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ABSTRACT

Latent Membrane Protein 1 (LMP1) gen of Epstein-Barr virus (EBV) (LMP1
EBYV) and the mutation in LMP1 EBV were important for the formation of
malignant tumors in nasopharyngeal carcinoma (NPC) in patients with EBV
infection. The objective of the study was to determine the frequency and loss
30 bp mutation of the LMP1 gene in the biopsy specimen of the NPC patient.
A cross sectional descriptive study was carried out of 65 biopsy specimes of
patients, who was confirmed as nasopharynreal carcinoma at the Can Tho
Oncology Hospital. Polymerase Chain Reaction (PCR) with LMP1 primer
(168373-168174) was used to determine the frequency of LMP1 EBV gene and
sequening technique was applied to identify LMP1 gene mutation. As a result,
the rate of LMP1 EBYV in nasopharyx biopsy specimens was 61.5% (40/65).
Besides, there was 57.5% (23/40) of 30 bp loss mutant on LMP1 EBV gene was
indentified among of LMP1 EBV in nasopharyx biopsy specimens. In
conclusions, the rate of LMP1 EBV on biopsy specimens of NPC in Can Tho
was 61.5% with the common mutation pattern of 30bp loss.

TOM TAT

Cac nghién ciru da chirng minh gen Latent Membrance Protein 1 (LMPI) ciia
virus Epstein-Barr (EBV) (LMPI1 EBV) va sy dot bién gen LMP1 EBV lién
quan c6 ¥ nghia dén sw phdt trién khoi u dc tinh tai biéu mé vom mili hong ¢
cdc BN ¢6 nhiém EBV. Muc tiéu nghién ciu la xac dinh tan sudt va dot bién
mdt doan 30 bp trén gen LMP1 EBV & mdu mé sinh thiét vom ciia BN UTVMH.
Thiét ké nghién ciru mé ta cdt ngang dege thue hién trén 65 mdau mé sinh thiét
vom ciia BN dirgc chan dodn xdc dinh la UTVMH tai Bénh vién ung budu Cdn
Tho. Ky thudt Polymerase Chain Reaction (PCR) - phan umg chudi polymerase
voi cdp moi LMPI (168373-168174) dwoc sir dung dé ' phat hién gen LMP1
EBV va kj thudt gidi trinh tw gen LMP1 dé xdc dinh kiéu dot bién gen LMP]I.

Két qua cho thdy 61,5% (40/65) c6 gen LMPI1 EBV ¢ mé sinh thiét vom va
57,5% (23/40) c6 kiéu dot bién mat doan 30 bp trén gen LMPI. Két ludn, tan
sudt gen LMP1 EBV trong mdu mé sinh thiét vom ciia BN UTVMH tai Can Tho
la 61,5% va mdt doan 30 bp la kiéu dot bién phé bién trén gen LMPI.

Trich dan: Trinh Thi Hong Cua, Tran Ngoc Dung, Ta Vin T va Phan Thi Phi Phi, 2019. Tan suit va dot bién
gen LMP1 cua virus Epstein-Barr & mau sinh thiét vom cuia bénh nhéan ung thu vom miii hong diéu
tri tai Bénh vién Ung budu Can Tho. Tap chi Khoa hoc Truong Pai hoc Can Tho. 55(S6 chuyén
dé: Cong nghé Sinh hoc)(1): 66-71.
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1 GIOI THIEU

