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2 Thi Bich', Nguyén Thi Twoi', Trinh Hang Thsi"

BIEN DO! TREN GEN COX-
Ph

TOM TAT:

Nghién ctru duorc thuc hién nhdm sang loc cac bién doi trén gen COX-2 ty thé & 93

méu mé u, 13 mau mau cla bénh nhén ung thu dai truc trang (UTDTT) va 83 méu may
clia nguoi khée manh lam déi chimg. St dung phuong phép gidi trinh tw ADN truc tigp ti
san pham PCR va PCR-RFLP dé phat hign duoc 13 bién déi thuc gen COX-2 ty thé
trong d6 c6 nam bién déi lam thay doi axit amin. X4c dinh dwoc bién déi GT853A trén gen
COX-2 ty thé & mé u, mdu méu cua bénh nhan UTETT va méu mau dbi chirng /6i ty I
20,4%, 23,1% va 19,3% tuvong Gng va la dang dot bién séma. Bién d6i G7853A khéng
lién quan rd rét dén bénh UTDTT, nhung co xu huéng lam tang nguy co gay bénh dbi voi
nhing nguoi mang bién déi nay (OR: 1,25; CI 95%: 0,27 - 4,48). Bién d6i G7853A trén
gen COX-2 ty thé phu thudc vao kich thudc khéi u va giai doan T theo phéan loai TNM
(P<0,05), nhung khong phu thuéc vao do tudi, gici tinh, murc d biét héa, Vi tri khoi u, giai
doan bénh (P>0,05).
Tir khéa: gen COX-2 ty thé, bién déi G7853A, PCR -RFLP, ung thuw dai truc trang.

1. DAT VAN BE phan the hai thudc phirc hé hd hap IV
Ung thw dai tryc Eréng la mét trong (cytochrome ¢ oxidase) dong vai tro quan
nhing loai ung thu pho bién trén thé gioi  trong trong hoé hap té bao [3]. Protein
v6i ty ¢ mic bénh 12 9,7%, xép thir 3sau  MTCO2 la chét nhan dién 10 U
ung thw thl (13,0%) va ung thw vi  cytochrome ¢ qua trung tam hoat dond
(1,1..90/0). Ty lé ung thu nay tang lén cing  CuA sau d6 truyén dién t&r sang tieu phan
i ay crg ko e 8 W1 M |l shic 8 ol Y 1) S Va1 &
tridn nhu: cac nuwéc Chau Au ugz pME'lt trong_ i ﬂtruc yamehiresnalg C,ua ?ac
Uy 2\ _©C My, protein thugc phire hé nay cé thé tac dond
Nhat Ban... Tai Viét Nam, UTBTT cing 14 t6i qua trinh sinh nang lugng cla té b2
dang ung thw pho bién, ty I mac moiva  gay anh hwéng dén ?:htré: r?éng cua €0
tir vong cao, ding thir 4 & nam gi6i va  thé. Dac bist mot sé dot bién trén 9
thy 5 & nir gidi so voi tong s cac loai COX.2' ty thé da d O thay trén mot
ung trl\u’. [9]. Tuy nh‘ién,AUTDTI‘ a loai ung SBibehko ?y. woc th 'yb'nh i
L s tlé.n Iu"o'r}g fotneu duworc chan doan  thy trong dégu’ |Ubao i 03‘ vi’iy vige
szf%tg;h; f;:h%if;:%an som [2]. diéu tra bién c;:gi cC;raD;Zn [?:]bx-lz ty thé
: > (CON duoc goi la gen  rat cAn thiét nhim danh i o ol

COXII, MT-CO2) c6 kich thuéc 6 ~ 't €an thiet nham danh gia nguy ©
Vi tri 7686 Gén 8269 trén he 9924“:) ;:ht; :;:2: cing nhu h§ tror co higu qud trond

Gen COX-2 ty thé ma hoéa cho protein 0dn va diéu trj bénh UTDTT.
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Bénh vién Viet. Birc Ha N6i t nam 2012
dén 2015,

Tiéu chuan lya chon bénh nhan: Bénh
nhan c6 két qua giai phau bénh sau phau
thuat Ia ung thu biéu mé tuyén, duoc xac
dinh tai Khoa gidi phau bénh cia bénh
vién.

