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Abstract: Some mutations of mt-DNA which encode tRNA (mt-tRNA) were previously reported
to be associated with clinical manifestations of neuromuscular disorders syndrome. In addition,
alterations of the mitochondrial genome have been suggested to contribute to mitochondrial
dysfunction and tumorigenesis. Alterations in some mt-tRNA genes have also been identified in
breast cancer, lung cancer and colorectal cancer. However, so far, there has not been any report on
mt-tRNA gene alteration in the Vietnamese colorectal cancer patients. This study analyzes the
alterations of some mt-tRNA genes in a group of Vietnamese colorectal cancer patients and
predicts the influence of the alterations on the secondary structure of tRNA based on bioinformatic
tools. PCR-RFLP and DNA sequencing methods were used to screen alterations; the secondary
structure of tRNA was predicted in silico by using a tool of the Vienna RNA Websuite. The study
results show that both A12309G and A12310G of tRNA were identified together in two out of
98 patients, and both T12150G and C12154G of tRNAH were identified in one out of 19 patients.
Al these alterations are heteroplasmic and have not been reported in cancer patients so far. In
particular, the C12154G alteration in the DHR loop led to changes in the secondary structure of
tRNAHS and could affect the function of this tRNA molecule.

Keywords: mt-tRNA, Vietnamese colorectal cancer, PCR-RFLP, DNA sequencing.

*Corresponding author.
Email address: thaith@vnu.edu.vn

https://doi.org/10.25073/2588-1140/vnunst.4856

36



VNU Journal of Science: Natural Sciences and Technology, Vol. 35, No. 2 (2019) 36-43

VNU Journal of Science: Natural Sciences and Technology

Journal homepage: https://js.vinu.edu.vi/NST

Bién doi méi cia mot s6 gen ty thé ma hoa cho tRNA
¢ bénh nhan ung thu dai truc trang nguo1 Viét Nam

Pham Thi Bich!, Nguyén Thi Van!, Ta Vin To?2, Trinh Hong Thail*

'Khoa Sinh hoc, T) ruwong Dai hoc Khoa hoc Ty nhién, DHQGHN,
334 Nguyen Trdi, Thanh Xuén, Ha Ngi, Viét Nam

2Khoa Gidi ph(fu bénh, Te é bao, Bénh vien K, 30 Cau Buou, Tén Triéu, Thanh Tri, Ha Noi, Viet Nam

Nhén ngay 14 thang 01 ndm 2019
Chinh stra ngay 13 thadng 03 nam 2019; Chéap nhan dang ngay 15 thdng 03 ndm 2019

Tom tat: Mot sé dot bién gen trén ADN ty thé ma héa cho phén tir tRNA (mitochondrial tRNA:
mMt-tRNA) di dugc xéc dinh ¢ lién quan dén biéu hién 1am sang va thudng gay ra cac hoi ching
lién quan dén cac bénh vé co va than kinh. Bén canh d6, nhiing thay di trong hé gen ty thé dan
dén rdi loan chirc nang ty thé tir 1au da duoc gia thiét gép phan vao su phat sinh khéi u. O ung thu
v, ung thu phdi, ung thu dai truc trang (UTDTT), bién ddi cua gen mt-tRNA ciing di duoc Xac
dinh, tuy nhién, chung t6i chua tim thay nghién ciru nao trén d6i twong UTDTT ngudi Viét Nam.
Vi viy, trong nghién ciru nay, chung toi da tién hanh sang loc bién ddi cua mot s6 gen mt-tRNA &
mot nhém bénh nhan UTDTT nguoi Viét Nam va dy doan anh huéng cua mot s vi tri bién ddi
tim dugc dén ciu tric bac hai cua tRNA. Sir dung ky thuat PCR-RFLP, giai trinh tw ADN dé sang
loc bién d6i va phuong phap mo hinh héa phan tir RNA dé du doan sy thay ddi cau tric bac hai
ctia ching. Két qua ching toi da xac dinh thdy 2 trén 98 bénh nhan c6 ddng thoi hai bién ddi
A12309G va A12310G thuoc tRNAY, 1 trén 19 bénh nhan c6 dong thoi hai bién d6i T12150G va
C12154G thuoc tRNAHS, Cac bién dbi néu trén déu ¢ dang di té bao chit va déu chua duoc cong
bé trén ddi twgng bénh nhan ung thu. Dac biét, bién ddi C12154G thude viing DHU cia tRNAMS durgc
du doan lam thay doi cau tric bac hai ctia phan tir va c6 thé anh huong dén chirc ning ciia phan tir
tRNA.