Ung thu vom miii hong (UTVMH) 1a bénh 1y ac
tinh voi khdi u xuat phat chii yéu tir 10p té bao biéu
mo vung vom mili hong (Da Costa et al., 2015). Bac
diém co ché sinh bénh cia UTVMH c6 lién quan
dén ba nhém yéu t6 nguy co: nhiém virus Epstein-
Barr (EBV), yéu td co dia Human Leukocyte
Antigen (HLA) va mét s6 yéu t dinh dudng, moi
truong, vung dia 1y. O ngudi trudng thanh, hau hét
céc trudng hop nhiém EBV déu & dang tiém 4n nén
hé mién dich khé phat hién va tiéu diét EBV. Khi
gap diéu kién thuan loi, cac gen tiém an cua EBV s&
tai hoat hoa (Kieff et al, 2010). UTVMH la mét
trong nhitng bénh 1y ung thu ma co ché sinh bénh c6
sur hién dién va dot bién cua cac gen & cac thé tiém
an cua EBV, duoc dé cap nhiéu trong s6 d6 1a gen
Latent Membrance Protein 1 (LMP1). Nhiéu nghién
ctru da chimg minh rang gen LMP1 cua virus EBV
(LMP1 EBV) di dugc tim thay trong cac mau sinh
thiét vom miii hong (Nguyen Van D et al., 2008;
Nghiém DPuc Thuén, 2013), déng thoi, cac nghién
ctru con cho thdy c¢6 hién tuong dot bién mét doan
30 bp & gen LMP1 khi so sanh véi chung EBV B95-
8 va kiéu dot bién nay co tinh chat quyét dinh tién
trién ung thu (Nguyén Dinh Phiic vd ctv., 2008). Cac
nghién ctru vé UTVMH & mién Béc-Viét Nam trude
day cho thiy gen LMP1 EBV dugc biéu 16 100% &
bénh nhan UTVMH thé mé bénh hoc ung thu té bao
biéu mo khong biét hoa (UTTBBMKBH) vdi tan
suét dot bién mat doan 30 bp 1a 90% (18/20) (Pham
Thi Nguyét Hang va ctv., 2003). Trong khi do, viéc
nghién ctru vé gen LMP1 EBV & bénh nhan
UTVMH mién Nam-Viét Nam, dac bit la DPong
bang séng Ciru Long van con chua dugc xac dinh.
Trén co s dic diém dich t& bénh UTVMH lién quan
chit ché véi tinh chit ving mién dia 1y, nghién ciu
duoc tién hanh véi muc tiéu la xac dinh tan sudt va
dot bién mat doan 30 bp gen LMP1 EBV trén mdu
sinh thiét ciia bénh nhdn ung thu vom miii hong, diéu
tri tai Bénh vién Ung budu thanh phé Can Tho.

2 PHUONG TIEN VA PHUONG PHAP

2.1 Déi twong nghién ciru

MAu mé sinh thiét vom cta bénh nhan (BN)
duoc chin doan bé‘mg mo bénh hoc 1a UTVMH diéu
tri tai Bénh vién Ung buéu Can Tho tir thang
12/2014 dén thang 6/2018

— Tiéu chudn chon: Mau mé sinh thiét vom
ciia bénh nhan UTVMH chua diéu tri va dat khdi
luong mo tr 0,5-4 mg.

— Tiéu chuén loai trir: Mau mé ciia bénh nhan
UTVMH téi phat hodc dén kham dinh ky.
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2.2 Phuwong phap nghién ciru

2.2.1 Thiét ké nghién ciru: M6 ta cét ngang,

2.2.2 C6 mdu va phwong phdp chon mau: 65
mau mo sinh thlet vom dap tng tiéu chuin chon
mau, gom 28 mau m0 sinh thiét tuoi va 37 mau mo
sinh thiét vui trong nén paraffin cua BN nghién ctru
duoc chon ngau nhién trong thoi gian nghién ciru.

2.2.3 Noi dung va cdc ky thudt trong nghién
cuu

— Céc dac diém chung cua bénh nhan va miu
nghién ctru: gi6i tinh; nhom tudi; két qua mod bénh
hoc (khoa xé‘t nghiém Giai phau bénh cta béqh vién
ung budu Can Tho), duge phén loai theo xEp loai
cua to chie Y te the gidi - 2005.

— Til¢ gen LMPI EBV trén miu sinh thiét
vom: thyc hién k§ thuat PCR tai phong thi nghiém
Sinh hoc Phan tir, Vién Nghién ctru va Phét trién
Cong ngh¢ Sinh hoc, Truong Dai hoc Cén Tho, qui
trinh gom céac budc sau:

(1) Ly trich DNA tong s6 tir mau mo sinh thiét,
bao gom ca h¢ gen virus bang bo kit Invisorb® Spin
Tissue Mini Kit. Két qua DNA ly trich duoc do ndng
d6 DNA (ODa¢0) va danh gia do tinh khiét ciaa DNA
bang chi s6 OD,60/ODago (1,6-2,1) trén hé thong may
BioDrop. K¥ thuét ly trich DNA dugc thyc hién tai
phong xét nghiém Sinh hoc Phén tir, Truong Pai hoc
Y duoc Céan Tho.