M&u mau cla 83 ngudi khde manh do
Vién Huyét hoc va Truyén mau Trung
wong cung cap duoc dung lam déi chirng.
2.2. Phwong phap nghién ciru
Tach chiét ADN téng sé

ADN tdng sé tlr cdc mau nghién ctru
duoc tach chiét bang kit QiAamp ADN
Mini Kit (QIAGEN, Bdc) va GeneJET Mini
Kit (Thermo Scientific, My). Cac buwéc
tach chiét dwoc tién hanh theo dung quy
trinh cGia nha san xuat. Ndng dé ADN tdng
sé dwoc xac dinh bang may quang phd
NanoDrop 2000c (Thermoscientific, My).
ADN sau khi tach chiét dwoc bao quan & -
20°C @& thuc hién cac nghién ciu tiép
theo.

Thiét ké mdi nhan gen COX-2

Cac cap mdi dung trong nghién ctu
duoc thiét ké dwa vao chuwong trinh
Primer-BLAST thudc NCBI (My), sir dung
trinh tu ADN ty thé chuan (NC_012920.1).
Giai trinh tw ADN  + ~ -

S dung cap mdi (7375F, 8434R),
doan ADN 1060bp chira toan bg gen
COX-2 ty thé dwgc nhan 1én bang PCR.
Sau dé, san pham PCR duogec tinh sach
bang kit ExoSAP-IT® PCR Product
Cleanup (Affymetrix, My) va giai trinh ty
tryrc tiép theo nguyén ly cia Sanger. Trinh
tw cap modi gbém: moi xudi 5-ACC TGG
AGT GAC TAT ATG GAT-3, modi nguQc:
5.GAT GAG GAA TAG TGT AAG GAG-
3" Thanh phan PCR bao gom: OneTaq
Hot Start 2X Master Mix (NEB, My); 200
nM moi xudi va mbi nguwgc; 2 ng/ul ADN
khuén, sau do bd sung H,O dén 12,5 pl.
Chu trinh nhiét gdm cac budrc: bién tinh &
94°C trong 30 glay, khuéch dai 35 chu Ky
(94°C: 30 giay, 52°C: 30 giay, 68°C: 60
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giay), 68°C: 5 phat. Két qua giai trinh tv
dwoc so sanh vdi trinh tw ADN ty thé
chuén bang chuong trinh BLAST.
PCR - RFLP

S dung phwong phap PCR - RFLP
v&i cap mdi (7743F, 8214R) va enzyme
cat gi¢i han FastDigest Hincll dé sang loc
bién déi G7853A. Trinh tw cap modi gém:
méi xudi 5-CTA ACA TCT CAG ACG
CTC AGG A-3', mdi nguwoc: 5-ACG ATG
GGC ATG AAA CTG TG-3'. Chu trinh
nhiét va thanh phan clda phan &ng PCR
véi cdp mdi (7743F, 8214R) twong tw nhw
dbdi voi cap moi (7375F, 8434R) chi thay
ddi thoi gian kéo dai chudi ADN la 30
gidy. San phdm PCR 472bp duoc cét
bang enzyme Hincll véi trinh tw nhan biét
5-GTY|RAC-3' (Thermo Scientific, My)
theo hwéng dan cua nha san xuat. Trong
treong hop 7853G, enzyme Hincll cét
doan ADN & hai vj tri va tao thanh 3 doan
coé kich thudc la 113, 144 va 215 bp.
Trong trwong hop 7853A, enzyme Hincll
cat doan ADN & 1 vi tri va tao thanh 2
doan cé kich thwéc 257, 215 bp. San
phdm PCR-RFLP dugc dién di kiém tra
trén gel agarose 2.5% va nhudém ethidium
bromide.
Tinh toan thong ké: S dung test chinh
xac cla Fisher dé& danh gia méi lién quan
gitra bién ddi G7853A va cac dac diém
bénh hoc cia bénh UTBTT. Mdc y nghia
théng ké dwoc xac dinh voi P<0,05. Ty sb
chénh OR (odds ratio) va khoang tin cay
95% (Cl) dwere tinh toan dé danh gia nguy
co doi v&i bénh.

