TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

KHAO SAT MUC PO BIEN BDOI NUCLEOTIDE GEN E6, E7 VA L1
CUA HUMAN PAPILLOMAVIRUS TYPE 16 VA 18 O BENH NHAN
UNG THU CO TU CUNG

Hoang Xuan Son"~, Vii Ba Quyét?, Nguyén Vii Trung?

"Trung tdm Y té Cho M&i - Bdc Kan
2Bénh vién Phu sén Trung wong
3Trwong Pai hoc Y Ha Noi

Trong s céc type HPV gay bénh & ngudi, type 16 va 18 Ia hai type c6 ty Ié géy ung thw cé tr cung réat
cao. Céc nghién ctru cho thay sw bién déi trinh ti nucleotide trong bo gen cta type 16, 18 cé thé thic déy tién
trién ung thw cé tir cung va céc triéu chiing khac & nguoi bénh. Trong nghién ctru nay, ching t6i phan tich
sw bién déi trinh tw nucleotide trén cac gen E6, E7 va L1 cda hai type HPV 16 va 18 & nhitng nguoi bénh da
duoc xéc dinh méc ung thu cd tir cung. Sang loc 104 bénh nhan, cé 63 bénh nhan du tiéu chuén lwa chon vao
nghién ctru, bao gém 46 trirong hop nhiém don HPV-16 va 17 triong hop nhiém don HPV-18. Két qua phén
tich trinh tw nucleotide ctia cac gen E6, E7, L1 cla céc type nay cho thdy: Type HPV 16 c6 13 bién déi duoc
tim thdy & gen EB; ty Ié dét bién cao nhét la T350G véi 100%; thép nhét Ia A378G 10,9%. Trén gen E7, vi tri
c6 ty Ié doét bién cao nhét la C578T & véi 60,9% va thép nhét 1a A739G véi 13,0%. Trén gen L1 xéac dinh duoc
40 dét bién, trong dé dét bién G7060A chiém ty 1é cao nhét Ia 80,4%. Type HPV 18, & gen E6 xuét hién 14 dét
bién, ty Ié cao nhét la G532T vé6i 41,2%; Trén gen E7 tim thdy 6 dét bién, trong dé dot bién C894T va C898T
chiém ty 16 47,1%; C6 24 dot bién tim thdy & gen L1, dot bién cao nhét xuét hién & vj tri G5612T v6i 17,6%.

Tir khéa: Ung thw ¢6 tir cung, HPV, dat bién, gen E6, E7, L1.

I. DAT VAN DE

Ung thw ¢6 t&r cung 1a loai ung thw phd bién
nhét trong sb cac loai ung thw ac tinh & dudng
sinh san ni." D liéu dich t& hoc cho thay nhiém
trang dai dadng véi Human Papillomavirus
(HPV) c6 thé gay ung thw ¢b t&r cung, dac biét
la nhiém type HPV-16 va 18.234 Cac nghién
clru cho thay ung thw cb tr cung chi yéu lién
quan dén hai type HPV la 16 va 18.56

Dv liéu nghién cru cho thay HPV type 16 va
18 ¢6 sy da dang di truyén (bién thé - variant),
khac biét < 2% trinh ty hé gen so véi ching
hoang da va dwgc phan loai thanh cac nhanh
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phat sinh loai (phylogenetic branches). Mét
s nghién ctru ghi nhan cé sw lién quan gitra
céac bién thé véi sy nhiém trung dai déng cla
HPV va sy hinh thanh céac tén thwong ac tinh.
Mot sb bién thé dwoc tim thay cé lién quan téi
ung thw cb tt& cung, déc biét 1a mot sb bién thé
mang cac dot bién gay ung thw tiém nang nhuw
L83V va D25E (type 16) trén gen E6.7¢

Ngoai ra cac bao cao nay cling ghi nhan ty
I& va mire do bién dbi trinh tw nucleotide & gen
E6 va E7 cé sy khac nhau tuy thuéc vao ching
tdc va vung dia ly.>2