(2) Thyc hién phan tmg PCR v&i cip mdi LMP1
EBYV c6 trinh tu ¢ vi tri 168373: 5’-CTA GCG ACT
CTG CTG GAA AT-3’; 168174: 5°-CGC GGA

TCC TTA GTC ATA GTA GCT TAG-3’ (Pham
Thi Nguyét Hang va ctv., 2003). Thanh phén phén
rng PCR: 2,5ul DNA, 31 ANTPs, 1l m&i moi, 3pl
MgCl,, 0,5ul Tag DNA polymerase, Sul Buffer va
34ul nuée cat. Tong thé tich 1a 50pl. Chu trinh
luan nhiét: 95°C/7 phut; 35 chu ky: 94°C/1 phat 30
gidy, 55°C/1 phit, 72°C/1 phit 30 gidy; 72°C/7 phut.

(3) Poc két qua: dién di 9ul san phim PCR trén
gel agarose 2% trong dém Tris-Borate-EDTA
(TBE) 1X, dién thé 50 V, thoi gian 1 gio. San pham
PCR ciia miu nghién ctru duong tinh (c6 sy hién
dién cua gen LMP1 EBV) khi c6 vach dién di trén
gel véi kich thude 230bp hoac 200bp (khi c6 kha
ning dot bién mat doan 30bp trén gen LMP1 EBV)
(Pham Thi Nguyét Hang va ctv., 2003).

—  Tilé kiéu dot bién mat doan 30 bp gen LPM1
EBV trén miu mé sinh thiét vom.

Tién hanh k¥ thuat giai trinh tu gen céc san pham
LMP1 EBV duong tinh tai phong thi nghiém First
BASE Laboratory, Malaysia bang hé thong may
ABI PRISM 3730x1 Genetic Analyzer phat trién boi
Applied Biosystems, My. Xir Iy két qua bang phan
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mém BioEdit Sequence Alignment Editor. Kiéu dot Bang 1: Pic diém vé giéi, nhom tudi ciia BN
bién mit doan 30 bp dwoc ghi nhan khi c6 hién nghién ctru
tuong mat doan nucleotide trén gen LMP1 EBV khi Dic diem Tanso  Til¢ (%)
so trinh tuy ciia mau nghién cru véi trinh ty cua . Na.lm 13 * 66,2
chung EBV B95-8. Gidi tinh Nit 2 338
Xir 1y s6 liéu, phan tich thong ké: cac dir liéu <20 2 3,1
nghién curu thu thap dugc nhdp vao chuong trinh Nhom 21-40 8 12,3
EpiData 3.1, xtr ly thong ké bang phan mém Stata tuoi 41-60 36 55,4
10.0. Sir dung thuat toan thong ké mo ta dé mo ta gia tri > 60 19 29,2

ti 1¢ céc bién va kiém dinh gia thuyét bang Chi- test. ; . . ‘.
¢cacbien vakiem dinh gia thuyet bang Chi-Square tes Vé nhém tudi: bénh tap trung da s6 ¢ nhom tudi

3 KET QUA VA THAO LUAN tir 41-60 tudi, chiém 55,4%, k& d6 1a nhom tuodi trén
3.1 Dic diém chung cia BN UTVMH dugc 60, chiem 29,2%. Két qua nghién ciru ndy cling
lay miu md nghién ctru twong dong véi cac nghién ctru khac, nghién ctru cua

, , . , Phan Thanh Thuén (2014) tai Can Tho v6éi nhém

Keét qua bang 1 cho thay nam gidi c6 ti 1¢ mac tudi méc bénh tir 40-60 tudi chiém 53,3%. Dé Iy giai
bénh nhi€u gap doi nir gidi. K&t qua ndy phu hop voi van dé nay, cac nghién ctru cho rang nam gidi la lao
nghién ciru ciia Nghiém Birc Thuan (2013) tai Vién dong chinh trong gia dinh nén thuong xuyén tiép
quan Y 103, voi ti 1¢ nam/nir 1a 1,76/1, Phan Thanh xtc nhiéu vé6i yéu t6 phoi nhidm tir nghe nghiép, hon