3. KET QUA VA BAN LUAN
3.1. Cac bién doi trén gen COX-2 ty thé
Bing cap mdi (7375F, 8434R), doan
ADN 1060bp chira toan bd gen COX-2 ty
thé da dwoc khuéch dai thanh cong trén
31 maAu moé u cia 31 bénh nhan UTDTT.
Sau dé san pham PCR dugc tinh sach dé
gidi trinh ty tryc tiép. Trong 31 mau dugc
giai trinh tw, chung téi da xac dinh duoc
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13 bién ddi, trong d6 c6 5 bién doi lam

—_—

G7775A, G7853A va C8130T) va 8 pi,

thay ddi axit amin (T7674C, T7679C, dbi & dang dong nghia (hinh 1, bang 1),

: 720
450 :
270 \TCC AAACCAAATCACTY]
CCTCATAACCATTIT CGAGATCAACGAT G E CRIT
T7674C {} G7853A {}
ATCI:?XOTTCTCCTTAI%OCT AAACCATCTGAACTAT CCTACCCGCCATCA
) T7679C D 'G‘TT!SA F GT7T79A
Hinh 1. Mot s6 vi tri bién ddi trén gen COX-2 ty thé
A, B, C, D, E: Céc vi tri bién d6i nucleotide dan dén thay ddi axit amin & cac mau #4120,
#3089, #19561, # 37158, #11777, twong rng.
F: Bién ddi nucleotide khéng lam thay d&i axit amin & mau #42440
Bang 1. Thong ké cac vi tri bién déi trén gen COX.2 ty thé & 31 mau UTPTT
I . £
Vitribién  Loaibién Thay dbiaxit SC!wong .y .~ Congbo
SLL doi ddi amin mau cd bien (%) tren
daséi MITOMAP
2 7679 T>C F>L 1 31 :
3 7684 T>C L>|_ 3 9.4 +
4 7711 T>C L>L 1 3.1 +
5 7759 T>C A>A y 31 f
6 7775 G>A V>l 3 E Z
7 7789 G>A L>L 3 : +
8 7853 G>A Vol 2 ol "
9 7861 T>C D>D 1 12,5 -
10 8080 C>A V>v : 3,1 -
11 8130 C>T i 3.1
12 8167 T>C ! 3 y
G>G 2 +
13 8200 T>C S>S 6,3
Ghi cha: +: Da ¢ cong bd 1 B

Theo két quéa bang 1, dang bi&n ddi

T>C chiém ty 1& cao nhét (61,5%, 8/13
trwong hop), tiép theo 1a dang bién g&;
G>A (23,1%, 3/13 tredng hop).

3-2. Tén sut bién asi G7853A tro"?
€ Mau nghjan clru ”
Qua xac dinh trinh ty toan b0 9

COXx-2 ty thé tran bénh nhan UTDTT. bief

ca
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ddi G7853A da dugc tim thay véi ty 1& cao
nhat (4/31 mau) va la bién ddi lam thay
d6i axit amin. Vi vay, dé danh gia mdi lién
quan gilra bién doi G7853A v&i cac dac

diém bénh hoc cla bénh UTDTT, ching
t6i da tién hanh phan tich bién déi nay
bang phuwong phap PCR-RFLP. Két qud
PCR-RFLP dwgc minh hoa trén hinh 2.

BN #17176 BN #17180
Y. TeU MU LeU B

bp M1 2 34 567 8 910111213 O

500 — bp
— 472

250 — — 257

200 — —215

150 — —144

Avt) —113

Hinh 2. Anh dién di san pham PCR duoc cét bang enzyme Hincll
trén mé u, lan can u, mau mau cta bénh nhan UTDTT (gel agarose 2.5%).

U: mé u, LCU: mé6 1an cén u, M: mau mau, BN: bénh nhan. Giéng M: Thang ADN chuin
50bp. Giéng 1: Bbi chwng dwong- san pham cat enzyme (mau co bién dbi G7853A duoce khdng
dinh bang giai trinh ty); giéng: 2,4,6,8,10,12: San phdm PCR; giéng: 3,5,7,9,11,13: San pham cat
bang enzyme Hincll; giéng (-): d6i chirng am.

