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XAC PINH POT BIEN TREN EXON 8, 10 CUA GEN CDH1 O
BENH NHAN UNG THU DA DAY LAN TOA DI TRUYEN

Han Minh Thay', Pham Thién Ngoc', BPdng Thi Ngoc Dung’

TOM TAT:

Pit vin dé: Ung thu da day (UTDD) 1a cin bénh 4c
tinh dng hang tht ndm va 1a nguyén nhan tha ba gy ti
vong do ung thu trén toan thé gidi. Ung thu da day thé lan
toa theo Lauren dugc déc trung boi tudi khai phat sém, sy
biét hoa kém, tién trién bénh nhanh, ti 1¢ di can cao. Gen
CDH1 ma hoa protein E-cadherin, dugc coi 1a mot gen
trc ché khdi u lién quan dén sy khoi dau va tién trién cia
UTDD thé lan téa va UTDD lan téa di truyén (HDGC).
Dot bién soma gen CDH] ciing 13 1 trong cac co ché phan
tir thtr 2 1am bt hoat alen ctia ciia gen CDHI. Ving hay
gdp dot bién nam tir exon 7 dén exon 10. Muc tiéu: Xac
dinh dot bién trén exon 8, 10 cua gen CDHI & bénh nhan
ung thu da day lan téa di truyén. Péi twong va phwong
phap: Nghién ctru mé ta cit ngang trén 42 bénh nhan dap
{ng tiéu chudn cua Hiép hoi Lién két ung thu da day vé
UTDD lan toa di truyén tai Bénh vién Pai hoc Y Ha Noi,
Vién K-co sé Tan Triéu, Bénh vién Hitu nghi Viét Buc,
tir thang 8/2018 dén thang 8/2020 duoc 1iy miu mo ung
thu va giai trinh tuy tim dot bién gen. Két qua: Phat hién
dugc 2 dot bién sai nghia chiém 4,76% trong tong sd 42
bénh nhan nghién ciru bao gébm 1 dot bién méi 1039G >
A, thay thé acid amin Alanin thanh Threonin va 1 dot bién
dd cong bd 1018A > G bién doi Threonin thanh Alanin.
Khong phat hién dot bién nao trén exon 10. Két luan: Can
tién hanh nghién ctru v&i ¢& mau 16n hon két hop phan
tich invitro va nhuém héa moé mién dich gen CDH].

Tir khéa: Ung thu da day lan téa di truyén, dot bién,
CDH1, E-cadherin.

SUMMARY:

DETERMINATION OF GENETIC MUTATION
EXON 8, 10 OF CDH1 GENE IN PATIENS WITH
HEREDIATARY DIFFUSE GASTRIC CANCER

Background: Gastric cancer (GC) as the fifth
leading cancer and third most common cause of cancer-

1. B6 mon Héa Sinh - Trwong Pai hoc Y Ha Néi

related deaths worldwide. Lauren’s diffuse gastric cancer
is characterized by early onset, poor differentiation, rapid
disease progression, and high metastasis rate. The CDH1
gene encodes the E-cadherin protein, which is considered
a tumor suppressor gene involved in the initiation and
progression of diffuse gastric cancer and hereditary diffuse
gastric cancer (HDGC). Somatic mutations of CDHI
gene is also one of the second molecular mechanisms
inactivating alleles of the CDHI gene. Common mutation
area is from exon 7 to exon 10. Objective: Identify
mutations on exon 8, 10 of CDHI gene in hereditary
diffuse gastric cancer patients. Subjects and methods:
Cross-sectional descriptive study on 42 patients that
met the standards of The International Gastric Linkage
Consortium for hereditary diffuse gastric cancer at K
hospital, Hanoi Medical University hospital and Viet Duc
hospital, from August 2018 to August 2020 was allowed
to take cancer tissue samples and sequence to find genetic
Results:
accounting for 4.76% of 42 patients studied, including 1
new mutation 1039G> A, replacing amino acid Alanin to

mutations. Detected 2 missense mutations

Threonin and 1 published mutation 1018A> G transforms
Threonin into Alanin. No mutation were detected on exon
10. Conclusion: It is necessary to conduct research with
larger sample size combining in vitro analysis and CDH1
gene immunohistochemical staining

Keywords: Hereditary diffuse gastric cancer,
mutation, CDH 1, E-cadherin.