Thuan (2014) nghién cru tai Can Tho ciing cho thay nira ho thuong 6 théi quen hit thude 14 va udng
ti.1§ nam gi¢i mac bénh nhiéu hon 1,3 lan so voi nit ruou, day ciing chinh la cac yéu td nguy co sinh bénh
gidi. UTBMVMH dugc néi dén trong y van (Gourzones
etal., 2013)
Bing 2: Phén loai thé mé bénh hoc trén miu mé nghién ciru ciia BN UTVMH
Thé mé bénh hoc Tén s6 Ti 18 (%)
Ung thu té bao biéu mé gai simg hoa (UTTBBMGSH) 0 0
(Keratinzing Squamous cell carcinoma)
Ung thu t& bao biéu md gai khong simg hoa (UTTBBMGKSH) 35 53,8
(Nonkeratinzing Squamous cell carcinoma)
Ung thu t& bao biéu md khong biét héa (UTTBBMKBH) 30 46,2

(Undifferentiated carcinoma of nasopharyngeal type-UCNT)

UTTBBMKBH la 52,9%, nhung lai khac véi cac
nghién ctru & mién Bic-Viét Nam, v6i thé mo bénh
hoc cia UTVMH chu yéu 1a UTTBBMKBH véi ti
16 12 88,89% (Nghiém Dwrc Thuén, 2013). Didu nay
mot 14n nira cho théy, dic diém phéan b thé méd bénh
hoc cua bénh nhan UTVMH c¢6 thé khac nhau tuy
thudc vao ving dia ly. Dong thoi, cac y van ciing ghi
nhéan, do EBV déng vai tro chinh trong tac nhan sinh
bénh UTVMH, nén su khac nhau vé thé mé bénh
hoc ¢6 thé kéo theo su khac nhau vé mirc d6 hién
dién cua EBV hay biéu hién gen cia EBV & cac thé
mé UTVMH. Gourzones et al., (2013) cho ring:
EBV hi¢n di¢n hau hét & thé UTTBBMKBH, ké dén
1a UTTBBMGKSH va rit it & thé ung thu té bao biéu
md gai sing hoa. Vi thé, nghién ctru s& tim hleu sau
hon vé& mirc d6 biéu hién cac bang ching vé su hién
dién ciia EBV & cac thé md bénh hoc ciia BN
UTVMH tai Can Tho, tir 6, ¢6 thé dua ra nhan dinh
vé ddc diém EBV trong sinh bénh UTVMH tai Can
Tho thong qua viéc khao sat tan sudt va dot bién gen
LMP1 EBV. Cac két qua nghién ctru dudi day s& thé
hién diéu nay.

Theo phén loai td chuc Y té thé gisi (2005), thé
mo bénh hoc cia UTVMH dugc phan lam 3 nhom:
Ung thu té bao biéu mo gai simg hoa (nhom I); Ung
thu t& bao biéu mé gai khong simg hoa (nhom II) va
Ung thu t& bao biéu mo khong biét hoa (nhom III).
Trong d6, thé ung thu t& bao biéu mo khong biét hoa
duge cho 1a thé md bénh hoc dic trung cua
UTVMH, dic biét & mién Bic-Viét Nam, thé mo
bénh hoc nay chiém ti 1& cao trong cac nghién ctru
UTVMH (Nghiém Dtrc Thuén, 2013). Két qua bang
2 cho théy, thé mod bénh hoc cia BN UTVMH tai
Bénh vién Ung budu Can Tho chi tap trung & hai thé
13 ung thu t& bao biéu mé gai khong sing héa chiém
53,8% (35/65 mau) va ung thu té bao biéu m6 khong
biét hoa chiém ti 1& 1a 46, 2% (30/65), khong co6
truong hop nao 1a ung thu té bao biéu mo gai sing
hoéa. Két qua mo bénh hoc nay da dwoc nhoém nghién
ctru kiém chimg lai tai khoa Giai Phiu Bénh, Bénh
vién K Ha Noi v6i két qua tuong dong. So sanh véi
céc nghién ctru trudc ddy vé thé mo bénh hoc cua
UTVMH cho thiy c6 sy twong dong véi két qua
nghién ctu ciia Pang Huy Qudc Thinh (2012),
nghién ciru tai thanh phé HO Chi Minh véi thé
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3.2 Til¢ gen LMP1 EBV trén mau sinh
thiét vom ciia BN nghién ciru