Tai Viét Nam, cho dén nay c6 rat it nghién
clru vé dot bién cla cac type HPV nguy co gay
ung thw ¢ t& cung cao nhw HPV16, HPV18.
Viéc xac dinh mirc dd bién ddi nucleotide & cac
gen diéu hoa nhw L1, E6, E7 ctia HPV sé lam
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r& mdi lién quan gitra cac dot bién xuat hién
& HPV 16, 18 v&i bénh Iy ung thw ¢b t&r cung,
gitp cho nang cao hiéu biét va tién lwong mic
dd bénh ciing nhw nguy co tién trién ung thw cd
tlr cung & nhirng ngudi nhiém HPV 16, 18 cé
mang dot bién dé tir d6 dwa ra nhirng giai phap
sang loc, giam sat va diéu trj hiéu qua hon. Vi
ly do d6 ching t6i tién hanh thuc hién nghién
ctru nay v&i muc tiéu: xac dinh ty 1& da hinh don
nucleotide trén gen E6, E7, L1 cua cac type
HPV16 va 18 & bénh nhan ung thw cé t& cung.

Il. DOI TWUONG VA PHUONG PHAP
1. Déi twong

Nghién cu dwoc thwc hién trén 63 bénh
nhan c6 bang chirng méc ung thw ¢b t& cung
dang diéu trj tai Bénh vién Phy San Trung Uong.

Tiéu chuén Iwa chon

Bénh nhan c6 két qua mé bénh hoc ung thw
cb tlr cung, co két qua xét nghiém HPV DNA (+)
v&i cac type:

+ Pon nhiém HPV 16

+ Pon nhiém HPV 18.

- Tiéu chuan loai trr: Khong déng y tw
nguyén tham gia nghién ctru, d@ mo cat tlr cung
hoan toan, khéng c6 xét nghiém PCR HPV
hoac c6 xét nghiém PCR HPV (-), ddong nhiém
HPV nguy co cao.

Thoi gian va dia diém nghién cteu

Théi gian nghién ctru tr thang 01/2019 dén
thang 03/2020.

Dia diém: Bénh vién Phu san Trung wong:
thu tuyén bénh nhan ung thw ¢ t& cung cé két

qua xét nghiém dinh type HPV.

Bénh vién Bénh Nhiét d&i Trung wong: lam
xét nghiém giai trinh tw gen.
2. Phwong phap

Sang lgc 104 bénh nhan thi xac dinh dwoc
63 bénh nhan nhan cé nhiém don HPV 16 va
HPV 18, ching téi da tién hanh khao sét trinh
tw gen HPV cla 63 bénh nhan nay.

Quy trinh:

Buwéc 1: Bénh nhan dén kham sang loc ung
thw cb t& cung tai Bénh vién Phu san Trung
wong dugc xét nghiém té bao nhung dich
(ThinPrep Pap Test) va HPV DNA.

Buwd&c 2: Chon nhirng bénh nhan ung thw cd
t& cung cé két qua HPV (+) dwa vao nghién
ctu. Xét nghiém DNA - HPV bang hé théng
Cobas 4800 cta hang Roche nham phat hién
HPV type nguy co cao: type 16, 18 va 12 type
nguy co cao khac (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66, 68).

Bwéc 3: Mau bénh phdm lam xét nghiém
HPV cla cac bénh nhan cé HPV DNA type
16(+), 18(+) dwoc lam xét nghiém gidi trinh gen
dé xac dinh sy bién dbi nucleotide cac gen EB,
E7, L1.

Cédc bwérc tién hanh giai trinh tw gen

Tach ADN cua HPV: sr dung bo kit QiaAMP
DNA Mini Kit, thwc hién theo hwéng dan cda
nha san xuét.

