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Tém tat: Gen MT-ATPS ty thé mi hoa cho tiéu don vi protein A6L thudc kénh proton ctia phirc hé
tong hop ATP. Bién doi ciia gen MT-ATPS8 c6 thé anh hudng t6i cdu tric va chic ning cia
enzyme ATP synthase, tir d6 c6 thé gay bénh. Trong nghién clru nay, bién ddi ctia gen MT-ATPS
dugc xac dinh trén mau mé cua bénh nhan ung thu v va mau mau cua nguoi binh thuong s dung
phuong phap PCR két hop giai trinh tu truc tiép va PCR-RFLP, sau d6 duoc phan tich va danh gia
béng cac phuong phap tin sinh hoc va théng ké sinh hoc. Két qua PCR va giai trinh ty truc tiép da
xac dinh duoc 5 bién d6i cia gen MT-ATPS trén 35 miu md u ciia bénh nhan ung thu va va 26
méiu mau ctia ngudi binh thudng, trong d6 c¢6 2 bién déi lam thay dbi trinh ty axit amin ctia phan
tir protein twong tng 1a C8414T va C8417T. Bién ddi C8417T duoc sang loc tiép bing PCR-RFLP
va 1a bién d6i hiém gip véi tan suit 0,98% (1/102 mau mo) ctia bénh nhan ung thu vi. Bién doi
nay lam thay d6i axit amin leucine thanh phenylalanine (L18F) thudc vi tri bao thi ctia A6L va
dugc dy doan co nhiéu kha ning lam thay ddi cu tric va chirc ndng cta phan tir protein. Bén canh
d6, mat doan 9 bp ciing dwoc tim thay trong viing khong ma hoa cua ADN ty thé co tan suét 26,5%
(27/102 truong h(rp) & bénh nhén va 27% (7/26 truong hop) & mau ddi chung Nhu vay, Kkét qua da
cho thay dot bién C8417T & vi tri bao thii cia gen MT-ATPS thudc loai hiém gap va lan dau tién
duoc xac dinh thay trong mot nhém bénh nhan ung thu vu tai Viét Nam.

Tir khéa: ADN ty thé, MT-ATPS, Ung thu vi.

1. Mé dau

Ty thé dugc coi 1a “nha may ning luong”
clia t& bao vi nd tao ra hon 90% ning lugng
ATP cho cac hoat dong cua té bao. Dé dam
nhan chirc ning nay, ty thé co hé gen riéng véi
37 gen ma hoa cho 13 protein ctia cac phiic hé
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hé hép ty thé (phirc hé I - V), 2 ARN ribosome
va 22 ARN van chuyén [1]. Ty thé ciing giir vai
trd quan trong trong chét theo chuong trinh
(apoptosis) cta té bao, do d6 bién dbi cua cac
gen ty thé dugc cho 1a c6 lién quan véi qua
trinh tao u boi vi cac té bao ung thu can sir
dung nhiéu ning luong dé sinh trudng va ting
sinh dudi cac diéu kién han ché [2].

Trong cac phte h¢ ho hép ty thé, phuc h¢ V
1a phic hé téng hop ATP. N6 bao gdm mét
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kénh proton nim & trén mang cua ty thé (Fo) va
mot thanh phan xuc tac (Fi) nim & trong chat
nén. Trong s0 9 tiéu don vi cua Fo, 2 tiéu don vi
a va A6L dugc ma hoa boi cac gen MT-ATP6
va MT-ATPS cua ty thé [3]. D6t bién trong trinh
tuy ma hoa cho 2 tiéu don vi nay cua phuc hé
tong hop ATP c6 thé anh hudng ti cau triic va
churc ning cua enzyme ATP synthase [4].

Gen MT-ATPS (con duoc goi voi tén khac
la ATP8 hay ATPase8) c6 kich thude 207 bp,
nam tir vi tri 8366 dén 8572 trén sgi ning cua
ADN ty thé va ma héa cho tiéu don vi A6L.
Gen nay ma héa cho phan tir protein thudc vung
¢6 chirc ning quan trong cua phirc hé tong hop
ATP, tuy nhién vai trd cac bién d6i ciia gen
MT-ATPS trong ung thu van chua dugc quan
tdm nghién ciru diy da. Do d6, nghién ctru nay
duoc thuc hién nham danh gia bién d6i cua gen
MT-ATPS ty thé va tim hiéu mbi lién quan giira
cac bién dbi nay vadi cac dac diém bénh hoc cua
ung thu vatrén mdt nhém dbi tuong bénh nhan
nguoi Viét Nam.