Bang k¥ thuat PCR véi trinh ty cip mdi LMP1
(168373-168174) da phat hién duoc 40/65 mau mo
sinh thiét vom cta bénh nhan c¢6 su hién dién gen
LMP1 EBV, chiém ti 1¢ 61,5% va 38,5% (25/65)
khong c6 gen LMP1. So sanh v&i két qua nghién ctru
ctia Lé Thanh Ha va ctv., (2014), trén 64 mau nghién
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clru tai mién Bac-Viét Nam, voi cung k¥ thuét va
trinh tu cap mdi duoc thiét ké trén gen LMP1 EBV
thi ti 16 gen LMP1 EBV & cdc mau nghién ctu la
53,1% (34/64), thap hon két qua ctia nghién ciru nay.
Su khéc biét vé ti 18 gen LMP1 EBV c¢6 thé do su
khéc nhau vé ving mién dia ly. Tuy nhién, vi s6 lidu
¢ mau con it, cho nén dé khang dinh van dé nay can
phai tiép tuc nghién ciru thém.

GiéngT: Thang chuin 100 bp
Giéng2: LMP1 EBV (+) 230 bp
Giéng3: LMP1 EBV (+) 200 bp

Giéng1-4-5: LMP1 EBV (-)

Hinh 1: Hinh anh két qua PCR dwong tinh va 4m tinh qua dién di trén gel Agarose

Bang 3: Ti ¢ gen LMP1 EBV theo thé mé bénh hoc

Thé mé bénh hoc LPMI (-) LPM1 (+)
Ung thu té bao biéu mé gai khong stng héa 16 19
(Nonkeratinzing Squamous cell carcinoma) (45,7%) (54,3%)
Ung thu té bao biéu md khong biét hoa 9 21
(UCNT - Undifferentiated carcinoma of nasopharyngeal type) (30%) (70%)
Téng 5O 25 40

(38,5%) (61,5%)

Su hién dién gen LMP1 EBV & cdc thé mé bénh hoc cé sw khdc biét khong cé ¥ nghia thong ké & mike ¥ nghia 5%

Két qua bang 3 cho thdy, ti 1é gen LMP1 EBV &
thé ung thu té bao biéu mé khong biét hoa chiém ti
18 70% (21/40) va & thé ung thu té bao biéu mo
khong stng hoa la 54,3%. So sanh véi nghién ciu
cia Pham Thi Nguyét Hang va ctv., (2003) trén 20
mau sinh thiét cia BN UTVMH mién Béc-Viét
Nam, ti 1¢ gen LMP1 EBV & thé UTTBBMKBH la
100%, nhur vy két qua ctia nghién ctru nay thap hon,
mic du cung vi tri trinh ty cdp méi LMP1. Dé Iy giai
su khac biét, c6 nhiéu kha ning xay ra: 1) Do su
khéc biét mau chon vao (nghién ctru ctia tac gia chi
lam trén thé UTTBBMKBH, trong khi nghién ctru
tién hanh trén 2 thé UTTBBMKBH va
UTBMGKSH; 2) Khac biét vé ti 1é phan bd thé mo
bénh hoc theo ving dia 1y (giita mién Bic va mién
Nam ciia Viét Nam); do chwa c6 sb liéu ctia nghién
clru trude vé ti 1é gen LMP1 EBV ¢ BN UTVMH
mién Nam cua Viét Nam dé so sanh. Didu nay doi
hoi sy nghién cuu thém. Bén canh d6, cd sy khac
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biét khong c6 ¥ nghia théng ké (p>0,05) vé ti 18 gen
LMP1 EBV & hai thé md bénh hoc UTTBBMKBH
va UTTBBMKSH trong nghién ctru. Piéu nay goi ¥
rang, bénh nhan UTVMH & Can Tho ndi riéng va
ving Dong bang séng Ctru Long néi chung c6 thé
md bénh hoc va ti 1€ gen LMP1 EBV trong mé sinh
thiét vom khac v6i bénh nhan UTVMH & mién Bic-
Viét Nam. Day 1 vin dé méi chua duoc dé cép dén
trong cac nghién ctru.
3.3 Tilé ddt bién mat doan 30 bp trén gen