Két qua dién di & hinh 2 cho thay: san
pham PCR (giéng 2, 4, 6, 8, 10, 12) cé
kich twong wng 472 bp, cac bang rd,
khong cé bang phu, chiéng té cap moi
(7743F, 8214R) dugc thiét ké la dac higu.
San pham cét enzyme cua bénh nhan
#17176 (giéng 3, 5, 7) cho thay & mo U va
LCU xuat hién bién dbi (san pham cét co6
2 bang: 257, 215 bp - giéng 3, 5), trong
khi d6 & mau mau khéng cé bién déi (xuét
hién 3 bang: 113, 144, 215 bp - giéng 7).
O bénh nhan #17180 (giéng 9, 11, 13)
xuat hién bién dbi trén ca méd u, lan can u,
mau mau (san pham cét déu cho 2 bang
257 va 215 bp). Nhw vay, két qua PCR-
RFLP cho thay bién déi G7853A cé sy
khac biét gitta mdu mé va mau mau trén
cing mét bénh nhan, do dé co6 thé cho
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rang bién dbi G7853A 1a dang ddt bién
séma. Mat khac, két qua cat enzyme cling
cho thay & tat ca cac mau chi thu duoc 2
bang (257 va 215 bp véi trvong hop co
bién doi) hoac 3 bang (113, 144 va 215 bp
V@i trwdng hop khéng c6 bién ddi), ching
16 bién dbi G7853A trén gen COX-2 ty théd
& dang dong té bao chat (homoplasmy).

Pé danh gia nguy co cua bién ddi
G7853A dbi voi bénh UTDTT, tan suét
dang bién dbi (7853A) duwoc tinh toan
theo nhdém bénh va nhém déi chirng. Tan
suat dang bién ddi & md u va mé mau cta
bénh nhan UTBTT twong &ng 1a 20,4% va
23,1%, c6 xu huwdng cao hon so v&i mau
doéi chirng (19,3%), nhung sy khac biét
nay chua cé y nghia thong ké (P>0,05)
(bang 2).
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y co cia bénh UTDTT

Bang 2. Phan bé ctia bién doi G7853A va ngu

Tin suét G7853A :
Loai md 7853A, % (n)  7853G, % (n) OR (Cl 95%) p
= s = 1,075
Mo u ctia bénh nhan ’ 0.50
UTDTT, % (n) 20,4(19) 79,6(74) (0,49-2,17)
Mau doi chirng, % (n) 19,3(16) 80,7(67)
Mau bénh nhan 1,25 0.49
UTDTT, % (n) 23,1 (3) 76,9 (10) (0,27-4,48) ,

Ghi cha: n: S6 bénh nhan
dac diém bénh hoc cua bénh nhan

3.3. Moi lién quan gilra bien doi UTBTT

G7853A trén gen COX-2 ty thé véi cac
Bang 3. Méi lién quan gilra bién ddi G7853A voi mdt sb dc diém bénh hoc clia bénh UTDTT

sé Tan suat G7853A

bac diem lwoeng  7853G, % (n) 7853A, % (n) g
Tudi 0,2330
<50 23 87,0 (20) 13,0 (3)
>=50 69 76,8(53) 23,2 (16)
Gidi tinh 0,3069
Na,m 43 74,4(32) 25,6 (11)
NG 50 84,0 (42) 16,0 (8)
Vi tri ung thw 0,8016
Dai tré‘ng 47 80,9(38) 19,1(9)
R Trye trang 46 78,3(36) 21,7(10)
Do biét hoa 0,2960
R& 12 91,7(11) 8,3 (1) ’
}\(/ga 42 81,0(34) 19,0 (8)
Kich thwéc u(cm) 5 : 2450) 37509)
<3 0,000
e 25 88,0(22) 12,0 (3)
;3; : lé 67,3(8) 33,3 (4)
Giai doan N : 80,0(32) 20,0(8)
e 0.0881
- > 88,5(46) 11,5(6)
_ N2 = 69,7(23 30,3(10)
Giai doan T 80,04 20,0(1)
TA 7 0,009
.; 13472 76 3 29 23 7(9)
! Giai doan bénh 81,141 8,9(4) RS o
22 14,3(4)
T T L 40 ?g'g 20 9.1(2)
f chi: Giai Goan : T, NoM; G dogr T 7 <20 e
l 0 ] Ia ]
giai doan Iv: Tbétkbeétkyr(\)ﬂg Ll Tolml e
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Phan tich mbi lién quan gitra bién ddi
G7853A voi mot sé6 dac diém bénh hoc
clia bénh nhan UTDTT da cho thay: bién
ddi G7853A phu thudc vao kich thudc
khéi u va giai doan T (P<0,05), nhung
khéng phu thudc vao d@o tudi, gidi tinh, vi
tri ung thw, mic dé biét hoa, phan loai
TNM v&i P>0,05 (bang 3).