2. Nguyén liéu va phwong phap
2.1. Nguyén liéu

Mau nghién ctiru bao gdbm mau mé ung thu
biéu méd 6ng tuyén va (dugc lfiy tai vi tri khdi u,
goi 1a md u) cua 102 bénh nhén ung thu va
duoc phau thuat triét cin co vét hach va chin
doan xac dinh be‘ing mo bénh hoc tai Khoa Giai
phau bénh — Té bao, Bénh vién K trong thoi
gian tir thang 12/2012 dén thang 12/2013 va
mau mau cia 26 ngudi cho mau binh thudng do
Khoa Sang loc mau, Vién Huyét hoc va Truyén
méu Trung wong cung cap. Cac mau bénh pham
duoc léy vao vung khong bi hoai tir va loai trir
cac truong hop ung thu di can tir noi khac dén.
Danh sach mot sé dic diém bénh hoc bao gom
d6 tudi, kich thude khdi u, s6 hach, kich thuée
hach, giai doan TNM (u nguyén phat - hach tai
ving - di cdn xa) va mirc d6 biét hoa ciia khdi u
dugc cung cip kém theo miu bénh phim.
Nghién ctru dugc thuc hién ding theo cac quy
dinh hién hanh vé dao dirc trong nghién ciru y
hoc trong viéc thu thap cdc mau mau va mo cua

bénh nhan. Cac dan liéu thu duogc déu duoc gilr
bi mat, chi phuc vu cho muc dich nghién ctru,
khong str dung cho muc dich nao khac.

2.2. Phwong phap

Tach chiét ADN tong sé va PCR gidi trinh
tw truc tié}): ADN téng s6 duogc tach chiét tir
mau md va mau mau sit dung QIAamp DNA
Mini Kit va QIAamp DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN, buc) theo quy trinh ctua nha san
xuit. Nong d6 ADN tong s6 dugc xac dinh
bang miy quang phd NanoDrop 2000c
(Thermoscientific, My). Cac cdp moi dic hiéu
cho tirng doan ADN quan tam duoc thiét ké st
dung chuong trinh Primer-BLAST véi trinh tu
ADN ty thé dugc tham khao tir co s dir liéu
trong NCBI (mi s6 NC_012920.1) (Bdng 1).
Thanh phin cua phan tng PCR nhan ban doan
ADN c6 kich thuéc 1148 bp s dung dé giai
trinh tu bao gdbm: 6,25 pl Maxima Hot Start
PCR Master Mix 2X; 025 ul mdi mdi (0,2
uM); khuoén ADN (véi nong d tir 1 - 2,5 ng/pl)
va H,O trong tong thé tich 12,5 pl. Hon hop
phan tng duoc chay trén may GenAmp® PCR
System 9700 véi chu trinh nhiét nhu sau: 95°C:
4 phat, 35 chu ky (95°C: 30 gidy; 56°C: 30
gidy; 72°C: 75 gidy); 72°C: 5 phut, sau d6 gitt &
4°C. San phiam PCR dugc dién di kiém tra trén
gel agarose 1,5%, tinh sach bang ExoSAP-IT
(Affymetrix, My) va giai trinh ty (Cong ty 1%
Base, Malaysia).

Dy dodn kha nang gdy bénh cua bién doi
dua trén sy thay déi trinh tw axit amin: Tac
dong clia cac bién d6i gen lam thay doi trinh ty
axit amin dén cdu tric va chic ning ciia phan
tir protein duoc du doan bang chwong trinh
PolyPhen-2[5].

Sang loc bién doi C8417T sir dung phuwong
phdp PCR-RFLP: Doan gen MT-ATP8 mang
bién do6i C8417T (duge dy doan c6 vai trd quan
trong dén phan tir protein) duoc tién hanh nhan
ban su dung cdp moi 8417 (Bang ) v6i thanh
phan phan tng bao gom: 6,25 pl Maxima Hot
Start PCR Master Mix 2X; 0,25 pl mi mi (0,2
uM); khuén ADN (v&i néng do tir 1 - 2,5 ng/pl)
va H,O trong tong thé tich 12,5 pl. Chu trinh
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nhiét st dung véi cip mdi 8417 dugc thiét 1ap
nhu sau: 95°C: 4 phut, 35 chu ky (95°C: 30
gidy; 52°C: 30 gidy; 72°C: 30 gidy); 72°C: 5
phuat, sau d6 gitr & 4°C. San pham PCR c6 kich
thudc 255 bp duge xtr Iy voi enzyme gidgi han

Ddel (Thermo Scientific, My) theo hudng dan
ciia nha san xuét. San pham cit enzyme gidi
han dugc dién di kiém tra trén gel
polyacrylamide 8%.