Tirkhéa: Bién d6i cua gen mt-tRNA, UTDTT nguoi Viét Nam, PCR-RFLP, giai trinh ty ADN.
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1. Mé dau

Hién nay, ty 16 mic moi va tir vong do
UTDTT van dang & mic cao trén thé gioi va &
Viét Nam, diéu d6 cho thiy ddy 1a cin bénh
nguy hiém va Vﬁn dang la ganh ndng toan ciu
[1]. Trong cac yéu t6 lién quan dén ung thu thi
16i loan ADN ty thé dugc xem la mot yéu tb
nguy co [2]. Trong do, mdi lién quan giira bién
do6i cua cac gen tRNA voi ung thu ngay cang
dugc quan tam. O ung thu gan, mot sO dang
bién doi da duogc xac dinh bao gdom bién doi
T1659C thudc gen tRNAV¥, G5650A thudc gen
tRNAAR T10463C thugc gen tRNAAY,
A14679G thudc gen tRNASM va C15975T
thudc gen tRNAP® [3]; bién d6i A12308G thude
gen tRNA™ dugc tim thdy ¢ UTDTT [4] va
bénh ung thu miéng [5]. Ngoai ra, bién ddi
A7460G thudc gen tRNASY, G5563A thudc gen
tRNAT™ va A12172G thudc gen tRNAHS duoc
x4c dinh & ung thu phdi [6]. Tuy nhién, viéc
sang loc dot bién trén mt-tRAN van chua dugc
thuc hién & UTDTT nguoi Viét Nam. Vi vay,
nghién ciru bién d6i cia tRNA & UTDTT va
anh huong cua mot sb6 bién d6i tim duge dén
ciu tric hodc chirc ning cua phan tir tRNA la
can thiét.

Trong nghién ctru nay, ching t6i da sir dung
phuong phap PCR-RFLP, giai trinh ty dé sang
loc bién ddi ciia cic gen mt-tRNA va ding
phuong phap moé hinh hoéa phan t RNA in
silico [7] d¢ mé hinh héa phan tir RNA va dy
doan sy thay ddi cAu trac cia RNA tai mot sb vi
tri bién ddi xac dinh dugc.

2. Nguyén liéu va phwong phap

2.1. Nguyén li¢u

Mau nghién ctru 1a mau mé ciia bénh nhan
UTPTT duoc léy tai vi tri khdi u va vi tri lan
can khdi u (cach khéi u téi thiéu Scm, dién cit
dugc xac dinh khong con té bao ung thu). Mau
nghién ctu cung vdi cac thong tin ciia bénh
nhan nhu d6 tudi, gidi tinh, vi tri, kich thudc u,
dd biét hoa va giai doan bénh do Khoa Té bao -
Giai phﬁu bénh, bénh vién K cung cép. Trong
nghién ctru nay, ching t6i da tap trung sang loc
dot bién A3243G trén 30 cip mau, dot bién
G12300A trén 68 cip mau, dot bién A12308G
trén 98 cip mau va giai trinh tw ADN dé sang
loc cac bién d6i khac cua cic gen ma hoa cho
mot s6 tRNA trén19 mau.
2.2. Phuwong phap

Tach chiét ADN tong sé6: ADN tong so tir
mau mo cua bénh nhan UTDTT duge tach chiét
bang kit QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN,
Puc). Kit tach chiét nay dam bao viéc tach
dugc cad ADN ty thé. Cac budc duoc tién hanh
theo quy trinh ctia nha san xuit. ADN sau khi
tach chiét duoc xac dinh nong do va do sach
bang may quang phd Nano drop 2000c
(Thermo, M¥) va bao quan & -20°C.