I. PAT VAN PE

Ung thu da day (UTDD) la can bénh ac tinh ding
hang thtr ndm va la nguyén nhan thir ba gay tir vong do
ung thu trén toan thé gi¢i'. UTDD khong ddng nhat vé
hinh thai trong d6 ung thu biéu mé tuyén chiém gan 90%
cac truong hgp. Dua trén phan loai ciia Lauren, ung thu
biéu mé tuyén gém 2 phan nhom chinh 1a UTDD thé rudt
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HWJ CUU KHOA HOC

(IGC) chiém 60% cac truong hop va UTDD thé lan toa
(DGC) chiém khoang 30%. Trong d6, DGC dugc dic
trung boi tudi khai phat som, sy biét hoa kém, tién trién
bénh nhanh, ti 1¢ di can cao do mét kha nang két dinh gilia
cac té bao®. Vi vy, tién luong UTDD thé lan toa hién nay
van con xau, dic biét & nhitng bénh nhan UTDD Ilan toa
tién trién. Cc nghién ctru trén thé gidi chi ra ring dot bién
gen CDH1 1a mot yéu t6 tién lugng x4u trong UTDD thé
lan toa’.

Gen CDHI nam trén nhanh dai nhidm séc thé s6 16
ma hoa protein E-cadherin, dugc coi 1a mdt gen uc ché
khéi u lién quan dén sy khoi dau va tién trién cia UTDD
thé lan toéa va UTDD lan téa di truyén (HDGC)*. UTDD
lan toa di truyén 14 hoi chimg giy nén boi dot bién gen
trdi, tuy nhién khong phai c4 nhin nao mang gen bénh
cling tién trién thanh ung thu, diéu nay con phu thudc
vao tinh thim cua gen va tuong tac cua kiéu gen voi
moi truong. Dya trén mo hinh ctia Knudson, ung thu sé&
phat trién khi c6 thém 1 co ché thir 2 lam bat hoat ca 2
alen ctia gen CDHI. Dot bién soma gen CDH] ciing 1a 1
trong cac co ché phan tir thir 2 nhu vay®. Mot s tac gia
thay ring vung dot bién thuong xudt hién nam tir exon
7 dn exon 10°. Hién tai, nghién clru vé dot bién gen
CDHI1 & trong nude con han ché. Chinh vi vay, chiing i
tién hanh dé tai nghién ciru nhim: “Xac dinh dot bién
trén exon 8, 10 ciia gen CDHI & bénh nhian ung thw
da day lan téa di truyén”.

I1. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN
cuu

1. P6i tuwong

- Tiéu chuin Ira chon: Chon 42 bénh nhan nghién
clru ¢6 cac dic diém sau:

+ Bénh nhan ung thu da day lan téa di truyén thoa
man it nhat 1 trong s6 cac tiéu chuén cua Hiép hoi Lién két
ung thu da day quéc t& (IGCLC - 2015)".

+ Bénh nhan duoc chin doan xac dinh ung thu da
day nguyén phat c6 két qua mé bénh hoc 1a thé lan téa
theo phan loai cua Lauren (1965) tuong tng véi phan loai
cia WHO (2010) dén kham va diéu tri tai Bénh vién K
Trung wong — Co s& Tan Triéu, Bénh vién Pai hoc Y Ha
Noi, Bénh vién Hitu Nghi Viét Buc dugc dua vao nghién
ctru tir thang 8/2018 dén thang 8/2020.

- Tiéu chuin loai trir: Cac bénh nhan ung thu da
day khong lan tda, kém theo ung thu khac va nguoi khong
tinh nguyén tham gia nghién ctru.

2. Phuong phap

2.1. Phwong phap nghién ciru

- Thiét ké nghién ciru: Theo phuong phip mé ta
cét ngang.

- Chon mau nghién ctru theo phuong phap chon mau
thuan tién.

- Pia diém nghién ctru: Phong sinh hoc phan ti,
Trung tdm Kiém chuan chét luong xét nghiém — Truong
Pai hoc Y Ha Noi.

- Quy trinh tién hanh nghién ctru:

+ Lua chon bénh nhén phu hop.

+ Lay mau mo ung thu da day duc trong khéi paraffin
ctia bénh nhén, xac dinh ving tap trung té bao ung thu (tai
khoa Giai phau bénh).

+ Tach chiét DNA tir miu mé ung thu, tién hanh giai
trinh ty gen tim dot bién.

+ Tinh toan ti 1& dot bién gen.

2.2. Phwong phap phan tich

* Ky thuat tach chiét DNA tong s6: Cac miu DNA
dugc tach chiét tir mé duc paraffin theo phwong phép tach
cOt GeneAll® Exgene™ FFPE Tissue DNA kit theo quy
trinh ctia nha san xuét. Néng d6 va do tinh sach DNA
dugc kiém tra nhd phuong phap quang phd (OD 260/280).