Béng 1. Trinh tu cac cép mdi va enzyme gi6i han st dung trong xéac dinh bién ddi cua gen MT-ATPS

Kich thudc Trinh tu

San pham cét

Muyc dich Tén san pham mdi xudi Trinh ty moi Enzyme s Kho Co bié
- mdi P i nguoc (5° =3 dun 1ong 0 bien
(vi tri) (-3) eI dune bién doi _dbi
Gidi trinh ATPS 1148 bp cagtttcatg  gcctagtatgaggag i )
tu (8197-9344) cccatcgt cgtta
S g S g Da RS s,
C8417T (8185-8439) c agtctaa 5’C{TNAG3 22 bp 130 bp

Cdc phan mém tin sinh hoc va phdn tich
thong ké: Cac moi dic higu cho phan tmg PCR
dugc thiét ké bang chuong trinh Primer BLAST
(NCBI). Trinh tu cic gen ty thé dugc so sanh,
phan tich véi trinh ty tham chiéu cia ADN ty
thé cong bd trén co so dit lieu NCBI
(NC 012920.1) bang cic phan mém tin sinh
hoc chuyén dung nhu BioEdit v7.0, BLAST va
ClustalX. Xé4c dinh san pham cit enzyme gi6i
han bang chuong trinh Watcut. So sanh thong
ké dugc thyc hién bang kiém dinh x* hodc kiém
dinh Fisher (Fisher’s exact test) dé phan tich
mdi lién quan giita cac bién doi voi cac dic
diém bénh hoc cua ung thu vi.

3. Két qua

3.1. Gidi trinh tw gen MT-ATPS ty thé va phan
tich cac dang bien doi

Trong nghién ctru nay, doan ADN chira gen
MT-ATPS8 c¢6 kich thudc 1148 bp duoc nhan
ban va st dung dé giai trinh tu truc tiép nhim
xé4c dinh cac dang bién d6i. Két qua giai trinh
tu truc tiép trén 35 mau moé u cla bénh nhan
ung thu vl va 26 mau mau ddi chung da phat
hién thdy 5 bién d6i ctia gen MT-ATPS la
C8410T, C8414T, C8417T, A8440G va
T8473C (Hinh 1).

180 190
cC € T A TAT T C C T

C8410T C8414T

Y ¢

190
T A C T CTTTAT CA

C8417T

¢

210 220
CCCAGCTAAAA

A8440G

¢

240 250
c Taccocceceoccec T C
T8473C
i

Hinh 1. Céc bién ddi ctia gen MT-ATPS x4c dinh
thong qua giai trinh ty truc ti€p
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Trong cac bién d6i trén c6 3 bién doi
C8414T, A8440G va T8473C duogc thiy xuit
hién dﬁ)ng thoi & miu mé cua bénh nhan va miu
mau | dbi chimg. Cac blen d01 cua gen MT-ATPS
& miu md va mau cé tin sudt thip, xuét hién &
2/35 bénh nhan (chiém 5,7%) va 2/26 ddi

ching (chlem 7,1%) (Bang 2). Tat ca cac bién
ddi déu ¢ trang thai dong té bao chat
(homoplasmy) va da dugc bao cao trén co s¢ dir
lidu ctia Mitomap. Déang chu y, c6 2/5 bién doi
(chiém 40%), C8414T va C8417T, 1a 1am thay ddi
trinh ty axit amin ctia phan tir protein (Bdng 2).

Béng 2. Théng ké bién dbi ciia gen MT-ATPS trén mau mé u ciia bénh nhan ung thu va va miu mau binh thudng
xac dinh bang giai trinh tu truc tiép

c L e 2. 2. , . Tan suat ~ A
TT Vitri Biéndéi Thay doi axit amin Miumé Miu mau Cong bo
1 8410 C>T P15P 1/35 - +
2 8414 C>T L17F 1/35 1/26 Longevity
3 8417 C>T L18F 1/35 - +
4 8440 A>G Q25Q - 1/26 +
5 8473 T>C P36P 1/35 1/26 +