Qui trinh PCR nhan dong, giai trinh tw
gen tim dét bién gen L1, E6 va E7

+ Primers (mdi)

Gen dich Tén moi Trinh tw
16 L1-E7 F 5-TAATATAACTGACCAAGCTCCTTCATTAATTC-3
16 - L1, E6, E7
16 L1-E7 R 5-TACATAAAACCATCCATTACATCCCGTACC-3
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Gen dich Tén moi Trinh tw
18E6/7 F 5-GGAGTRACCRAAAACGGTYG -3
18- F60.E7 18E6/7 R 5-CCTTCTGRATCAGCCATTGTT -3
18L1 F1 5-GTMTCTGCYACGGRGGACAA-3
18L1 R1 5-CACAGCTGCCAGGTGAAGC - 3
18-t 18L1 F2 5-CTGGATATGGTGCCAYGGRC - 3
18L1 R2 5-CTCACYAGGGCGCAACCACAT -3

+ Thiét bi: May PCR ProlLex (Applied
Biosystem, My), May dién di MuPis (Nhat),
may gidi trinh tw nucleotide 3130 sequencer
(Applied Biosystem, M¥).

+ Ky thuat

St dung bd kit Platinum SuperFi Il Green
PCR Master mix; V&i HPV16 theo phuwong
phap cia Qinglong Shang va cdng sw; VvOi
HPV18 theo phwong phap cla Hui-Hui Xu va
cong s, thanh phan phan tng ctia PCR nhan
dong cac doan ADN cua gen E6, E7 va L1
bao gébm 0.5 pl méi, 1 X Platinum SuperFi Il
Green PCR Master Mix Kit va 5 ul ADN khuén.
Chu trinh nhiét bat du bang budéc kich hoat
HotStarTag DNA Polymerase & nhiét d6 95°C
trong 15 phdt, 1ap lai 35 chu ky & nhiét d6 94 °C
trong 30 giay, 60°C (HPV16) va 58°C (HPV18)
trong 45 giay va 72 °C trong 1 phut. S&n phdm
PCR sau dé dwoc dién di kiém tra trén gel
agarose 1,5%, tinh sach san pham PCR béng
Qiagen PCR purification kit va tién hanh giai

Ill. KET QUA

trinh tw nucleotide st dung cac cap moi thiét
ké. Trinh tw nucleotide clia cac gen EG6, E7, L1
sau d6 dwoc so sanh véi cac trinh tw gdc trén
ngan hang dir liéu gen GenBank — NCBI. Vi
HPV 16 ma Genbank: NC 001526.4 va HPV 18
ma GenBank: GQ18180792. Trinh ty doan gen
L1, E6, E7 clGa cac mau dwgc so sanh v&i cac
gen twong &ng cta gen gbc badng phan mém
ATGC 7.2 (Nhat) dé tim sw khac biét vé trinh
tw nucleotide.
3. Xt ly sé liéu

Sé liéu dwoc thu thap, nhap va phan tich
b&ng phan mém SPSS 22.0.
4. BDao dirc nghién ctru

Pé tai d& dwoc Hoi déng Dao dic cua
trwdng Pai hoc Y Ha N&i chip thuan theo quyét
dinh s6 109/HDDDDHYHN ngay 30/5/2017.
Bénh nhan hoan toan tw nguyén tham gia vao
nghién clru, cac thong tin ca nhan dwoc bao
mat theo quy dinh.

1. Pac diém chung cta cac doi twong tham gia nghién clru

Bang 1. Dac diém cua cac déi twong nghién ctru va ty 1é nhiém HPV

Ung thw cé tir cung

Pic diém
n=63 100%
Nhom tudi <34 07 11,1
35-44 28 44 4
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Ung thw cé tir cung

Pic diém

n=63 100%

45 -54 16 25,4

255 12 19,1

Tudi trung binh 44,0 + 9,38; L&n tudi nhét 1a 68; nhd nhat |4 26 tubi

Noi sbng Thanh thj 43 68,3
Noéng thén 20 31,7

Sé lan c6 thai 0-2 13 20,6
=23 50 79,4

Nhi&m HPV Type 16 46 73,0
Type 18 17 27,0

Nghién clru 63 bénh nhan cho thay, ty 1&
nhiém HPV nguy co cao dwoc mé ta & bang 1.
Tudi trung binh Ia 40,0 + 9,38, ngwoi nhd tudi
nhat 1a 26 tudi, Ion tudi nhat la 68 tudi. Phan bb
theo dia dw, bénh nhan séng & thanh thi chiém

2. Ty lé dét bién gen E6, E7 va L1 ctia HPV 16

68,3%; sb con lai sébng & ndng thén chiém
31,7%. Ty |& bénh nhan c6 sb 1&n mang thai <
2 1an la 20,6%. S nhiém don loai HPV 16 Ia
73,0%; nhiém don HPV 18 |4 27,0%.

