Vietnam Journal of Physiology 19(1), 3/2015 ISSN: 1859 - 2376

_ MOT SO BIEN POI THUQC VUNG D-LOOP
CUA DNA TY THE O' BENH NHAN UNG THU DAl TRUC TRANG

Pham Thj Bich', Pham Hoang Khanh', Lu’ong Thi Huyen Do Minh Ha
Pham Kim Binh?, Ta Van T&?, Trinh Hong Thai’

TOM TAT: Viang D-Loop (Displacement loop) thudéc ADN ty thé la vang khéng ma hoa
gém 2 ving siéu bién HVI (hypervariable region 1) va HVII (hypervarrable region 2). Hau
hét cac bién déi ADN trong ving D-Loop 13 bién dbéi da hinh, mét sé la dét bién soma c6
lién quan téi mét s6 loai bénh, dac biét la cac bénh vé co than kinh va ung thu, trong do
c6 ung thu dai truc trang. Muc tiéu nghién ctu ndy nhdm xac dinh mot sé bién déi ADN
ty thé & viung D-Loop ctia mét nhom bénh nhéan ung thw dai tryc trang ¢ Vigt Nam va
danh gia mbi lién quan cta nhimg bién déi xéc dinh dugc véi bénh. St dung phuong
phéap PCR-RFLP két hop gidi trinh tw truc tiép ADN nham xéc dinh céc bién déi A188G,
G203A va G16390A, chung t6i da xac dinh duoc 7/98 (7,2%) truong hop co bién déi
G16390A trén ADN ty thé ctia mau mé ung thw dai trure trang, 2/29 (6,9%) trurong hop co
bién dbi G16390A trén ADN ty thé ciia mdu mau déi ching. Khéng tim thay bién dbi tai vi
tri 188 va 203 trong vung HVII cia ADN ty thé & cac mau mé ung thw dai truc trang. Két
qua gidi trinh tu truc tiép cac méu co bién déi G16390A va mét s mau khac da phat hién
thém cac dang bién déi khéc nhau: T16304C, A16309G, T16519C, A73G, T146C,
A263G... trén ADN ty thé & m&u mé cta bénh nhan ung thw tryc trang. Tuy nhién, ching
t6i chua tim thdy sw khac biét co y nghia théng ké vé ty 16 bién dbi G16390A trén hai
nhém déi tvong mau mé ung the va mau mau doi chimg, gika mé u va l&n can u cua
bénh nhan ung thw dai truc trang dong thoi ciing chua thdy c¢6 moi lién quan gidra bién
déi G16390A véi cac dac diém Iam sang nhuw tudi, gioi tinh, vi tri khéi u va giai doan TNM
& bénh nhan ung thw dai truee trang (p>0.05).

Tir khéa: bién doi G16390A, D-Loop, ADN ty thé, Ung thu dai truc trang

1. DAT VAN BE mdi lién quan gitra cac dot bién nay voi

Hién nay, ung thw dai truyc trang bénh ung thw, trong d6 cé UTBTT dang
(UTDTT) la mat trong nhirng loai ung thw duwoc quan tam. O ngudi, ADN ty thé
phd bién nhét trén thé gidi, chiém ti I& cao chtra 16569bp chia thanh 2 ving: Ving
thez 3 trong cac treong hop ung thw. Tai  diéu khién (ving D-Loop la ving khéng
Viét Nam UTBTT xép thr 4 & nam gioi, ma hda) va vung phién ma. Vung D-Loop
xép ther 5 & nir gidi vé ty 1& mac méi va tor gdm vung siéu bién HV | (hypervariable
vong va can bénh nay dang cé xu huong region |) va HV Il (hypervariable region Il),
tré hoa [13] . Trong nhirng nam gan day nam & vi tri nucleotide 16024-16569 va 1-
cac nghién ctru vé dot bién ADN ty thé va 576, tvong ng (Anderson va cs, 1981).
Ving D-Loop la ving ¢é chira cac trinh ty
nhan biét d& khdi dau va diéu khién qua
trinh phién ma. Trén vang HV 11 ¢é trinh ty