Chu thich: (+): P4 cong bd trén MITOMAP

3.2. Téc déng cua bién doi gen lam thay doi
trinh tu axit amin

Mic du bién d6i C8414T di dugc bao cdo
trude day trong bénh ung thu vu [6], tuy nhién
trong nghién ctru nay, bién do6i C8414T duoc
phat hién thay trong ca mau mé ciia bénh nhan
va mau mau cua ngudi binh thuong. Do do,
ching t6i lya chon phan tich bién d6i C8417T,
1a bién ddi lam thay ddi trinh ty axit amin cua
phan tir protein, thiy xuét hién trén miu moé cua
bénh nhan va khong thiy trong miu mau dbi
chimg dé tién hanh cac phan tich tiép theo.

Vai trd cua bién doi C8417T (L18F) dén
céu tric va chirc ndng clia phan tir protein A6L
duoc du doan str dung chuong trinh PolyPhen-
2. Theo d6, bién d6i nay ndm & vi tri bao thu va
duge du doan 1a c6 nhidu kha ning anh hudng
dén phan tir protein (PolyPhen-2 score: 0,994).
Tiép theo, chung t6i thuc hién sang loc bién d6i
ndy trong cac mau nghién ctru.

3.3. Tan suat bién doi C8417T trong cdc mau
nghién ciru

Dé phén tich bién d6i C8417T trong cac
mau nghién ctu, doan ADN co6 kich thudc 255
bp c6 chira vi tri bién d6i 8417 dwoc nhan ban
(Giéng 1, 3, 5, Hinh 2) va sang loc trén cic mau

nghién ctru st dung enzyme Ddel (Thermo
Scientific, My) c6 vi tri nhan biét C"TNAG.

Theo tinh toan, néu khéng co bién ddi
(8417C) thi enzyme gidi han s& cat san pham
PCR c¢6 kich thudc 255 bp thanh 3 doan ADN
tuong g 1a 125 bp, 108 bp va 22 bp. Trén gel
polyacrylamide 8%, dang nay dugc xéc dinh
nho vao 2 bing 125 bp va 108 bp (Giéng 4,
Hinh 2). Nguoc lai, neu c6 bién dbi (8417T) thi
enzyme gidi han s& cét san pham PCR c6 kich
thude 255 bp thanh 2 doan ADN tuong ung la
130 bp va 125 bp. Trén gel polyacrylamide 8%,
dang 8417T dugc xac dinh nho vao 1 bang cé
kich thuée ~ 130 bp.

bp M 1 2 3 4 5 6 7 bp

300

255
200

125

116
100 108

Hinh 2. Anh dién di san pham PCR voi cap mdi
8417 va san pham cat xac dinh bién doi C8417T
bang enzyme Ddel trén gel polyacrylamide 8%

M: Thang chudn ADN 100 bp. Giéng 1, 3, 5: san pham
PCR méiu md u ctia bénh nhan (#30698, #33114, #33157).
Giéng 2, 4, 6: San pham cit bang enzyme Ddel miu mo u

clia bénh nhan (#30698, #33114, #33157). Giéng 7: Dbi

chung am (H20).
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Két qua sang loc trén 102 miu mé cua bénh
nhan ung thu vaa cho thdy ¢6 1/102 mau (chiém
0,98%) co bién d6i C8417T va 101/102 miu
bénh khong c6 bién doi tai vi tri 8417 (chiém
99,02%). Két qua sang loc trén 26 mau mau dbi
chimg cho thy tit ca cac miu mau dbi ching
déu khong co6 bién ddi C8417T.

3.4. Mat doan 9 bp thudc vung khong ma hoa
ciia ADN ty thé trong cdc mdu nghién ciru

Két qua dién di san phim cét bang enzyme
Ddel cho thiy ngoai cac bang ADN c6 kich
thude ~ 125 bp va 108 bp theo ding tinh toan
ban ddu, mot 6 mau co xuit hién thém bang
ADN c6 kich thuéc la khac. Cac mau nay duoc
tinh sach va tién hanh giai trinh ty tryc tiép
nhim x4c dinh bién ddi. Két qua giai trinh ty
cho thiy & cac mau nay c6 xuét hién 1 mat doan
nhéd co6 kich thuéc 9 bp, co6 trinh ty
CCCCCTCTA, nam & vi tri 8272 - 8280 trong
ving khong ma hoa caa ADN ty thé (giita gen
MT-CO2 va MT-TK) (Hinh 3). Mat doan 9 bp
lam cho san pham cit c6 kich thudc 125 bp tro
thanh san phdm chi c¢6 kich thuée 116 bp
(Giéng 6, Hinh 2).

