"TAP CHI NGHIEN ClYU Y HOC

MOI LIEN QUAN GIUA PA HINH DON RS861539 GEN XRCC3
VA NGUY CO MAC UNG THU BUONG TRUNG

Lé Nguyén Trong Nhan', Nguyén Thu Thay', Pang Thuy Trang? Vwong Vii Viét Ha®

Nguyé&n Quy Linh', Trin Van Khanh', Ta Thanh Van', Nguyén Viét Tién' va Tran Huy Thinh""*
"Trrong Pai hoc Y Ha Noi

2Bénh vién Da khoa Ca Mau

3Bénh vién Buu Dién

Ung thw budng triing la mét trong nhitng bénh ly phu khoa &c tinh phé bién. Nhitng khiém khuyét trong
hé théng nhén biét va stra chita céc tén thuong DNA cé vai tro trong viéc lam tang nguy co ung thuw. Gen
XRCC3 tham gia vao qua trinh tai t6 hop tuong déng dé stra chira nhitng dut gay soi d6i DNA, do dé nhiing
da hinh (SNP) va dot bién cta gen nay cé thé lién quan dén nguy co mac céc bénh ung thu, trong dé cé ung
thw budng trirng. Chung téi thue hién nghién ctru bénh chirng, xac dinh da hinh rs861539 gen XRCC3 & 360
bénh nhan ung thw budng tring va 360 déi chiing cé dé tubi tuvong déng, sau d6 phén tich 7 1é alen va ti Ié
kiéu gen, méi lién quan giita chung véi nguy co ung thw budng triing. Ti 1é cac kiéu gen CC, CT, va TT lan
lwot & nhém bénh la 90,0%, 9,4%, 0,6% va ¢ nhém chung la 87,8%, 11,4%, 0,8% (p = 0,621). Ba hinh don
nucleotide rs861539 gen XRCC3 khéng lién quan véi nguy co méac ung thw budng tring & phu nip Viét Nam.

Tiwr khéa: Ung thw buéng trieng, XRCC3, rs861539, Thr241Met, da hinh don nucleotide.

l. DAT VAN BE

Trong sb cac bénh ly ac tinh & phu ni¥, ung
thw budng trirng chiém ti 1& sb ca mac mai va tir
vong cao trén toan thé gi¢i. Riéng & Viét Nam,
tinh t&i nam 2018, sé ca ung thw budng trirng la
1500 vé&i 856 ca tir vong." Ung thw budng tring
c6 nguyén nhan chwa rd rang va cé nhiéu yéu td
nguy co. Trong d6 cac yéu td di truyén da va dang
dwoc nghién ciru déng vai trd quan trong trong
qua trinh hinh thanh bénh.

XRCC3 (X-ray repair cross-complementing
group 3) thudc ho gen co vai trd quan trong trong
viéc stra chivra cac dirt gay soi déi DNA gay ra
b&i nhitng qué trinh trao ddi chat binh thwong
ho&c phoi nhiém xa ion hda.2 XRCC3 twong tac
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trwc tiép véi RAD51 trong qué trinh stra chiva
tai tb hop twong dong.® SNP rs861539 cuia gen
XRCC3 biéu hién su thay thé axit amin Threonine
bang Methionine (Thr241Met), c6 thé anh hudng
dén chirc ndng va sw twong tac clia né voi cac
protein khac lién quan dén pha hdy va stra chiva
DNA.45 Pa hinh nay clia XRCC3 co lién quan
dén nguy co cla nhiéu bénh ung thw, nhw ung
thw phéi,® ung thw vi” va ung thw dau va cb.2 Méi
lién quan gitra da hinh rs861539 gen XRCC3 va
ung thw budng trirng da dwoc nghién ctru.®'" Tuy
nhién, cac két qua van con chwa théng nhat va
hau hét dwoc thwe hién trén cong dong ngudi da
trang. D& tim hiéu anh hudng cla cac SNP nay
ctia gen XRCC3 Ién nguy co’ méc ung thw budng
tring trén nguwoi Viet Nam, chang téi tién hanh
nghién clru nay v&i muc tiéu: Xac dinh ti Ié da
hinh don nucleotide rs861539 cua gen XRCC3 ¢
bénh nhan ung thw budng trimg va nhém nguoi
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binh thuong & Viét Nam, va méi lién quan cda né
v6i nguy co méc ung thu buéng trimg.