! Trudng dai hoc Khoa hoc Tw nhién, Bai hoc
Quéc gia Ha Nai

- Bénh vién Viet Buc dac trung cho cac protein bam vao de
Bénh vién K, Ha Ni i . - . B
* Tac gia chiu trach nhiém chinh: khoi dong qua trinh saooma‘nhu’. cs I’,
Trinh Héng Thai mtTFA, CSBII, CSBIEI... vung HVI coé
Email: thaith@vnu.edu.vn ving trinh ty nhan biét TAS (Termination
Ngay nhan bai: 5/2/2015 Associated Sequence) déng vai trd dirng

Ngay nhan bai phan bigén: 12/2/2015

Ngay chap nhan dang: 8/3/2015 hoat dong phién ma (Corts va cs, 1993)
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[6]. D-Loop la viing c6 sy da hinh cao va
duoc coi la diém nong xay ra dot bién,
dac biét cac bién ddi A188G, G203A va
G16390A da dwoc nghién clru trén mot SO
loai ung thv nhw ung thw va, ung thw
budng trkng (Bai va cs, 2007,
Bragoszewski va cs, 2008) [3], [4). Vi vy,
ching tbi da tién hanh nghién ciu mot sb
bién ddi thugc vang D-Loop clia ADN ty
thé & bénh nhan ung thw dai tryc trang
nham muc tiéu tim nhirng bién ddi trén
vung D-Loop, buéc diu danh gia méi lién
quan cta mot sb bién ddi xac dinh duoc
voi bénh UTDTT trén mot nhdm bénh
nhan UTDTT tai Viét Nam. Két qua cla
nghién clru sé cung cap thém cac di liéu
phan t vé cac bién ddi thudc vung D-
Loop va vai trd clia cac bién ddi tim duwoc
trén bénh nhan UTBTT & Viét Nam.

2. DOl TUONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU
2.1. Poi twong

98 cdp mau md (mé u va mo lan can u
- lay cach khdi u khoang 5-10 cm) cla
bénh nhan UTDTT do Khoa Té bao - Giai
phau bénh, Bénh vién K va Khoa Giai
phau bénh, Bénh vién Viét Blrc, Ha Noi
cung cap, 29 mau mau cda ngudi binh
thwong khde manh duoc lay tai Khoa
sang loc mau cla Vién Huyét hoc va
Truyén mau Trung wong.
2.2. Phwrong phap nghién ciru
Phwong phap tach chiét ADN téng sé

ADN tdng s6 tr mau mé cla bénh nhan
UTDTT va mau mau cla ngudi binh
thuong dugc tach chiét bang kit QlAamp
ADN Mini Kit (QIAGEN, Btrc) va GenelJET
Whole Blood Genomic DNA Purification Mini
Kit (Thermo Scientific, My), twong (rng. Cac
buwée tién hanh theo dlng quy trinh cla nha
san xuat. ADN sau khi tach chiét dwoc bao
quan o 20°C.
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hap PCR- RFLP

Phtggndgu:g p;:momg phap PCR-RFLP voi
3 cap mdi va enzym cat gier han:phu bgp

1 _s00 loc cac bién doi tai cac vi tri quan
de sang 10
tam trén ving D-Loop nhu A 886, G20k
va G16390A. Cac ciép met dwgc slr dung
trong nghién curu gom: cap moi 188, 293’
16390 duoc thiét ké bang chuong trinh
Primer 3, do hang Macrogen (Han Quéc)
5ng hop.
tongmr;: tw cac cap mdi: Cap moi 188
gdm méi xudi 5-TAC GTT CAA TAT TAC
AG CCG-3 (188-f), moi ngugc 5-GGT
GTT AGG GTT GTT TGT TT-3" (188-r);
cap mdi 203 gdm méi xudi 5-CAG GCG
AAC ATA CTT ACT TAA-3' (203-f), maoi
ngwoc chinh 1a 188-r; cap moi 16390 gém
moi xudi 5'-CCC TCA ACT ATC ACA CAT
CAA C-3' (16390-f), méi nguoc 5'- ATG
TCG GAT ACA GTT CAC TTT AG-3
(16390-r).