8272 8280

R ; 60
GCACCCCCTCTACCCCCTCTAG

dg AWM

8272/8280

“ 20

GCACCCCC

ICTAG

Hinh 3. Két qua giai trinh ty xac dinh mat doan 9 bp
(8272 - 8280) )
A: Khong c6 mat doan 9 bp. B: C6 mat doan 9 bp.

Két qua sang loc trén cac mau nghién ciu
phat hién thdy 27/102 trudng hop c6 mét doan 9
bp & md u cua bénh nhan ung thu va (chiém
26,5%) va 7/26 truong hop c6 mat doan 9 bp
(chiém 27%) & mau dbi chung. Phan tich tin
sudt xuit hién cia mat doan 9 bp nay theo cac
dac diém bénh hoc cua ung thu v cho th?iy
khong c6 su khac biét c6 ¥ nghia thdng ké theo
mirc do biét hoéa (ro, vira va kém) cua khéi u,
kich thudc hach (No so v6i Ni.), s6 hach (< 10
hach va > 10 hach) va giai doan T (Ti.> va Ts.4)
(p > 0,05). Tuy nhién, mét doan nay lai thdy cao
hon ¢6 ¥ nghia thong ké & do tudi > 50 (21/62
truong hop, chiém 33,9%) so véi do tudi < 50
(6/32 trudng hop, chiém 18,8%) (dit liéu khong
dugc bao cdo).

4. Ban luian

Vai tro cia ADN ty thé lién quan voi qué
trinh phét sinh ung thu di duogc bao cao rat som
tu nhimg nam 1920 khi Otto Warburg phat hién
thdy cac té bao ung thu cin st dung nhiéu ning
luong ATP cho tang sinh nhanh chong thong
qua tong hop bang con duong dudng phan
(glycosis) nhiéu hon, thay vi st dung
phosphoryl héa oxy héa (OXPHOS) & ty thé
[7]. Piéu nay cho thdy chirc ning cia OXPHOS
va ADN ty thé c6 thé bi bién ddi trong cac té
bao ung thu [8].

Gen MT-ATP8 mi héa cho tiéu don vi A6L
cua phuc hé¢ ATP synthase, enzyme chiu trach
nhiém chinh trong tong hop ATP cua té bao, do
d6 cac bién dbi cua gen MT-ATPS c6 thé anh
huéng dén chuc ning tong hop ATP va c6 thé
gy bénh [9]. Vi du nhu dot bién G8529A nim
& ving goi 1én nhau giita 2 gen MT-ATP6 va
MT-ATPS trén ADN ty thé di duoc bao céo
trugc day. Mic du dot bién nay khong 1am thay
d6i trinh ty axit amin ctia phén tir protein o do
gen MT-ATP6 ma hdéa nhung lai tao ra mot bd
ba két thic sém trong ving bao thu cua gen
MT-ATPS (W55X). Do d6, bién ddi nay dan
dén viéc 14p rap khong chinh xac va lam giam
hoat tinh cua holoenzyme phic hé V [10]. Mot
dot bién khac, T8528C, ciing dugc cho la dot
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bién gy bénh vi n6 din dén sy thay thé axit
amin tryptophan (c6 tinh ky nudc, bao thu cao)
thanh arginine (c6 tinh kiém cao) thudc tiéu don
vi A6L do gen MT-ATP8 ma héa va thay doi
mi bd ba mé dau dich ma trong gen MT-ATP6
lam thay thé methionine thanh threonine trong
tiéu don vi a ciia phic hé V. Do d6, bién ddi
nay c6 thé anh huong dén ca 2 tiéu don vi cua
phirc hé V ty thé [11].