Phuwong phap PCR-RFLP: Cac doan gen
mt-tRNA chira cac vi tri 3243, 12300, 12308
dugc khuéch dai bang phan tmg PCR véi cac
cap mdi dic hiéu duoc thiét ké bang phan mém
Primer-BLAST trong NCBI. Trinh tu cac cap
mdi st dung cho nghién ctru dugc trinh bay
trong Bang 1.

Bang 1. Cac cip mdi dugc dung trong phan ing PCR-RFLP

;%q Trinh tu moi Eggtgg? (Sbi)r; Muc dich
3243 F 5 -CTGTACGAAAGGACAAGAGA-3’ Nhan doan ADN
R 5 -ACAATGAGGAGTAGGAGGTT-3’ 218 chtra vi tri 3243
F  5-CTGACAACAGAGGCTTACGA-3’ Nhéan doan ADN
12300 346 chira vi trf 12300 va
R 5-AACTTCTTGGTCTAGGCACAT-3’ 12308
2375 F  5-ATGAGGAATAGTGTAAGGAGTA-3’ Nhan doan ADN
R 5-ACCTGGAGTGACTATATGGAT-3’ 1059 ding cho giai trinh
1718 B 5 -AACTTCTTGGTCTAGGCACAT-3’ tur truc tiép
R 5-GGCTTACATCCTCATTACTATTCT-3’ 801
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Phén tmg PCR gdm cac thanh phan: 6,25 ul
OneTaq Hot Start 2x Master Mix (Neb, MY);
0,2 pM mdi gbm moi xudi va mdi nguoc, 12,5-
31 ng ADN khudn, sau d6 bd sung H,O dén
12,5 pl. Chu trinh nhiét ctia phan tng PCR gom
bién tinh & 94°C trong 30 gidy, gin mdi & 54°C
trong 30 gidy va kéo dai mach & 68°C trong 30

giay, thuc hién phan tng PCR voi 35 chu ky.
Dua trén trinh ti ciia san phdm PCR dugc nhan
ban theo céc cap mdi thiét ké, chung t6i da lua
chon duoc cic enzyme giGi han phu hop dé
phat hién bién d6i bang RFLP, trinh ty nhan
biét ciia cac enzyme dung trong nghién ciru
duogc trinh bay ¢ Bang 2:

Béng 2. Cac enzyme dugc st dung trong nghién ciru

) i, Loai
Loai d6t bién

enzyme  Trinh tu nhan biét

Kich thudc san pham cit (bp)
ADN khong bi dot bién ~ ADN dot bién

A3243G Haelll

5...GGJCC..3
G12300A

5’ ... RIAATTY..3’
(R: AIG) (Y:CIT)

A12308G/A12309G  Apol

22,27, 169 22,27, 72 va 97
128 va 218 346
346 135va 211

San phim PCR va san phim cit bing
enzyme dugc dién di kiém tra trén gel agarose
2%, nhudm ethidium bromide hodc gen
polyacrylamide nhugm bac. Quan sat va chup
anh ban gel bang hé thong may Gel Doc TM
XR (Biorad).

Giai trinh tw ADN: Bén canh su dung
phuwong phap PCR-RFLP dé xac dinh cac dot
bién quan tdm, chung t6i con sir dung phuong
phap giai trinh ty ADN dé sang loc cac dot bién
khac ciia cac gen mt-tRNA. Hai cip mdi ky
hi€u la 7375 va 11718 (trinh ty & Bang 1) nhan
1én cac doan ADN c6 kich thudc lan luot 1a
1059 bp va 801 bp chtta cac gen ma hda cho
tRNAS® ¢6 vi tri: 7446-7514, tRNAAP: 7518-
7585, tRNALYS: 8295-8364 va tRNAMS: 12138-
12206, tRNAS":  12207-12265, tRNA-Y:
12266- 12336. Doan ADN dugc gidi trinh ty
thong qua cong ty thuong mai (cong ty the Ist
BASE). Phian mém Bioedit dugc dung dé phan
tich két qua giai trinh tw. Két qua giai trinh tu
dugc so sanh véi trinh ty ADN ty thé tham
chiéu trén NCBI md s NC 012920.1 bing
chuong trinh BLAST nucleotide trén NCBI [§]
dé x4c dinh bién doi.