* K¥ thuat PCR: - Phan mg PCR duoc sir dung dé
khuéch dai exon 8 va exon 10 cta gen CDHI véi 2 cip
moi tu thiét ké.

Bang 1. Trinh tw méi khuéch dai exon 8, 10 ciia gen CDH1

Exon Moi Trinh tuw Kich thuéc (bp)
Mbi xuéi 5’- GTGGCTAGTGTTCCTGGTCC -3’
; Mbi nguoc 5’- GACTTCGCCCATGAGCAGTG -3’ 208
Moi xudi 5’- TCTGCTCTCTAGGGCTTGGA -3’
10 Mbi nguoc 5’- GCTGCAAGTCAGTTGAAAAATCCT -3’ 20
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- Thanh phan phan tng PCR (thé tich 25 pl) gdm:
Gotaq G2 Hotstar Master mix 12,5 pl; moi xudi 0,5 ul; moi
nguoc 0,5 ul; DNA 1,0 pl; nudc khong cé nuclease 10,5 pl.

- Chu trinh nhiét cua phan ing PCR vdi exon 8 va
10: 95°C/5 phut, 35 chu ky [95°C/30 gidy, 57°C/1 phut,
72°C/30 gidy], 72°C/5 phut. Bao quan mau & 4°C.

- Pién di san phdm PCR trén may dién di Consort
EV243 trong gel 1.5% danh gia doan gen duoc khuéch dai
c6 dung kich thudc.

* K§ thuét phan tich két qua: Giai trinh tu gen tryc
tiép: San pham PCR dugc tién hanh giai trinh ty trén may
ABI sequencer 3500. Két qua thu dugc sau giai trinh tyr
dugc thu thap va xtr 1y bang phin mém Sequence Scanner
2 va ApE-A plasmid Editor 2.0.3. Trinh ty duoc so sanh
v6i gen gdc trén GeneBank dé phat hién dot bién DNA

(NG _008021).

3. Pao dirc nghién ciru: Cac dbi tuong tham gia
hoan toan ty nguyén va c6 quyén rit khoi nghién ctru khi
khong mudn tham gia nghién ctru. Cac thong tin lién quan
dén bénh nhan duoc dam bao bi mat. Nghién cttu nay da
dugc HOi déng Pao dtc trong nghién ctu Y Sinh hoc
cap co so cua Truong Dai hoc Y Ha Noi théng qua, Gidy
ching nhan s6 198/HDDDPHYHN cép ngay 21 thang 09
nam 2016.

1. KET QUA NGHIEN CUU

1. Pic diém chung ciia nhém nghién ctru

Nghién ciru cta chung t6i tién hanh trén 42 bénh
nhén théa man tiéu chuan lya chon cé tudi trung binh 1a
35,14 + 5,14, s6 Iuwgng bénh nhan nit nhiéu hon nam.

Bdng 2. Dac diém chung cvia nhom nghién ciru

Pic diém N %
Nam 20 47,62
Gigi
Nir 22 52,38
Tubi trung binh 35,14+ 5,14

2. Két qua khuéch dai exon 8 va 10 gen CDH1
Str dung cap mdi dic hiéu cho exon 8 va exon 10 gen
CDH]1 dé khuéch dai DNA sau tach chiét tir mau mé cua

Hinh 1. Két qua dién di sin phAm PCR véi cip
moi exon 8 (264 bp)

M1 2 3 4 5 617 8 9

01 ()

264
bp

M: marker, (-) chitng am, (+): chitng duwong, 1 -11:
madu bénh nhn.

3. Két qua xac dinh dt bién gen

San phdm PCR duoc giai trinh ty gen dé phat

Tap 60 - S 7-2020

10 |

Website: yhoccongdong.vn

bénh nhan. Két qua cho thiy, san pham PCR thu dugc chi
¢6 1 bang dic hiéu, kich thudce ding, khong cé san pham
phu, di diéu kién dé tién hanh giai trinh ty.