Bién ddi cua gen MT-ATP8 di dugc bao
cdo trong mot s6 loai ung thu nhu C8414T
(L17F), A8459G (N32D) va C8472T (P36L)
trong ung thu budng trimg [12], [13], C8468T
va C8472T (P36L) trong ung thu tuyén giap
[11,[15], C8395T va C8515T trong ung thu
tuyén can giap [16] (Bdng 3)... Trong céc
nghién ctru ndy, da sb cac bién ddi cua gen MT-
ATPS xuat hién voi tan suat thip va khong lam
thay ddi trinh ty axit amin ctia phan tir protein.
Trén d6i tuong bénh nhan ung thu va, dir li€u
ban dau vé bién d6i ciia gen MT-ATPS thu duoc
rat khac biét trén cac nhom bénh nhan khéac
nhau. Chintha va cdng su (cs) (2013) sang loc
bién ddi cua cac gen OXPHOS trén 180 mau
bao gdm miu md va miu mau cta bénh nhan
ung thu vii, miu mod u va mo lanh lién k& cua
bénh nhan méic u vi lanh tinh va u nang, tuy
nhién khong phat hién dugc bién dbi nao thude
gen MT-ATPS [17]. Két qua nay twong tu véi
nghién ctru cua Tan va cs nam 2002 [18].
Tipirisetti va cs (2013) phat hién thiy bién doi
T8426C (F21L) xay ra ¢ vi tri bao thu cia phan
ti protein va dugc du doan la dot bién ¢6 hai
bang chuong trinh PolyPhen-2 [19]. Nghién
clru gan ddy cua Grzybowska-Szatkowska va cs
(2014) da phat hién thay 05 bién ddi cia gen
MT-ATPS trong 10/50 cip mau mo u va mo lién
ké ctia bénh nhan ung thu v, bao gém: 1 bién
ddi da hinh G8557A va 4 d6t bién C8429A,
A8439C, T8448C va G8519A. Da sb cic bién
dbi déu & dang ddng té bao chat (trir C8429A)
va gy ra sy thay doi axit amin ctia phan tir
protein. Trong sd d6, bién ddi A8439C chuwa
tirng duogc bao cao trude day va duoc cho 1a co
anh hudng dén chirc nang cia MT-ATPS [4].
Tuong tu, Ghaffarpour va cs (2014) phan tich
trén 49 cip mau mo u va mo lién ké cia bénh

nhan ung thu va ciing phat hién thiy 5 bién doi
cua gen MT-ATPS trong 4/49 truong hop
(chiém 8,16%). Trir 2 bién ddi T8542C va
G8557A, 3 bién d6i lam thay doi trinh ty axit
amin A8384G (T7A), T8567C (S68P) va
G8572A (G69S) déu duge cho 1a co tac dong
dén phén tir protein [20]. Nghién ctru trén 30
bénh nhan ung thu vi ngudi Mizoram, An Do
va nhom dbi ching, Thapa va cs (2016) da tim
thiy 1 dot bién C8414T (L17F) cua gen MT-
ATPS trong cac mAau nghién ctru. Dot bién nay
nam & vi tri bao tha va lam thay ddi trinh tu axit
amin tu leucine thanh phenylalanine, do do
dugc dy doan 1a c6 anh huong dén phan tir MT-
ATPS. Trong nghién ciru cua ching toi, bién doi
ctia gen MT-ATPS8 duogc sang loc bang giai trinh
tu truc tiép trén 35 mau mod cua bénh nhan ung
thu vi va 26 miu méau dbi ching. Tan suét bién
ddi thap cua gen MT-ATPS ciing tuong dong
v6i cac két qua nghién ctu trude day. Két qua
da xac dinh duoc 5 bién dbi, trong d6 co 2 bién
dbi chi thdy xuét hién & méu mb cia bénh nhan
(C8410T va C8417T), 1 bién ddi chi xuat hién
& nhom dbi chimg (A8440G) va 2 bién ddi xut
hién déng thoi & ca mau mo ctia bénh nhan va
méau mau dbi ching (C8414T va T8473C). Trir
bién d6i C8414T, cac bién d6i con lai chua thay
dugc cong bd trude diy trong cic nghién ciru
trén dbi twong bénh nhan ung thu va [6]. Dic
biét, co 2/5 bién d6i (C8414T va C8417T) lam
thay ddi trinh ty axit amin tir leucine thanh
phenylalanine ¢ vi tri bdo tha cta phan tuo
protein A6L va dugc dy doan la co tac dong
dén phan tir protein tuong ung. Trong do, bién
ddi C8417T chi dugc phat hién thiy trong
1/102 mau md ciia bénh nhan ung thu vi ma
khong thay ¢ trong nhom dbi ching, do dé
bién dbi nay co6 thé c6 mdi lién quan dén bénh.
Trong nghién ctru trudéc day cua Perucca-
Lostanlen va cs (2000), bién ddi dong té bao
chat A8381G (T6A) nam & vi tri bao thii cao
ciia gen MT-ATPS ciing duoc tim thiy trong
mau md cua bénh nhan va khong xuét hién
trong nhém doi chimg. Bién d6i nay dugc cho
12 ¢6 thé anh huong dén do 6n dinh va hoat
dong cua phire hé tong hop ATP, dan dén giam
san xudt ATP va co thé gdy bénh [21]. Tuong
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tu, Mkaouar-Rebai va cs (2010) cling phat hién
thiy bién ddi A8411G (M16V) & vi tri bao thu
cua gen MT-ATPS8 chi xudt hién & miu bénh va
khong xuat hién trong nhém d6i chimg. Bién