4. BAN LUAN

Bién dbi trén gen COX-2 ty thé da
duwoc xac dinh trong mét sd bénh nhu:
bénh ndo, bénh teo co van, bénh mat
thinh giac, bénh UTDTT [8]. Nam 2013,
bdng phuong phap gidi trinh tw ADN,
Venesio va cs da thwc hién nghién cau
trén hai nhém bénh nhéan thudc hdi chirng
MAP (MUTYH associated polyposis) va
hoi ching FAP (Familiar Adenomatous
Polyposis), la hai hdi chirng déu cé nguy
co cao dan dén UTDTT. Két qua nghién
ctru chi ra rng: cac bién doi trén gen MT-
CO1, MT-CO2 chi xuét hién & nhom bénh
nhan hoi ching MAP khong xuét hién &
nhom bénh nhan FAP va phan Ion 1a cac
bién ddi tr nucleotide dang G thanh A.
D6t bién G7763A trén gen MT-CO2 xuat
hién voi tan suét cao va dac trung cho
bénh nhan MAP tién trién thanh UTDTT.
pot bién trén gen MT-CO1, MT-CO2 co
lien quan voi dot bién gen KRAS (gen
nhan da dwoc chirng minh cé lién quan
dén hoi chirng MAP) trén bénh nhan MAP
(P=0,0085). Tir két qué dé, nhém nghién
ctru dwa ra két luan rang: Dot bién trén
gen MT-CO1, MT-CO2 va KRAS co lién
quan dén viéc hinh thanh UTDTT tir bénh
nhan hdi chitng MAP. Nhém nghién ctru
da dwa ra mot @& xuat két hop phan tich
bién dbi trén gen MT-CO2, vung D-loop
thudéc ADN ty thé va gen KRAS & nhirng
bénh nhan méc hdi chirng MAP d& phan
loai nguy co gay UTDTT tét hon [7]. Nam
2015, Errichiello va cs nghién ctru méi lién
quan gilra cac bién dbi trén gen MT-CO2,
vung Dloop v&i hoi chung MAP. Két qua
nghién ctru chi ra rang dot bién ADN ty
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thé xay ra chu yéu & dénh nhan MAP
(p=0,0055), phat hg; 17 dat bién, thudng
phan bd chd yéu o gen MT-CO2
(p<0,0001) va thuong & dang 4ot bién
nucleotide dang G thanh A [4]. Trén co SO
d6 ho dua ra dé xuat: ¢é thé str dung dét
bién dang G>A & gen MT-CO2 dé chan
doan sém bénh UTBTT trong giai doan
tién trién tr u tuyén ban dau. Trong
nghién ctu nay, ching téi cing da sang
loc dwoc mot sb bién doéi thugc gen COX-
2 ty thé lam thay ddi axit amin, trong do cé
bién ddi G7853A cé lién quan dén kich
thwéc khdi u va giai doan T trong UTDTT
va cing la dang dot bién G>A. Nhu vay,
day c6 thé 1a mot két qua tiém nang cho
cac budc nghién ctvu sau hon nham muc
dich sang loc cac yéu té nguy co dén dén
UTDTT trong giai doan tién trién tir u
tuyén ban dau. Mat khac, két qua nghién
clru clia chung toi ciing chi ra rang bién
adi G7853A tbn tai & dang ddng té bao
chét va 1a dang dot bién séma, két qua
nay cing phu hop véi mdt s céng bd
trwdc d6: dot bién sdma trén ADN ty thé la
dang dot bién phd bién trong mét sb loai
ung thv & nguoi [6, 1].
5. KET LUAN

St dung phwong phap giai trinh ty
truc tiép da xac dinh thay 13 bién dbi trén
gen COX-2 ty thé & bénh nhan UTDTT,
trong d6 ¢6 5 bién dbi lam thay doi axit
amin. Bién ddi G7853A trén gen COX-2 ty
thé da dwoc phan tich bdng PCR-RFLP
va la dang dot bién séma. Bién dbi
G7853A ¢ lién quan véi kich thudc khoi
u va giai doan T (P<0,05), nhuwng khéng
co lien quan voi cac dac diém khac cla
bénh UTDTT gdm: dd tudi, gi6i tinh, vj tri
khdi u, mirc dd biét hoa, giai doan bénh
(P>0,05).
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