M6 hinh héa phan t@ RNA: Sir dung
chuong trinh RNAfold Server trong The Vienna
RNA Websuite dé du doan cau trac cua RNA [7].

3. Két qua va thao luin

Str dung ADN tong sé duoc tach tir mau mo
UTDTT lam khuon, cac doan ADN chra vi tri
3243, 12300, 12308 thudc gen mt-tRNA ty thé
da dugc nhan 1én bang ky thuat PCR. Sau d6
san pham PCR dugc cat bang enzyme. Két qua
PCR dugc minh hoa trong Hinh 1A va 1B.
Hinh 1A va 1B cho thdy, san pham PCR tir cac
cip moi 3243 va 12300 déu cho mot biang sang,
r0 nét, khdng c6 bang phu voéi kich thudc tuong
mg theo tinh toan 1y thuyét khi thiét ké moi,
giéng dbi chirg 4m khong c6 bang ADN ching
to cac cap mdi duge thiét ké 1a dac hiéu, diéu
kién phan tmg PCR 1a phu hop. O cac giéng s6
2, 4, 6 trong cac hinh 1C, 1D, 1E la san phém
PCR dugc cit bang enzyme Haelll, Apol va
Haelll tuong ng.

Ching t6i da tién hanh sang loc dot bién
A3243G trén gen ma hoa cho tRNA™ & 30 cdp
mau mé UTDTT va da khong xac dinh thiy dot
bién nay & cac mau nghién ctru (Hinh1C).
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_ Hinh L. Anh dién di san pham PCR va san pham
cat bang enzyme (gel agarose 2,0%, nhudém ethidium
bromide, gel polyacylamid 8% nhuém bac).

Giéng M: Thang chuin ADN 50 bp. Hinh A, B:
san pham PCR chta vi tri 3243 va 12300, tuong
mg. Hinh C, D va E: giéng 1, 3, 5: san phim PCR;
giéng 2, 4, 6: san pham cét bang enzyme ciia mot s6
méu nghién ctru. Hinh C: san phdm PCR chira vi tri
3243 va san pham cat bang enzyme Haelll. Hinh D,
E: san phém PCR chua vi tri 12300, 12308 va san
pham cit bang enzyme Haelll, Apo I, tuong tng.
Hinh F: trinh ty doan ADN va vi tri bién doi
A12309G va A12310G.

Dot bién A3243G trén gen tRNA da duoc
phat hién nhu la nguyén nhan cua bénh MELAS
[9]. Cho dén nay, cac nghién ctru vé& dot bién
A3243G ciing thuong tdp trung vao mot sb
bénh co than kinh, bénh tiéu duong [10]. Dbi
v6i ung thu, dot bién A3243G méi chi duoc
béo céo trén bénh nhan UTDTT véi tan suét
thip va ton tai & dang dong té bao chat [11].
Tuy nhién, & nhom bénh nhan UTPDTT nguoi
Viét Nam, chung t6i lai khong xac dinh thay
dot bién nay

10
A @ T € € T € A T € @ € € € T €€ € €

Hinh 2. Trinh tu doan ADN dugc nhén Ién tir cac
cap moi 7375 (A) va cap moi 11718 (B).

tARN-His_C12154G tARN-His_T12150G _C12154G

Hinh 3. Mb hinh du doén cAu trac béc hai cta phéan

tir tRNAHS khi khong ¢ bién ddi (A) va khi ¢é cac

dang bién d6i T12150G (B), C12154G (C) va khi

¢ dong thoi ca hai bién d6i T12150G va C12154G
(D) (miii tén chi vi tri bién doi).
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Nhu vay, ching t6i da tién hanh sang loc
bién d6i & mot so vi tri 3243, 12300, 12308 va
12309 thudc gen ty thé mad hoa cho tRNA
trén mau mo ctia mot nhom bénh nhan UTPTT.
Tuy nhién, tan sut ciia cac bién doi rat thap. Vi
vdy, chung toi da thiét ké hai cap moi 7375 va
11718 dé nhan cac doan ADN dai 1059 bp va
801 bp tuong tng chtta cac gen ma hoa cho
tRNAS vi tri: 7446-7514, tRNAAP: 7518-7585,
tRNASS: 8295-8364 va tRNAHS: 12138-12206,
tRNASe": 12207-12265, tRNAY: 12266-12336,
tinh sach san phém PCR va giai trinh ty ADN
dé xac dinh cac bién déi.