Il. DOI TUONG VA PHUONG PHAP
1. Déi twong

Nhém bénh: Cac bénh nhan méc ung thw
budng trirng diéu tri tai Bénh vién Phu San
Trung Uong. Cac bénh nhan da dwogc tham
kham lam sang, lam cac xét nghiém can Iam
sang va giai phau bénh dé chan doan xac dinh
ung thw bubng tring.

Nhém chirng: Cac phu niv ¢6 tién st khong
méac ung thw budng trirng hodc ung thw khac
dén Bénh vién Phu San Trung Uong kham strc
khée hodc vi bénh lanh tinh, c6 dd tudi twong
trng v&i nhém bénh.

Céc dbi twong thudc hai nhém duoc 1ay 2ml
mau chéng déng bang EDTA. Céac xét nghiém
gen cla hai nhém duoc thuc hién va két qua
dwoc phién gidi b&i cung mét nhém chuyén gia.
2. Phwong phap

Thoi gian nghién ctru: T thang 9/2017 dén
thang 12/2019

Dia diém nghién ctru: Nghién clru dwoc tién
hanh tai Trung tam Nghién ctru Gen-Protein,
Trwong Bai hoc Y Ha Nbi.

C& méu: Ap dung cong thirc

Z.,
n==>p(1-p)

Dwa vao moét nghién clru cla Auranen
va cong su,? tdn sb alen T cta da hinh don
nucleotide rs1801320 & bénh nhan ung thw
budng triing 1a 37%, v&iz = 1,96, e = 0,05, tinh
ra n = 360. Chung t6i quyét dinh chon c& mau
tron 1a 360 cho méi nhom.

Téch chiét DNA:

- DNA téng sé duworc tach chiét tir mau mau
theo kit PROMEGA (USA)

- B tinh sach clia mau DNA sau tach chiét
clia ca 2 nhom dwoc do & ti s6 A260/A280 déu
nam trong khoang 1,80 - 2,00.

2

TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

Khuéch dai doan gen XRCC3 chira da hinh
don nucleotide rs861539 bang ky thuat PCR:

- Vung gen chira da hinh don nucleotide
rs861539 gen XRCC3 dwoc khuéch dai bang
cap mdi c6 trinh tw nhw sau:

Mbi xudi: 5- GCTGTCTCGGGGCATGGCTC -3

Mbi nguoc: 3-TTTAGCCAGGATGCGGAAGC 5

- Thanh phan phén &ng PCR (thé tich 10 pl)
gdm: 5,0 ul GodTaq Master mix, 2,5 pmol mdi
mdi xudi va nguoc, 100 ng DNA va H:0.

- Chu trinh nhiét phan ng: 94°C/5 phut,
[94°C/30 giay, 56°C/30 gidy, 72°C/30 giay] 35
chu ky, 72°C/5 phut.

- San phadm PCR dworc dién di kiém tra trén
gel agarose 1,5% & dién thé 100V trong 30 phut

- Két qua dién di dwoc chup anh bang hé
thdng may UVP EC3 Imaging System P/N 95-
0310-12

Xac dinh da hinh don nucleotide cta gen
XRCC3 béng ky thuat enzyme cét gi¢i han:

- Thanh phan ctia phan tng RFLP gdm: 0,5
Ml enzyme Nilalll, 1 yl buffer Cutsmart, 7 pl san
ph&dm PCR va 1,5 pl H20.

- H6n hop phan ng cat duoc 0 & 37°C
trong khoang 12 gid.

- S&n pham cét dwoc dién di trén gel agarose
3% véi dién thé 80V trong 60 phut dé phan tach
cac bang DNA.

- Két qua dién di dwoc chup anh bang hé
thdng may UVP EC3 Imaging System P/N 95-
0310-12

San pham cét doan gen v&i enzyme Nlalll
gdm cac bang DNA cé kich thwéc 231bp va
12bp (kiéu gen CC); 231bp, 107bp, 102bp, va
12bp (kiéu gen CT); 107bp, 102bp, va 12bp
(kiéu gen TT).