Thanh phan PCR bao gdm: 6,25 i
Maxima Hot Start PCR Master Mix 2x
(Thermo Scientific, My); 0,2 pl méi thudc
mai loai gém méi xudi va méi nguroc (10
UM): 12,5-31ng ADN khuén, sau dé bé
sung H,0 @én 12,5 pl.
~ Chu trinh nhiét nhv sau: sau khi bién
tinh & 98°C trong 4 phat, khudch dai 35
ehu kY bao gdm bién tinh & 95°C trong 30
E;yt'hkaiobgéi chudi & 72°c_ trong 30 giay,
5 phit. Nhigt dk"eg°da! G (2 Otang
9By 3 vl cap miy g 2 o TORS 30
trong 30 giay d%i: Vn?q e Ve 208, B
phém PCR cia c3 B K
thiroc 13n 1ot léa; Cap moi trén voi kich
dwoc cit bin 1b9,' 1 70p v& 280bp

9 €nzym gidi han FastDigest

(Fermentas), trinh W nhan biét cua enzym
dwoc néu trong bang 1.
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Bang 1. Trinh tw nhan biét va san pham sau khi cét clia cac enzym cét gi¢i han

[ Enzym | Vj tri nhan biét Muc dich
52 ClCEGE. Phat hién bién doi tai vj tri 188:
Mspl | 3'...GGC1C...5 Bién ddi (188G): C6 vi tri cét tao ra 2 bang 193bp va 18bp
Khong bién dbi (188A): Khdng c6 vi tri cat tao ra bang 211bp
5. C{TTAAG!. .3 Phat hién bién doi tai vj tri 203:
Aflll | 3'...GAATT1C...5’ Bién ddi (203A): Khong c6 vi tri cat tao ra bang 197

Khéng bién ddi (203G): C6 vi tri cat tao ra bang 180bp va 17bp

S5...GJ|GWCC...3'
Avall | 3'...CCWG1G...5'
(W: A hoac T)

Phat hién bién doi tai vi tri 16390:

Bién doi (16390 A): Khéng c6 vi tri céat tao ra bang 280bp
Khéng bién ddi (16390G): C6 vi ri cat tao ra bang 170bp va 110bp

Thanh phan cta phan (ng cit bang
enzym gom: 17 ul H,0 loai ion, vé tring; 2
ul dém 10X FastDigest; 10 pl san pham
PCR (~0,2 pg); 1 yl enzym gi¢i han twong
tng. Sa&n pham PCR- RFLP duwoc dién di
kiém tra trén gel polyacylamide 10% va
nhudm Ethidium Bromide.

Phwong phap giai trinh tw trwe tiép

Pé khang dinh két qua PCR- RFLP va
phat hién cac bién dbi khac thudc vung D-
Loop, chung t6i st dung cdp moi 15973.
Cap moi 15973 khuéch dai doan ADN cd
kich thwéc 975bp chira phan Ién vang D-
Loop cta ADN ty thé. Sau d6, san pham
PCR cua cap moi 15973 dugec tinh sach
va giai trinh ty truc tiép. Trinh tw c&p moi
15973 gom: mbi xudi 5-AAC TCC ACC
ATT AGC ACC-3’, mdi ngwoc: st dung
mdi 188-r. Thanh phan PCR va chu trinh
nhiét twong tw nhw trén véi nhiét do bat

M I

100 ==

2

mdi 1a 55°C trong 30 giay va kéo dai chudi
& 72°C trong 60 giay.