Két qua phan tich trinh tg doan ADN dugc
nhan 1én bang cip mdi 7375 tir 19 mau mo ung
thu, khéng c6 mau nao xuat hién bién doi &
vung ma cho tRNA duogc nghién ctru (Hinh
2A). Trong khi d6, v6i doan ADN dugc nhan
1én tir cap moi 11718 xac dinh thay hai bién d6i
dang quan tam 1a tai vi tri 12150 bién doi T
thanh G va vi tri 12154 bién d6i C thanh G. Dic
biét, bién ddi ¢ hai vi nay déu ¢ dang di té bao
chat, cing xuat hién & trong mot mau nghién
clru va déu thudc gen tRNAHS (Hinh 2B). Tra
ciru trén co s6 dir liéu ngan hang gen ty thé
Mitomap chung tdi chua thdy c6 cong bd nao
lién quan dén hai bién d6i T12150G va C12154G.
Vi vdy, day 1a nhiing bién d6i méi dugc phat
hién & bénh nhan UTDTT nguoi Viét Nam.

St dung chuong trinh RNAfold Server
trong The Vienna RNA Websuite [7] dé du
doan cdu tric bac hai ciia phan tir tRNAMS, két
qua dy doan cho thiy bién doi T12150G khong
dan dén thay ddi cdu tric bac 2 cua phan ti
tRNA™S (Hinh 3B). Trong khi d6, bién doi
C12154G lam thay doi ciu tric bac hai cia
phan tir (Hinh 3C), dic biét khi xay ra dong thoi
ca hai bién d6i T12150G va C12154G (Hinh
3D). Phan mém da cho phép xéac dinh su thay
dbi nang luong tu do tbi thiéu (minimum free
energy - MFE) cuia phdn tir tRNA khi c6 bién
d6i. Cu thé, bién doi cua tRNAMS din dén 1am
ting nang luong ty do tdi thiéu tir -10,4
kcal/mol (dang khong bién ddi) lén -8,9
kcal/mol (khi c6 bién ddi C12154G) va -9,3
kcal/mol (khi c6 dong thoi hai bién ddi
T12150G va C12154G). Sy thay d6i vé céu trac

va sy tang nang lugng tu do t6i thiéu cua tRNA
6 thé dan dén giam d6 bén ciia phén tir nén co
thé anh huong dén chuc ning cua phan tir
tRNA.

Dot bién gen mt-RNA dang ngay cang duoc
cong nhan 1 nhan td quan trong lién quan dén
sy phat sinh mot s6 bénh trong do6 c6 ung thu
[10, 11]. Céc dot bién diém trén tRNA c6 thé
dan dén khlem khuyét trong qué trinh phién ma,
dich ma, rdi loan chirc nang chudi ho hép ty thé
va tir 6 ¢6 thé lién quan dén dic diém 1am sang
ciia mot s6 bénh. O ung thu phdi, Wang va cs
da chi ra mot s bién doi trén gen tRNA c6 thé
dan dén thay d6i ciu trac cia tRNA, do d6 co
thé lam giam hiéu qua cta su nhdn biét giita
codon - anticodon va qua trinh ma hoa axit
amin, diéu do co thé dan dén lugng ATP san
xuit dudi ngudng yéu cau cho chirc ning té bao
binh thudng va gop phan phat sinh ung thu. Cu
thé, dot bién A12172G lam thay ddi ciu triic va
nang luong tu do tdi thiéu cua tRNAHS va duge
xac dinh c6 vai tro quan trong d6i v6i ung thu
phéi [6]. Trong nghién ctru ndy ching t6i da
sang loc thdy bién d6i C12154G va T12150G
ciia tRNAMS ¢ bénh nhan UTDTT va bing
phuong phap mé hinh hoa ciu triic bac hai cta
RNA ciing nhan thiy bién doi C12154G lam
thay d6i cau tric bac hai va ting ning luong tu
do tdi thiéu cta phan tir tRNAMS, dic biét néu
co6 su ton tai dong thoi cua hai bién ddi
C12154G va T12150G (Hinh 3C va 3D). Trong
chu truc cia tRNA, dot bién gy bénh thuong
xay ra tai ving gdc sau dén ving DHU [12], vi
vay, bién d6i C12154G thudc vong DHU lam
thay doi céu trac ciia tRNAS ¢6 thé anh huong
dén chirc ning ciia tRNAMS va tir d6 co thé lién
quan dén sy phat sinh UTDTT.