3. Xtr ly s6 liéu

Kiém dinh X2 dwoc s dung dé phan tich
phan bé theo Hardy - Weinberg kiéu gen cla
da hinh don nucleotide rs861539 gen XRCC3
trong nhdm bénh nhan va nhém dbi chirng. Sy
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khac biét vé kidu gen va tan sb alen gitra nhém
bénh nhan va nhéom ching cling dwoc danh
gia bang kiém dinh X2 Ty sé chénh (OR) va
khodng tin cay (Cl) 95% twong (rng dé wéc tinh
méi lién quan gitra cac kiéu gen va kha nang
mac ung thw budng triing. Céac kiém dinh c6 y
nghia khi p < 0,05. Phdn mém SPSS 20.0 dwoc

ll. KET QUA

st dung dé phan tich sb liéu.
4. Pao dirc nghién ctru

Dé tai da dwoc Hoi ddng Dao dire ctia Trwdng
Pai hoc Y Ha Noi chép thuén theo chirng nhan
s6 107/HDDDDHYHN ngay 30/5/2017. Bénh
nhan hoan toan tw nguyén tham gia vao nghién
ctru. Cac thong tin ca nhan dwgc bao mat.

1. Dac diém chung cua cac déi twong tham gia nghién ciru

Nhirng d&c diém chung nhw tudi trung binh, phan bé cac nhém tudi, tinh trang kinh nguyét & ca

hai nhém dwoc moé ta & bang 1.

Bang 1. Dic diém chung cta cac déi twong tham gia nghién ciru

Nhoém bénh Nhom chirng
Pac diém (n = 360) (n = 360) p
N % N %
10 - 39 81 22,5 91 25,3
Tubi 40 - 59 169 46,9 168 467 (616
60 - 88 110 30,6 101 28,0
Tuébi trung binh 50,53 49,53 0,352
Tinh trang ~ Chuwa man kinh/chwa co kinh 209 58,1 196 54,4
kinh nguyét  \an kinh 151 41,9 164 456 0329
i UT biéu mo 295 81,9
beéiihphé“ UT té bao mam 42 1,7
UT té bao dém sinh duc 23 6,4
| 103 28,6
Giai doan | 48 133
bénh I 173 48,1
\Y 36 10,0

Ngoai ra con c6 sy phan bé ti 1é nhém bénh
nhan dwgc phan loai giai doan theo FIGO va
mé bénh hoc theo WHO. D6 tudi va sw phan bb
nhém tudi gitra hai nhém bénh va nhém ching
la twong ddng (p > 0,05). Tubi trung binh nhém
bénh 1a 50,53, va tudi trung binh nhém déi
chirng 1a 49,53. O’ nhitng bénh nhan ung thw
budng trrng, nhém tudi mac bénh nhiéu nhat

l& nhém tudi tr 40 dén 60 tudi chiém 46,9%
va it nhét [a nhom tudi < 40 tudi chiém 22,5%.
Ti 1& bénh nhan mac bénh d3 man kinh chiém
58,1%, nhiéu hon so véi nhirng bénh nhan
chwa man kinh hodc chwa c6 kinh chiém 41,9%
va ti I&é nay khoéng cé sy khac biét cé y nghia
théng ké gitra hai nhdm nghién ctu.

Phan loai theo gidi phAu bénh, két qua ung
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thw biéu md budng trivng chiém ti 1é cao nhat. Va nhém bénh nhan dwoc chdn doan & giai doan tién
trién (Il va IV) chiém i 1& cao hon so véi nhém bénh nhan phat hién bénh sém (1 va Il).

2. Méi lién quan giira da hinh don nucleotide rs861539 va nguy co' mac ung thw budng

trirng

231 bp
112/107 bp

Hinh 1. Hinh anh dién di san pham cit doan gen XRCC3 bing enzyme Nlalll
mau bénh nhan ung thw budng trieng va mau déi chirng
M: Marker 100 bp; Sédn phdm PCR ctia doan gen chira rs861539 (1); Kiéu gen TT (2); Kiéu gen

CC (3,4, 6, 8,9, 11); kiéu gen CT (5, 7, 10).