Bang 2. Vi tri dot bién ctia HPV 16

1 1 1 2 3 3 3 4 4 4
Vi tri (E6) 5 7 7 1 5 7 8 1 3 5
0 2 8 8 0 8 5 7 4 8
Géc G A T C G A A A T C
Bién thé A G G/A A T G C G C T
n 11 11 34 11 46 5 21 14 16 16

% 239 239 738 239 1000 10,9 457 283 388 348
5 6 7 7 7 7 7 7 8 8
Vi tri (E7) 7 6 3 3 4 5 6 8 1 4
8 6 2 9 9 8 6 4 7 6
Géc C G T A C G G G A T
Bién thé T A C G A T/A A GIT C C
n 28 17 18 6 16 8 13 13 16 17

% 60,8 37,0 39,1 13,0 348 173 283 283 348 37,0
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5 5 5 6 6 6 6 6 6 7
o 6 7 8 2 4 6 7 9 9 0
Vi tri (L1)
5 0 3 7 2 5 1 1 5 6
9 4 6 7 6 5 9 0 0 0
Géc T A A A G T A G G G
Bién thé C G G G A/TIR C G T T/IC AT
n 15 23 25 5 17 29 25 27 11 37
% 326 500 543 108 369 630 543 587 239 804

C6 13 dét bién nucleotide trén gen E6 dwoc |& dot bién cao nhat [a C578T véi 28/46 (60,9%)
tim thay; trong d6 dot bién T350G xuét hién & va thap nhét 1a dot bién A739G (6/46; 13,0%).
ca 46 ching HPV. Dot bién T178A co ty 1& 14/46 Trén gen L1 c6 40 vi tri dot bién dwoc tim thay,
va T178G xuét hién & 20/46; Dot bién A378G trong d6 dot bién tai vi tri G7060A c6 ty & cao
chi c6 mat & 5 chiing HPV. O' gen E7, vitri co ty nhét, xuat hién & 37/46 ching HPV (80,4%).

3. Ty lé dot bién gen E6, E7 va L1 cia HPV 18
Bang 3. Vi tri dot bién cta HPV 18

1 2 2 2 2 2 4 4 4 4
Vi tri (E6) 2 2 4 6 7 8 2 3 3 5
3 0 4 2 6 4 0 4 9 6
Géc C T T T G A C A T C
Bién thé G cIY G G T G T G C A
n 1 2 2 2 2 2 4 2 2 3

% 5,9 18 118 118 11,8 118 235 11,8 11,8 17,6
4 5 5 5 6 7 7 8 8 8
Vi tri (E7) 9 1 3 5 6 4 3 9 9 9
6 7 2 8 5 3 1 0 4 8
Géc C G A C C C A T C C
Bién thé T T G T A T G C T T
n 4 7 2 4 5 3 4 5 8 8

% 23,5 412 118 235 294 17,6 23,5 28 471 471
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5 5 5 5 6 6 6 6 6 6
o 4 5 5 8 0 1 1 3 3 4
Vi tri (L1)
6 2 7 7 2 4 7 6 9 0
1 5 3 5 0 3 6 7 7 1
Géc A A A C G G A G A A
Bién thé G G C A A T/IC GIC GIC C G
n 3 1 1 2 2 2 2 1 1 1
% 17,6 5,9 5,9 11,8 11,8 11,8 11,8 5,9 59 5,9

Gen EG6 c6 14 dot bién nucleotide, ty 1& dot
bién cao nhét & vi tri G532T (7/17; 41,2%); con
lai cac d6t bién c6 ty |é thip nhw C123G, T244Y
la 1/17 chiém ty 1& 5,9%.Tim thdy 6 dot bién