ddi nay co thé gay ra su réirloan chtre ning tong
hop ATP do ¢6 tac dong dén phan tir MT-ATPS
va do d6 c6 thé lién quan dén bénh [9].

Bang 3. Mot s6 bién ddi ciia gen MT-ATPS d dugc bao céo trong cac loai ung thu

TT  Loaiungthe Vit  Bién déi ;lrr}Ill?I}l] dotaxit i fiay
1 Ung thu budng 8392 G- A Khong [13]
trung 8410 C—>T Khoéng [12]
8414 C—-T L17F [13]
8459 A —G N32D [13]
8472 C—-T P36L [12]
8473 T—C Khéng [13]
2 Ung thu tuyén 8468 C—T Khong [15]
giap 8472 C—oT P36L [14]
3 Ung thu tuyén 8395 C—oT Khéng [16]
can gidp 8515 C—>T Khoéng [16]
4 Ung thu va 8384 A—>G T7A [20]
8414 C—-T LI17F [6]
8426 T—C F21L [19]
8542 T —C Khéng [20]
8557 G—A Khéng [20]
8567 T —C S68P [20]
8572 G —A G69S [20]

Trong nghién ctru nay, ngoai bién ddi ciia
gen MT-ATPS, két qua phan tich PCR-RFLP
con phat hién thiy 27/102 trudng hop bénh
nhan (chiém 26,5%) c6 mat doan 9 bp & ving
khong md hoa cua ADN ty thé. Mét doan 9 bp
lam mét di mot trinh ty 1dp CCCCCTCTA &
vung gitta gen MT-CO2 va MT-TK 1a mét trong
nhitng da hinh ADN ty thé dwgc nghién ctru
nhiéu nhat va di dugc béo cao cé lién quan dén
mot sb dang ung thu nhu ung thu biéu mo té
bao gan, ung thu biéu mé t& bao than, ung thu
budng trimg [22][24][13]... Jin va cs (2012)
phat hién thiy tin suat mét doan 9 bp c6 su
khac bi¢t gitta nhom bénh nhan ung thu bleu
mb té bao gan va nhom ddi ching, trong d6 mat
doan 9 bp c6 kha ning lam ting nguy co méc
ung thu voi OR = 1,48; 95% CI: 1,03-2,14; p =
0,027 [23]. Tuong ty, theo nghién ctru cua Ren
va cs (2015), mat doan 9 bp c6 tan suét cao &
nhém bénh nhan ung thu biéu mé té bao gan
(304/390 trudng hop) va tin suét thap hon &
nhom ddi chiing (86/431 truong hop). Mét doan