Sa&n phdm PCR-RLFP cla céac kiéu gen CC, CT va TT dwoc kiém tra lai bang phwong phap
gidi trinh tw gen va so sanh v&i trinh tw chudn cta gen XRCC3 trén ngan hang Genebank
(NG_011516.1:9.21071C>T). Két qua gidi trinh tw thu dwoc trung khép véi két qua xac dinh kiéu

gen béng phwong phap PCR-RFLP.
Kiéu g@n CcC
GGCCA

Kiéugen TT

Kiéu gfi:\ CcT

GCTGC SGCCA*GCTGC GGCCACGCTGC

Pl el Al

Hinh 2. Két qua giai trinh tw san phdm PCR doan gen XRCC3 chira da hinh don nucleotide
rs861539 cua cac bénh nhan mang kiéu gen CC,CT, TT.

Két qud xac dinh da hinh nucleotide
rs861539 trén bénh nhan ung thw budng trirng
va nhém dbi chirng dwoc thé hién & bang 2.
Alen T chiém ti I& thap hon nhiéu so vé&i alen C
IAn lwot & nhdm bénh 1a 0,053 va nhém chirng
la 0,065. Ti & cac kiéu gen CC, CT, TT lan lwot
& nhém bénh 14 90,0%, 9,4%, 0,6% va & nhém
ching la 87,8%, 11,4%, 0,7%. Khong cé s
khac biét ¢ y nghia thdng ké trong sw phan bb
ti 1& alen va kiéu gen git¥a nhém bénh va nhém
déi chirng vé&i p > 0,05.

Chung toi tiép tuc tién hanh so sanh kha
nang mac bénh cla cac kiéu gen cha alen
hiém T vé&i cac kidu gen khac theo cép mé hinh
di truyén khac. Béi véi md hinh so sanh déng
hop (TT véi CC), md hinh so sanh di hop (CC
va CT), mé hinh di truyén trdi( CC + CT va nhém
TT) va mé hinh di truyén I&n (CC va nhém CT +
TT) déu cho két qua khong cé sw khac biét cd
y nghia théng ké gitra hai nhém bénh va chirng
v&i p > 0,05, khodng tin cay 95% cla OR chira
1.
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Bang 2. Méi lién quan giira da hinh don nucleotide rs861539 v&i nguy co mac ung thw
buéng trirng

Kidu alen, kidu gen Nhém bénh Nhém chirng OR .
n % N % (95%Cl)

Kb alon C 682 94,7 673 93,5 1253 031
T 38 53 47 6,5 (0,807-1,947) ’
cc 324 90,0 316 87,8

Kiéu gen CT 34 9,4 41 11,4 0,621
TT 2 0,6 3 0,8

CCvaTT cc 324 99,4 316 99,1 1538 0,635
1T 2 0,6 3 0,9 (0,255-9,266) ’

cCvacT cc 324 90,5 316 88,5 1236 0350
CT 34 9,5 41 1,5 (0,765-1,999) ’

CC+CT TT 2 0,6 3 0,8 0.665

vaTT CC+CT 358 99,4 357 99,2 (011 0-4,003) 0%

CCva CT+TT 36 10,0 44 12,2 0,798 0343

CT+TT cc 324 90,0 316 g7,8  (0,500-1,273) ’

3. Méi lién quan giira da hinh don nucleotide rs861539 v&i giai doan bénh va mé bénh hoc

Bang 3. Méi lién quan giira da hinh don nucleotide rs861539 véi giai doan bénh
va mé bénh hoc

CcC CT TT
n % n % n % p
Giai doan ung thuw:
94 29,0 8 23,5 1 50,0
Giai doan |
Giai doan I 42 13,0 5 14,7 1 50,0 0,671
Giai doan lll 156 48,1 17 50,0 0 0,0
Giai doan IV 32 9,9 4 11,8 0 0,0
Mo bénh hoc:
N 267 82,4 26 76,5 2 100,0
UT biéu mé
- - 0,689
UT té bao mam 38 11,7 4 11,8 0 0,0
UT m6 dém-sinh duc 19 5,9 4 11,8 0 0,0

So sanh s phan bé kiéu gen trong cac nhom chia theo giai doan bénh ctia FIGO khong cé sw
khac biét mang y nghia thdng ké (p = 0,671). Twong tw, khi so séanh sy phan bd kiéu gen trong cac
nhém chia theo type mé bénh hoc (ung thw biéu mé, ung thw t& bao mam va ung thu t& bao moé
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dém - sinh duc) cling khéng cé sw khac biét co
y nghia théng ké (p = 0,689).