LMP1 EBV ¢ miu sinh thiét ciia BN nghién ciru

Trong co ché sinh bénh UTVMH, gen LMPI1
EBV la gen mi héa cho mot protein mang tiém an
cua EBV. Gen ¢6 hai vung hoat hoa 1a C Terminal
Activation Region 1 (CTAR 1) va C Terminal
Activation Region 2 (CTAR?), cu tric bao gdm céc
acid amin dong vai tro quan trong trong viéc kich
hoat cac con duong tin hiéu ndi bao cho sy ting
truong té bao. Cac nghién ciru trude da chimg minh,
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protein LMP1 1a san pham gen EBV duy nhit c6 kha
nang gy ung thu don phuong trén chudt thuc
nghiém, gdy nhiéu kiéu bién dbi kiéu hinh t& bao
biéu m6 (Nguyen Van D et al., 2008). Dic biét, dot
bién mét di 30 nucleotide & vi tri ma hoa cho 10 acid
amin gan ving hoat héa CTAR2, lam mét vi tri cat
clia enzyme gidi han Xhol, c6 lién quan dén chuyén
bién té bao tir trang thai khong ung thu sang ung thu
(Nguyen Van D. et al., 2008). Theo tac gia Pham
Thi Nguyét Hang va ctv., (2003), néu san pham co
kich thude 200 bp thi twong tng gen LMP1 c6 d6t
bién mat 30bp va ti 1& dot bién mat doan 30 bp & gen
LMP1 EBV 1a 90% (18/20).
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Bang k¥ thuat dién di, trong s6 40 mau c6 gen LMP1
EBV, ¢6 23 miu c6 san pham dién di véi kich thude
tuong tmg 200 bp, chiém ti 1& 57,5% va 17 miu co
san phdm dién di v6i kich thude twong tng 230 bp,
chiém 42,5%. D¢ tim hiéu ti 1& xut hién kiéu dot
bién mét doan 30 bp ¢ gen LMP1 EBV & mau
nghién ctru c6 gen LMP1 EBV, 21 mau c6 vach dién
di 13 (gém 16 mau 200 bp va 5 mau 230 bp) da dugc
chon ngiu nhién dé tién hanh k¥ thuat giai trinh tu
nhiam khéng dinh kiéu dot bién mat doan 30 bp cua
LMP1 EBV ¢ BN UTVMH tai Can Tho.
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Hinh 2: Hinh anh dot bién mit doan 30 bp ciia 21 san phdm PCR c6 gen LMP1 EBV bing ky thuit
gidi trinh tu gen

Két qua & Hinh 2 cho thdy, trong 21 mau nghién
ctru duoc chon giai trinh ty gen LMP1, c6 dén 16/21
mau (chiém 76,19%) cho hinh anh dot bién mat
doan 30 bp va hoan toan phi hop véi cac mau co san
pham dién di véi kich thude twong tmg 200 bp. Két
qua nay phu hop véi nhan dinh cua Pham Thi
Nguyét Hang va ctv., (2003) va mot lan nita qua
nghién ctu ciia chung t6i, chimg minh rang sinh
bénh hoc cia UTVMH c6 lién quan nhiéu dén su
hién dién va dot bién mét doan 30bp & gen LMP1
ciia EBV. Két qua nay c6 thé 1a tién dé goi y cho
mot bién phép giup chan doan sém va chinh xac cho
bénh nhan UTVMH thong qua viéc phat hién dot
bién mit doan 30 bp ciia gen LMP1 EBV trong
tuong lai.

4 KET LUAN

Tan suit gen LMP1 EBV trong mau md sinh
thiét vom ciia BN UTVMH tai Can Tho 12 61,5% va
mét doan 30 bp 1a kiéu dot bién phd bién trén gen
LMP1.
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