nay ciing duoc cho 1a phd bién ddi voi cac quan
thé & Chau A va c6 thé gy ra su thay doi nhiét
dong hoc ddi véi phan tir tARN™ va do d6 co
vai trd0 quan trong trong phat sinh bénh [24].
Trong nghién ctru cua Bai va cs (2014), mat
doan 9 bp dugc cho 1a cé mbi lién quan voi sy
phat trién cua bénh ung thu biéu mé té bao than
khi tién hanh phén tich da bién (OR = 1,599;
95% CI: 1,365-1,872; p < 0,001). Do d6, mat
doan nay co thé duoc st dung nhu mot chi thi
tién lugng doc lap dbi véi bénh nhan ung thu
biéu mo té bao than. Bén canh do, khi phan tich
mdi lién quan véi cac dic diém bénh hoc cua
bénh, két qua cho thay c6 mdi lién quan giira d6
tudi, kich thude khdi u va dic diém mé hoc véi
thoi gian séng sot cuia bénh nhan. Cy thé, nhimg
bénh nhan c6 mét doan 9 bp c6 thoi gian song
sot thip hon so v6i nhitng nguoi khong co mat
doan nay (p < 0,001). Ly giai cho diéu nay,
nhom tac gia cho rang mat doan 9 bp c6 kha
nang lam thay d6i biéu hién gen & vung xudi
dong hodc nguoc dong, trong d6 c6 mot sd gen
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dong vai trd quan trong trong chudi hd hip cua
ty thé nhu MT-ATPS, MT-ATP6, MT-CO3
(cytochrome oxidase III) va MT-CYB
(cytochrome b). Biéu hién bit thuong cia cac
gen nay co6 thé lam thay ddi chuc ning
phosphoryl hoa oxy héa va muc do stress oxi
hoa cua té bao [22]. Trén d6i twong bénh nhan
ung thu v, theo hiéu biét cua chang toi, chua
¢6 nghién ctru ndo tap trung phan tich mit doan
9 bp ¢ vung khong mé hoa gitta gen M7-CO2
va MT-TK. Do do, nghién ctru ndy s€ cung cap
dir liéu ban dau vé tan sudt cua bién dbi nay
trén nhom bénh nhan ung thu va ngudi Viét
Nam. Theo d6, mat doan 9 bp dugc phat hién
thdy trong 26,5% bénh nhan méc ung thu va
(27/102 truong hop) va 27% cua nhom dbi
chung (7/26 truong hop). Tuy nhién khong c6
su khac biét c6 y nghia thong ké gitta tan sudt
clia mat doan nay trong nhoém bénh nhan so véi
dbi chimg. Mic du vay, phén tich theo cac dic
diém bénh hoc cho thiy mét doan 9 bp cao hon
c6 y nghia théng k& & do tudi > 50 (21/62
truong hop, chiém 33,9%) so véi do tudi < 50
(6/32 truong hop, chiém 18,8%). Piéu nay co6
thé duoc giai thich 1a céac mat doan ¢o thé duoc
tich Iily theo thoi gian va & cac mé sau nguyén
phan véi ti 16 khac nhau [25]. Do d6, mat doan
9 bp dugc cho 1a khong c6 mébi lién quan véi
nhém bénh nhan ung thu v ngudi Viét Nam.

5. Két luan

Nhu vay, bang phuong phap PCR - giai
trinh tu tryc tiép két hop voi PCR-RFLP da xéac
dinh duoc 5 bién ddi ciia gen MT-ATPS trén 35
mau md u ctia bénh nhan ung thu v va 26 mau
mau cta ngudi binh thudng. Trong dé, dot bién
C8417T ¢ vi tri bdo thu cua gen MT-ATPS la
bién d6i hiém gip (tin suit 0,98%, 1/102 mau)
va 1an dau tién duoc xac dinh théy trong mot
nhom bénh nhan ung thu vi nguoi Viét Nam.
Bén canh d6, méat doan 9 bp trong ving khong
mé hoa ciia ADN ty thé co tan suit 26,5% o
mau md va 27% & mau mau duge cho 1a khong
¢6 mbi lién quan véi nhém bénh nhan nay.
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Alterations of the MT-ATP8 Gene and 9-bp Deletion
in Vietnamese Patients with Breast Cancer

Nguyen Thi Tu Linh, Nguyen Thi Thao, Do Thi Dung, Trinh Hong Thai
VNU University of Science, 334 Nguyen Trai, Thanh Xuan, Hanoi, Vietnam

Abstract: The MT-ATPS gene encodes for A6L protein subunit belonging to the proton channel of
the ATP synthase. MT-ATP8 gene’s mutations can affect the structure and function of the ATP
synthase, which may cause diseases. In this study, alterations of MT-ATP§ gene were investigated in
tumor tissues of patients with breast cancer and control blood samples using PCR combined with
direct sequencing and PCR-RFLP methods, data were analyzed using bioinformatics tools and
statistical methods. Sequencing results revealed 5 variants of M7T-ATPS8 gene on 35 breast tumor
tissues and 26 blood samples of controls, of which two mutations C8414T and C8417T altered the
amino acid sequence of the resulting protein. The C8417T was further screened by PCR-RFLP and
was found in 0,98% (1/102) of breast tumor samples. This change lead to substitution of lecine to
phenylalanine (L18F) in a highly conserved position of A6L and was predicted as probably damaging
to the structure and function of the protein. Additionally, a 9 bp deletion was also observed in a non-
coding region of mtDNA in 26,5% (27/102) of breast cancer patients and 27% (7/26) of controls.
Thus, these results showed that C8417T variant in the conserved position of MT-ATP§ gene was rare
and first identified in a group of breast cancer patients in Vietnam.

Keywords: Breast cancer, mitochondrial DNA, MT-ATPS.