Hinh 2. Két qua dién di sin pham PCR véi cip
moi exon 10 (290 bp)

hién dot bién. Két qua cho thiy da phat hién duogc
2/42 bénh nhan c6 dot bién diém (4,76%). Ca 2 dot
bién déu nim trén exon 8, khong phat hién dot bién
nao trén exon 10.
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Bing 3. Két qua dgt bién exon 8 ciia b¢nh nhén

Mi BN Giéi Nucleotide thay déi Thay dbi Acid amin Tai liéu cong bd
7102 Nir 1039G > A Alanin — Threonin (A347T) Chua dugc cong bd
62630 Nam 1018A> G Threonin — Alanin (T340A) Oliveira (2002)8

Ca hai d6t bién déu 1a dot bién sai nghia (missense mutation) giy ra thay thé acid amin trén phén tir protein.

Hinh 3. Hinh danh gidi trinh tw exon 8 bénh nhdn 7102

G GTGGGTTCAAGCT G CT G GT GGTTCAAGCTGOCT
380 385 330 SIBD 3?5 SISD
| | |
¢.1039G>A
W\N\WV\N\ W\/W\/\/VW\/\/\
Két qua giai trinh ty bénh nhan mang dot bién Trinh tw gen cta ngudi khong dot bién

Két qua giai trinh ty cho thiy bénh nhan 7102 tai vi bang nucleotid A din dén bo ba thir 347 mé hoa acid amin
tri 1039 trén phan tr mRNA cta gen CDHI tuong Gmg  Alanin thanh Threonin. Day la dot bién méi chua duoc tai
v6i nucleotid G ¢ ngudi binh thudng dd duge thay thé  liéu nao cong bd trude day.

Hinh 4. Hinh dnh gidi trinh tw exon 8 bénh nhdn 62630

TTCCCTACATATACC TTCCCTACATATAICTC
3I|35 SI?EI 3|?5 3l|35 EI?I:I 3|?5
c.1018A>G
Két qua giai trinh ty bénh nhan mang dot bién Trinh tu gen cua ngudi khong dot bién

Két qua giai trinh ty phat hién bénh nhan ma s6 ddi acid amin thir 340 Threonin thanh Alanin va la dot
62630 ¢ dot bién nucleotide A ¢ vi tri 1018 thanh G thay  bién da biét.
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IV. BAN LUAN:

UTDD lan téa di truyén (HDGC) 1a hoi chimg di
truyén hiém gip, gay nén boi dot bién gen troi trén NST
thuong, ton tai & dang di hop tir. Tudi khoi phat bénh
dao dong trong pham vi tir 14 dén 69 tudi, trung binh 1a
38 tudi®. Nghién ctru 42 bénh nhan cua chung ti ¢o tudi
trung binh khai phat bénh 1a 35,14. Két qua nay thap hon
d6 tudi 39 trong nghién ciru cua tic gia Guindalini trén
quén thé ngudi Brazil'. Ti 18 bénh nhan nir 13 52,38% cao
hon nghién clru cua tac gia Lee JY (2017)'". Mat khac, ty
1& nam: nit theo nghién ciru ctia chiing t6i xap xi 1:1 twong
tu v&éi nghién curu cua tac gia nay.

Céac nghién ctru vé dot bién gen CDHI déu cho
thiy UTDD thé lan toa c6 ti 1& xuat hién cac dot bién
trén thudng xuyén hon cac thé UTDD con lai theo phan
loai ciia Lauren. Tan sb dot bién soma gen CDHI c6 thé
thay di tir 3 dén 50% & nhimng ngudi mac UTDD thé lan
téa. Cho tdi nay ¢ hon 160 dot bién gen CDHI di dugc
cong bd, trong sb do, ciing ghi nhan loai dot bién hay gip
nhét 1a dot bién diém bao gém thém hodc x6a nucleotide
(38%), dot bién vo nghia (17%), dot bién sai nghia (16%),
ngoai ra 1a cac dot bién tai vi tri ghép ndi (21%), con dot
bién x6a exon 16n chi chiém 9%'2 Mot sé tac gia thdy
rang ving ma hoa cho mién ngoai bao, noi dam nhén chirc
nang lién két canxi la viing dot bién thuong xuat hién trén
gen, nam tir exon 7 dén exon 10°. Vi vdy, trong nghién
ctru nay chung t6i lya chon xac dinh dot bién trén exon 8
va exon 10 ctia gen CDHI. Két qua ¢ 42 bénh nhan trong
nghién ctru ctia ching t6i o 2 bénh nhan c¢6 dot bién &
exon 8, thudc loai dot bién sai nghia khong 1am thay ddi
kich thudc phan tir protein. Mic du vay, di c6 nhiéu bang
chimg cho ring dot bién sai nghia lién quan dén hinh thai
va su van dong cua té bao, gop ph?m tao thuan lgi cho sy
phat trién va di can cua té bao ung thu'>. Trong 2 dot bién
phat hién dugc, c6 mot dot bién moi chua duoc cong bd
trude day va mot dot bién d3 dugc xac nhan & nguoi méc
ung thu da day lan toa di truyén.