IV. BAN LUAN

Trong nghién ctu nay, do tudi hay gap
nhéat cGia ung thw budng trirng la 40 — 59 tubi.
Nhom tudi trén 60 tudi co ti Ié cao hon nhém
tudi dudi 39 tudi. Sw phan bd v& nhém tudi nay
cling twong ddéng véi két quad mot sd nghién
cu khac tai Viét Nam.'2 Vé tinh trang kinh
nguyét cia nhém bénh nhan tham gia nghién
ctu, ti 18 bénh nhan ung thw budng trirng trong
nhém chwa man kinh hodc chwa cé kinh thap
hon nhém da man kinh. Twong déng véi cac
nhan dinh vé Itva tudi thwerng gép cla ung thw
budng trirng 1a & cac bénh nhan cao tudi da
man kinh. Mét nghién ctru khac trén bénh nhan
ung thw bubng trirng & Viét Nam cho thay ti
I& bénh nhan man kinh chiém 70%, ti 1é bénh
nhan chwa man kinh chi chiém 30%." Két qua
giai phau bénh ung thw biéu mé budng trirng
chiém ti 1& cao nhat, va nhém bénh nhan dwoc
chan doan & giai doan tién trién (lll va IV) cao
hon nhém bénh nhan phat hién bénh sém (I va
II) la khéng khac biét so v&i nhan dinh clia cac
nghién ctu trwede. 212

Sau khi xac dinh dwoc kiéu gen béng
phuwong phap PCR-RFLP va kiém tra lai mot
sb két qua kiéu gen bang ky thuat giai trinh tw
gen, cac sb liéu da dwoc phan tich véi phép
kiém dinh x2 va tinh ti s6 nguy co’ OR v&i d6 tin
cay trong khodng 95%. Phan tich méi lién quan
gitra da hinh don nucleotide rs861539 v&i nguy
co méc ung thw budng trirng bang ti 1& phan
bd kiéu gen gitra nhém bénh va nhém chirng,
ngoai ra con dwa trén cac mé hinh di truyén
phan bd theo Hardy-Weinberg.

Ti 1& alen T chiém ti 1& rat thap trong ca hai
nhém nghién cru, va sy phan bé ti 1& alen va
kiéu gen gitra hai nhém nghién ctu khéng co
sw khac biét ¢ y nghia théng ké. Phan tich sau

TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

hon cac dir liéu dé so sanh kha nang méc bénh
clia cac kiéu gen chira alen T va céc kiéu gen
con lai bang cac mé hinh di truyén ddng hop, di
hop, di truyén tréi, di truyén lan ching téi cling
ghi nhan dwgc khong cé sy khac biét mang y
nghfa théng ké gitra hai nhém nghién ctu. Cac
két qua nay cho thay c6 khéng cé méi lién quan
gilra da hinh don nucleotide rs861539 v&i nguy
co mac ung thw budng trirng trong nghién ctru
cua chung toi.

Nhiéu nghién ctu khac trén thé gi¢i dwoc
thwc hién va da cong bdé nham muc dich lam
sang té vai tro cla da hinh Thr241Met trong
nguy co ung thw budng trirng, nhwng két qua
con gay tranh cai, phu thudc vao thiét ké,
phuwong phap nghién ctu, va quan thé nguoi
dwoc nghién ctru. Trong phan tich gop 4 nghién
ctu I&n cha Auranen va cOng sy (2005) voi
1665 ca ung thw budng trirng va 4241 ca dbi
chirng khéng tim ra méi lién quan gitta SNP
nay véi nguy co méc ung thw budng trirng (p
= 0,24).° Céng bdé nam 2014 ctia nhém nghién
ctu Monteiro va cong sw ciing khong tim thay
s twong quan co y nghia gil!a da hinh codon
241 gen XRCC3 v&i ung thw budng trirng va u
lac n6i mac t&r cung & bénh nhan ngu&i Brasil.™
Két qua nay ciing twong tw két qua phan tich
tbng hop di liéu ctia nhém Yan (2014), khdng
co sy twong quan gilra da hinh gen nay voi
nguy co ung thw bubng tri’ng & nguodi da
trdng." Nghién ciru clia Beesly nam 2007 téng
hop hai nghién ctru Ién & Australia gdm 1466
bénh nhan ung thw biéu md budng trirng va
1821 ca dbi chirng ngudi da trdng cho thay da
hinh nay khong lién quan dén nguy co ung thw
budng trirng cé ngudn gbc biéu md."° Nghién
ctru ctia Webb va cong sw nam 2005 phan tich
bénh chirng cho thay da hinh rs861539 khong
anh huéng lén nguy co ung thw budng trirng &
phu ni tt ca cac chiing toc (p = 0,3).1