Phan tich théng ké: S& dung kiém
dinh x*> v&i mirc y nghia a = 0.05 dé so
sanh ty & bién dbi & nhirng vi tri khao sat
dwoc trén vung D-Loop véi cac dac diém
lam sang cta bénh nhan UTDTT.

3. KET QUA NGHIEN Ccl?U
3.1. Két qua phan tich PCR- RFLP cua
ADN ty thé chira vi tri 188, 203 va 16390
St dung cac cap moi dac hiéu 188, 203
va 16390, ching téi da khuéch dai thanh
cong doan ADN thu dwoc tir 98 cap mau
mo clha bénh nhan UTDTT, kich thwéc san
phdm PCR I&n Iwot 1a 211bp, 197bp va
280bp. San pham PCR duwoc cét boi
enzym Mspl (cap moi 188), Aflll (cap mbi
203) va Avall (cap mdi 16390). Két qua
phan tich dwoc thé hién & hinh 1-4.

3

=l

Hinh 1. Anh dién di kiém tra san pham PCR, san pham cat bang enzyme Mspl ctia mdi 188
Giéng 1, 2: San pham PCR trudrc va sau cét bdng enzyme ctia bénh nhan 4644 mé lan cén u.
Giéng 3, 4: San pham PCR tru6c va sau cét bang enzym cia bénh nhan 4644 mé u.
Giéng M: thang chudn ADN 100bp.
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; . x vng to tat ca cac miy
_Hinh 1 cho thdy cac mau duoc cat san Dh?m Z?u};' ;2?: dg(‘)i tai vi tri 188.
bang enzym Msp/ déu thu dwoc mot béng  nay khong
duy nhat c6 kich thuéc béng kich thudc

100==>

Hinh 2. Anh dién di kiém tra san phAm PCR, san pham cit bing enzyme Aflll cia méi 203
Giéng:1, 2; San phdm PCR trudre va sau cit bang enzym cia bénh nhan 41262 mé Ian cén u.
Giéng: 3, 4; San phdm PCR trudc va sau cit bang enzym ctia bénh nhén 41262 mé u.

Giéng M: thang chuén ADN 100bp.

Trong hinh 2, cac méu duoc cit bing Chung t6i da thue hién PCR— RFLP trén 28
enzym Afll déu thu dwoc mét bing co bénh nhan UTDTT, tuy nhién khéng phat
kich thude khoang 180bp & san phdm cit hién thay bién déi tai 2 vi tri 188, 203.
chirng t6 tat ca cac mau nay khong chira
dét bién (bang c6 kich thwéc 17bp d3 ra
ngoai ban gel do kich thuéc qua nha).
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<= 500

<= 100

Hinh 4. Anh dién di san phdm PCR va san pham cét bing enzyme gi¢i han Avall c6 phat
hién hién twong dij té bao chat

Giéng 1, 2: San pham PCR trudc va sau cat bang enzym mau 10282,
Giéng M: Thang ADN chuédn 100bp

Thuc hién PCR va cét bang enzym
Avall, ching t6i da xac dinh thay co bién
ddi G16390A & 6/98 mau. San phdm PCR
cua cac mau nay khong bi cat bdi enzym
Avall (hinh 3, giéng 4). Ngoai ra, san
pham PCR cua 1 mau (ma s6 10282) sau
khi cat enzyme thu dwoc ba bang co kich
thwéc 1an lwot: 280bp, 170bp va 110bp,
do6 1a mau cé hién twong di té bao chat —
hién twong ban sao mang dét bién va ban
sao dang dai cing ton tai trong té bao
(giéng 2 hinh 4). Nhw vay, trén 98 bénh
nhan UTBTT cé 7 trwdng hop cbé chira
bién ddi G16390A (chiém 7,2%).