Dot bién thay thé nucleotid G & vi tri 1039 trén phan
tr mRNA bang nucleotid A dan dén bo ba thir 347 ma hoa
acid amin Alanin bién ddi thanh Threonin trong nghién
ctru ctia chiing toi chua duoc cong bd va su lién quan dén
ung thu da day lan téa con chua rd. Tuy nhién, cdc dot
bién ¢ diém ndi EC1-2 va EC2-3 duogc biét dén nhu 1a
nguyén nhan gay ra hién tugng ma hda cadherin khong
dung cach va lam giam d6 két dinh cua té bao, exon 7 dén
9 14 cac exon chinh cdu triic nén mién ngoai bao EC1-2
ctia phén tir protein. Do d6, dot bién xay ra & ving nay ¢
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thé din dén tuong tac bit thudng gitra cac mién cadherin'.
Hon nira, viéc thay thé acid amin ki nudc khong phén cuc
Alanin thanh Threonin 13 acid amin c¢6 chudi bén phan cuc
c6 thé 1am thay doi bé mit tiép xtic ctia phan tir protein
dan t6i anh hudng dén cu triic cudn xodn bac cao ciing
nhu tinh toan ven trong chuc nang cua E-cadherin. Dot
bién th{r hai trong nghién ciru chung t6i xac dinh duoc 1a
mot dot bién da cong bd trén tap chi Human Mutation nam
2002 cua Oliveira khi nghién ctru 11 gia dinh phu hop tiéu
chudn cua Hiép hoi Lién két ung thu da day qudc té vé
UTDD lan toa di truyén ¢ chau Au. Tac gia da phat hién
4/11 gia dinh mang d6t bién gen CDH, trong cac dot bién
tim thiy ¢ nhitng nguoi mac ung thu da day nay, c6 dot
bién di hop tir thay thé nucleotide A thanh G & vi tri 1018
bién dbi acid amin & thtt 340 Threonin thanh Alanin®. Bén
canh do6, tac gia cling phan tich m6 hinh tuong tac gitta
cac acid amin 1an c4n ving thay d6i, nhan thiy sy bién d6i
acid amin s& lam giam s luong lién két hydro trong cau
tao phan tir ctia protein, diéu nay c6 thé dong vai tro trong
vi€c giam tinh 6n dinh hoat dong ctua E-cadherin.

Ty 1& d6t bién chung trong nghién ctru cia ching
toi 1a 4,76% tuong tu tac gia Corso (2013) xac dinh dot
bién tir exon 7 dén exon 10 1a 4,5%!. Ty 1é dot bién trong
nghién ctru nay thdp hon so véi béo cao clia cac tic gia
khac trén thé giéi nhu Chen (2015) 1a 7,1%, Lee (2014)
1a 35,7%; Choi (2018) 1a 23% 3,°,'®. C6 su khac biét nhu
trén 1a do ¢& miu nghién ctru cua ching t6i chi bao gdm
42 bénh nhan va xac dinh dot bién xay ra trén 2 trong )
16 exon cua gen, sir dung phuong phap nghién ctru khac
nhau va c6 thé 13 do nghién ctru dugce tién hanh trén nhidu
qudc gia khac nhau c6 ti 16 mic ung thu da day thay d6i
giita cac quan thé nguoi. Vi vy, chung t6i can ¢ nhiing
nghién ctru sdu hon, ¢& mau 16n hon, chig minh y nghia
ctia dot bién sai nghia nay trén invitro va c6 thé két hop
v6i nhudm héa mé mién dich nhdm biét duge mirc do biu
hién cuia protein E-cadherin.

V.KET LUAN:

Nghién ctru da phat hién dugc 2/42 (4,76%) bénh
nhan ung thu da day lan toa di truyén c6 dot bién gen
CDHI trén exon 8, ca 2 déu la dot bién sai nghia. Trong
d6 c6 dot bién moi thay thé 1039G > A lam bién d6i acid
amin Alanin thanh Threonin chua dugc cong bd trudc diy
va mot dot bién da dugc x&c nhén 6 nguoi méc ung thu da
day lan toa di truyén 1a dot bién thay thé 1018A > G lam
Threonin bi bién ddi thanh Alanin. Khong phat hién dugc
@6t bién nao trén exon 10 ctia gen CDH.
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