Tuy nhién, nghién ctru ctia Cheng nam 2012
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trén 310 bénh nhan ung thw budng trirng ngudi
Trung Qudc cho thdy bénh nhan mang kiéu
gen Thr/Thr cia SNP rs861539 gen XRCC3
c6 nguy co tlr vong cao hon so véi bénh nhan
mang kiéu gen Met/Met. Két qua nghién cru
nay ciing khdng dinh da hinh gen XRCC3 ¢6
vai trd trong kha nang méc bénh va kha nang
sbng so6t clia bénh nhan ung thw bubng triing."”
Nghién clru cia Smolarz (2019) & phu ni» Ba
Lan v&i 600 bénh nhan ung thw budng trirng
va 600 nguoi khée manh déi chirng cho két
qua SNP Thr241Met cia gen XRCC3 co lién
quan dén nguy co méc ung thw budng trirng
véi OR = 0,85 (95%CI [0,72 - 0,99], p < 0,045)
va khong c6 méi lién quan gitra da hinh gen véi
phan giai doan theo FIGO.

V. KET LUAN

Gen XRCC3 dong vai tro quan trong trong
viéc én dinh bo gen. D4 cé nhiéu nghién ctu
bdo cao da hinh don nucleotide rs861539
gen XRCC3 lién quan dén nguy co mac cac
bénh ung thw, bao gdm ca ung thw budng
trirng. Trong nghién clru clia chung téi hién tai
chwa tim thdy méi lién quan gitra da hinh don
nucleotide rs861539 gen XRCC3 va nguy co
mac ung thw budng trirng & nguoi Viét Nam.
Can tién hanh tiép tuc nghién ciru v&i c& mau
I&n hon.

L&i cam on

Nghién ctu dwoc thwe hién vdi sy hé tro
kinh phi ctia dé tai cap Bo Y Té "Nghién ciru
xay dung quy trinh xac dinh dét bién va da hinh
thai don nucleotide trén mét s6 gen lién quan
dén ung thuw v va ung thw bubng trimg". Nhém
nghién ctu tran trong cdm on Bénh vién Phu
San Trung wong, Trung tdm Nghién ctru Gen-
Protein, Trwdng Pai hoc Y Ha Nbi.
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Summary
ASSOCIATION BETWEEN XRCC3 GENE POLYMORPHISM
RS861539 AND OVARIAN CANCER RISK

Ovarian cancer is one of the most common types of gynecological malignancies. Deficiencies
of DNA damage recognition and repair system play a significant role in increasing the risk
of cancer. Gene XRCC3 is involved in HRR (homologous recombinational repair) for DBSs
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(double strand breaks of DNA), so its polymorphisms and mutations are associated with cancer
risk. We performed a case-control study, genotyping of XRCC3 polymorphism rs861539 in
360 ovarian cancer patients and 360 age-matched controls, then analyzed the distributions
of the genotypic or allelic frequencies and their association with ovarian cancer risk. The
distributions of genotype CC, CT and TT are 90.0%, 9.4%, 0.6% for the study group and are
87.8%, 11.4%, 0.8% for the control group, respectively (p=0.621). WE conclude that the XRCC3
rs861539 polymorphism was not associated with risk of ovarian cancer in Viethamese females.

Keywords: Ovarian cancer, XRCC3 gene, rs861539, polymorphism.
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