Hon nita, trong mdi té bao, s6 lugng ban
sao ADN ty thé dao dong tir hang traim dén
hang nghin ban sao. Cac ban sao c6 thé gidng
nhau (dang ddng té bao chat, homoplasmy) hay
khong gidng nhau (di té bao chat,
heteroplasmy). Pa s6 cac dot bién ADN ty thé
ton tai & dang di té bao chét [6, 9, 13, 14].
Tuong dong véi cac két qua nghién ciru trén,
trong nghién nay chung t6i cling da xac dinh
thay cac bién doi A12309G, A12310G, T12150G
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va C12154G & bénh nhan UTDTT déu ton tai &
trang thai di té bao chat. Tuy nhién, anh huéng
ctia bién d6i dén biéu hién 1am sang cia bénh
con phu thugc vao miac do di té bao chét cua
bién ddi. Vi vay, viéc nghién ciru dinh luong
dugc mirc d6 di té bao chét ciia cac bién doi ké
trén 1a can thiét trong cc nghién ctru tiép theo.

Dic biét, ca bén bién doi A12309G,
A12310G, T12150G va Cl12154G dugc xéc
dinh trong nghién ctru nay déu 1a cac bién doi
chua timg dugc cong bd trong cac nghién ciru
trude day trén dbi twong bénh nhan ung thu. Vi
vdy, day co thé 1a nhiing bién d6i méi cta gen
Mt-tRNA & d6i twong UTDTT ma chung t6i da
xac dinh duoc.

4. Két luan

Bing ky thuat PCR-RFLP va giai trinh ty
ADN, céc bién doi A12309G, A12310G thudc
gen tRNAMY, C12154G va T12150G thudc gen
tRNA"S dd duge xdc dinh & miu moé UTDTT
v6i tan sudt tuong mg 14 2,04% (voi bién doi
A12309G, A12310G) va 5,26% (voi bién ddi
C12154G va T12150G). Ca bdn bién doi néu
trén déu & trang thai di té bao chit va 1a cac
bién d6i méi chua timg duoc cong b trén ddi
tugng bénh nhin ung thu. Pic biét, bing
phuong phap mé hinh héa phan tor RNA budce
dau nhan thdy bién d6i C12154G thude ving
DHU cua tRNAHS |am thay doi ciu triic bac hai
cua tRNAHS va 1am ting nang luong tu do t6i
thiéu coa phén tu, vi vy bién dbi nay c6 thé s&
anh huong dén chirc ning ciia tRNAS va tir 46
c6 thé gop phan vao su phat sinh UTDTT. Tuy
nhién, dé danh gia mi lién quan gitra cac bién
ddi néu trén véi cac dic diém bénh hoc cua
UTDTT ciing nhu mbi lién quan giita mirc do
dot bién véi mire do biéu hién cia bénh thi viée
ting c& mau nghién ctru va dinh luong mirc do
di té bao chat cua cac bién ddi 1a can thiét.

Lo1i cam on

Cong trinh dugc hoan thanh véi su hd tro
kinh phi cua Dé€ tai cap nha nuéc KC.04.10/11-
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dugc sy gitp do tir cic bac sy, y td cia Bénh
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cuu ty nguyén.
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