Tién hanh PCR-RFLP trén 29 mau
mau ctia nguwdi binh thwdng voi cap moi
16390, bién dbi G16390A da dwoc tim
thay & 2/29 (chiém 6,9%) treong hop.

Két qua phan tich thong ké da cho thay
khong c6 sy khac blet mang y nghla
thong ké (p>0.05) veé ty l& bién dm
G16390A trén hai nhém dbi twong mau
md ung thw va mau mau glua mo u va
lan can u. Béng thoi bién doi G16390A
khong phu thudéc vao cac dac dlem lam

sang cua bénh nhan UTDTT nhw tudi, gioi
tinh, vi tri khéi u va giai doan TNM

(p>0.05).
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3.2. Két qua giai trinh tw truec tiép

Dé khang dinh két qua phéan tich PCR-
RFLP va sang loc nhirtng bién ddi khac
thudc ving D-Loop chang t6i da tién hanh
gidi trinh tw truc tiép san pham PCR cla
cap mbi 15973 trén 7 mau c6 bién dbi va
mot s6 miu khong cé bién dbi tai vi tri
16390. Két qua gidi trinh tw dwoc so sanh
véi trinh tw ADN chuan clia ty thé nguoi
(ma s6 NC_012920).

Hinh 5 thé hién két qua giai trinh tu:
mau c6 bién dbi G thanh A (mau 374586,
hinh 5.1), mau di té bao chat (mau 10282,
hinh 5.11), mau khéng c6 bién ddi tai vi tri
16390 (mau 4374, hinh 5.11I). Riéng &
trvong hop mau di té bao chat (hinh 5.11),
ngoai dinh G (chl yéu) con cd mét dinh
nhé A & phia dwoi dinh G. Két qua nay
cing phu hop voi két qua PCR- RFLP:
san pham cat bidng enzym Avall cho 3
bang, trong d6é bang twong rng véi dang
bién d6i 16390A |a bang 280 bp thé hién
m& nhat (giéng 2 hinh 4).
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Hinh 6: Trinh tw doan ADN ty thé chira vi tri 188, 203 ciia mau 4374

Két qua phan tich trinh tw ciing khéng  qua giai trinh tw trwc tiép trén 11 mau
xac dinh thay bién dbi tai vi tri 188 va 203 ching 16i con phat hién thay nhirng bién
(hinh 6). Nhw vay két qua giai trinh tw da&  ddi tai cac vi tri khac coa vung D_Loop &
khing dinh két qua PCR-RFLP Ia hoan  bénh nhan UTDTT (bang 2). 2
toan chinh xac. Ngoai ra, khi phan tich két
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Bang 2. Thong ke cac vi tri bién ddi trén viing D-Loop cua bénh nhan UTDTT

Vj tri trén 2 i Vij tri trén So A
trinhty | Logi | >°lwong | Tan t!rinh tw | Loai | lwgng | '°F
ADNty | biéndsdi| M2U 28 | SUSL | apNty | bignddi | mauce | S

tha ien doi (%) tha bitn ddi (%)
73 A>G 11 100 263 A>G 11 100
101 G>C 1 9,1 282 A>C 1 9,1
103 G>T 1 9,1 320 TC i 9.1
125 T>C 1 9,1 16129 G>A 4 36,3
127 T>C 1 9,1 16192 T>C b 19 9,1
128 C>T 1 9,1 16223 C>T 6 54,5
131 T>C 1 9,1 16304 T>C 2 18,2
146 ™C 1 9.1 16309 A>G 2 18,2
150 (=8 § 2 18,2 16519 T>C 3 27,3
152 T>C 1 9.1 16183 A>C 1 9.1
183 A>G 1 9,1 16189 T>C 3 273
199 T>C 2 18,2 16311 T>G 3 243
4. BAN LUAN gan, nghién clru cia Tamori va cs (2004)

