua khéi u (giai doan T)
(p<0,05) véi 100% bién d6i dwoc xac dinh &
giai doan T1 va ty 1é nay giam dan & cac giai
doan T2, T3 va T4.
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The A10398G Alteration of Mitochondrial ND3 gene
in Colorectal Cancer Patients
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Abstract: The A10398G alteration of ND3 mitochondrial gene results in an amino acid change
from Threonine to Alanine in NADH dehydrogenase 3. The A10398G alteration was shown to be
associated with breast cancer and lung cancer. However, there is no data on the frequency and
association of the A10398G alteration with pathological characteristics in colorectal cancer. Therefore,
this study screened the A10398G in 86 Vietnamese CRC patients and then evaluated the probable
association between this alteration and pathological characteristics. A10398G alteration was identified
by using PCR-RFLP and DNA sequencing in 50 out of the 86 patients (about 58.1%); among these,
the frequency of A10398G alteration in tumor tissue and non-tumor tissue were 54.5% and 56.9%,
respectively. A10398G alteration was associated with T-stage of TNM classification (p < 0.05) with
100% of patients in T1 stage bearing A10398G (p<0.05). In contrast, this alteration appeared not
to associate with the patients’ age, gender, tumour size, tumour location and lymph node
metastases of tumors.

Keywords: A10398G alteration, mitochondrial ND3 gene, colorectal cancer, PCR-RFLP, DNA
sequencing.