D-Loop dwgc coi 1a diém néng xay ra
cac dot bien va da hinh. Pa cé nhidu
nghién clru xac dinh dwoc cac bién doi
xay ra trén vung D-Loop trén cac loai ung
thu khac nhau. Theo s6 liéu tdng hop cua
Chatterjee va cs (2006) [5] da tap hop twv
cac cong bd vé cac bién ddi trén vang D-
Loop trén cac loai ung thw nhuw: Doi voi
ung thw va vang D310 thugc vung D-
Loop ciia ADN ty thé dwoc coi la diém
néng xay ra dot bién bao gébm cac dang
dot bién mét, chen (58%), dot bién Iap
doan tir 303-315 (Parrella va cs, 2001) [8].
péi voi ung thw budng trirng, trong cdng
b ctia Vincent va cs (2001) da xac dinh
dwoc 3/15 (20%) dot bién thudc vung D-
Loop [11]. Dac biét ddi véi bénh ung thw
gan, dot bién trong ving D-Loop la mot sw
kign thwong xuyén. Theo Nomoto va cs
(2002) cb6 toi 13/19 (68%) bénh nhan
chira it nhat mot dot bién thude vang D-
loop, dang chi y nhét 1a bién dbi tai vi tri
G263A duoc tim thay trong tat ca cac
mau ADN ty thé [9]. Tan sb cac dot bién
twong quan véi mirc dd ac tinh cua bénh
ung thw gan. Cing d6i v&i bénh ung thw

da chi ra rdng d6t bién trong vang D-Loop
la dac trung cho ung thw gan vi vay tim
hiéu cac dot bién trong ving nay cé thé
gitp chan doan bénh ung thw gan [10].

Nam 2011 bdng phwong phap PCR-
SSCP két hop véi gidi trinh ty, Abdel va
cs da tién hanh xac dinh dot bién trén sau
vung khac nhau clia ADN ty thé trong cac
tdn thurong tién ung thw (dang viém loét
dai trang, polyp u tuyén) va ung thw dai
tric trang cua nhém bénh nhan nguoi Ai
Cap [1]. Cac bién ddi duoc phat hién
trong nghién ciru nay phan Ion déu thudc
vung D-loop va ching & dang dot bién
soma, cac dot bién nay lién quan dén cac
ton thwong bao gdm viém loét dai truc
trang, polyp u tuyén va ung thw dai tryc
trang. Trong nghién cru clta Duan va cs
(2002) trén ung thw va c6 74% bénh nhan
dwoc nghién ciru c6 dot bién soma trong
d6 cé téi 81 % la dot bién thudc vang D-
Loop [7].

Trong nghién ctru nay, chung téi da
tién hanh sang loc nhitng bién ddi thudc
viing D-Loop clia ADN ty thé & bénh nhan
UTDTT ngudi Viét Nam. Nhin vao bang 2
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nhan thay cé rat nhiéu bién ddi xay ra trén
ving D-Loop.Theo di liéu cong bd trén
Mitomaps c6 nhirng bién ddi da duwoc cong
bd (tai vi tri 73, 263... dwoc tim thdy &
bénh u ndo, co than kinh, ung thw tuyén
giap, ung thu vom hong, ung thw tuyén tién
liét, ung thw gan...) ¢6 nhivrng bién ddi chua
dugc cong bd (tai vi tri 101, 103...) va cb
nhitng bién dbi xay ra véi thn xuét cao
100% tai cac vi tri 73, 263; 54,5% & vij tri
16223 [12). Két qua nghién ctru cba chung
toi cling twong ty véoi mét s6 qua da duoc
cong bo trudc d6 vé sy bién dbi tai vang
D-Loop. Nhuw vay, két qua nghién clru cla
chung t6i mét 1an niva khang dinh viing D-
Loop la ving t6n tai rat nhiéu bién ddi.

Khi tim hiéu vé vai trd clia nhirng vi tri
xay ra bién @di, chung téi nhan thay rang
cac bién déi duoc phat hién khéng ndm
trong vung trinh ty bam cla protein tao
nén phirc hop khdi dau sao ma, tuy nhién
cac bién dbi nay thudc vang trinh tw diéu
khién sao chép (cis-element) cta ty thé, vi
vay ching co6 thé anh hwdng téi sw sao
chép cua ADN ty thé dan dén thay dbi sb
ban sao ADN ty thé trong té bao. Ngoai ra,
cac bién dodi nay con thudc ving promoter,
vi vay c6 kha nang gay anh hudng dén
qua trinh phién ma cla ty thé, do dé anh
hudng téi cac qua trinh tdng hop cac san
pham ma ADN ty thé méa hoéa.

5. KET LUAN

Str dung phwong phap PCR-RFLP két
hop gidi trinh tw truc tiép da xac dinh thay
bién dbi G16390A v&i 7/98 (7,2%) trwdng
hop, trong d6 c6 1 trudng hop dj té bao
chat & bénh nhan UTDTT va 2/29 (6,9%)
treéng hop bién ddi trén mau mau cda
nguwoi binh thuwdong. Khong phat hién
duoc treong hop nao c6 bién dbi tai vi tri
188 va 203. Khéng c6 s khac biét vé ty
l&é bién dbdi G16390A trén hai nhom déi
twong mau mo cia bénh nhan UTDTT va
mau mau cla ngudi binh thwong, gita
md u va lan can u trén bénh nhan ung thw
dai truc trang (p>0.05). Bién d6i G16390A

40

khéng phy thudc vao céac dac diér;n Iém
sang cla bénh nhan UTDTT nhu tudi, gioi
tinh, vi tri khéi u va giai doan TNM
(p>0.05). Ngoai ra, 24 bién doi khac nhau
ciing da dwoc tim thay thudc vung D-Loop
ctia ADN ty thé & bénh nhan UTDTT nhu
T16304C, A16309G, T16519C, A73G,
T146C, A263G,...
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SUMMARY
SOME ALTERATIONS OF MITOCHONDRIAL DNA IN D-LOOP

OF COLORECTAL CANCER PATIENTS

Pham Thi Bich', Pham Hoang Khanh', Luong Thi Huyen1, Do Minh Ha',
Pham Kim Binh?, Ta Van To’, Trinh Hong Thai'

"Hanoi University of Science, VNU, ?Viet Duc Hospital,

*Vietnam National Cancer Hospital

D-Loop of mitochondrial DNA is non-coding regions including two hypervariable
regions HVI and HVII. Most of the D-Loop sequence alterations are polymorphic but there
are some somatic mutations linked to some diseases, particularly the neuromuscular
diseases and cancers including colorectal cancers.

This study aimed to identify some mitochondrial DNA sequence variations of D-Loop
in a group of colorectal cancer patients in Vietnam and test the relationship between
these variations and the disease. Using PCR-RFLP combining with DNA directly
sequencing method in order to determine mutations of A188G, G203A and G16390A, we
detected 7 out of 98 (7.2%) colorectal cancer tissue samples with G16390A alteration in
the HVI region of mitochndrial DNA and 2 out of 29 (6.9%) blood samples of control
people with this alteration. A188G and G203A alterations were not found in the HVIl
region of mitochondrial DNA in colorectal cancer tissue samples. DNA sequencing results
of samples containing G16390A alteration and some other ones revealed different
variations: T16304C, A16309G, T16519C, A73G, T146C, A263G... of mitochondrial DNA
in colorectal cancer tissue samples. However, the rate of G16390A alteration is not
significantly different between colorectal cancer and control groups (blood samples)
(p>0.05). G16390A alteration was not correlated with gender, age of patients, location
(tumor tissues or adjacent tissues), site of tumor and TNM stage of colorectal cancer

patients (p>0.05).
Keywords: G16390A alteration, D - Loop, mitochondrial DNA, Colorectal cancer
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