IV. BAN LUAN

Trong nghién ciru ctia ching t6i, tudi trung
binh cGa bénh nhan la 44,0 + 9,38, nhd tudi
nhat 1a 26 tudi va Ion tudi nhat 13 68. Két qua
nay kha twong déng véi nghién clru cla tac gia
Poan Van Khwong va Lam Bwc Tam, tuy nhién
lai thdp hon so v&i nghién clru cla Nguyén
Thi Phwong Mai.2"®' Ty & bénh nhan sbng
& thanh thi chiém 68,3%, trong khi ty 1& séng
& nong thén chi cé 31,7%), sbé lieu nay khac
biét v&i nghién clru cda tac gia Aanchal Jain va
céng s tai thwc hién tai An Do voi ty 1&é bénh
nhan sdng & noéng thén 1én téi 78,3%." Ty 1&
bénh nhan c6 sb 1an mang thai = 3 14n chiém
t&i 79,4% (bang 1), theo nghién ctru clia tac gia
Trwong Quang Vinh thi nhém phu ni¥ c6 trén 5
con mang nguy co tén thuwong tién ung thw va
ung thw cd t& cung cao hon so véi phu niv c6
4 con tr& xudng.'s Bénh nhan nhiém don HPV
type 16 va HPV 18 trong d6 chi yéu 1a HPV 16
v&i 73,0%, ty 1& nay ciing twong dwong hau hét
cac nghién ctru trwde day (Bang 1)."21.14

Qua phan tich ty 1& dét bién gen E6, E7 va
L1 cha HPV 16 (Bang 2), nghién clru cla chung
t6i ghi nhan gen E6 HPV type 16 mang 13 dét
bién nucleotide. Tac gia Xiangyi Zhe va cong su

trén gen E7, trong do ty 1& dot bién cao nhat
la C894T va C898T (déu la 8/17; 47,1%). Gen
L1 c6 24 dot bién, ty I& dot bién cao nhat Ia
G5612T (3/17; 17,6%).

phat hién co 14 dot bién trén gen E6 & nhirng
bénh nhan ung thw ¢ t& cung tai Tan Cuong,
Trung Quéc; vi tri dot bién cao nhét 1a T350G
véi 100%, day 1a vi tri dwoc cac tac gia déu
nh&c dén vai ty 1& kha cao; theo mét sb nghién
ctu, trong mot sd cong déng dan cw Chau Au
ghi nhan cha yéu type HPV 16 thudc dong A
véi cac bién thé HPV 16 ERU-350T (d6t bién &
vi tri -350G) c6 kha nang tén tai dai dang cao
gap hai lan so v&i cac type khac. Tiép dén la
T178A/G vo&i; 73,8%; thap nhat 1a A378G (5/46;
10’9%)'6,14,16

Trong khi d6 gen E7 c6 16 vij tri dét bién, vi
tri c6 tan s6 dot bién cao nhat 1a C578T (28/46;
60,9%) va th&p nhat |a dot bién A739G v&i 6/46
chi 13,0%. So v&i mot sé tac gia thi s6 dot bién
ho quan sat déu duwéi 10 dot bién. 1617

Con trén gen L1 tbng cong c6 40 vi tri da
hinh dwoc tim thay, trong d6 G7060A (37/46;
80,4%) la thwdng xuyén nhét. Hién cac nghién
ctu vé gen L1 con rat it dwoc quan tam.

V6&i HPV 18, cac dét bién gen co & it vi tri
hon va tan sb thdp hon rat nhidu so véi HPV
16. Hién nay con it nghién ctru vé dét bién cla
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HPV 18. Nhu két qua clia Bang 3, gen E6 c6
14 dot bién sai léch, tan sb dot bién cao nhét
la G532T (7/17; 41,2%); con lai cac dot bién
thap nhat 1a C123G, T244Y |a 1/17 chiém ty |&
5,9%; vi tri T220CY c6 2 sy thay thé. Trong khi
gen E7 chi c6 6 dot bién, tan sb dot bién cao
nhéat 1a C894T va C898T (déu l1a 8/17; 47,1%).
Con & gen L1 c6 24 dot bién, tAn sbé dot bién
cao nhat v&i G5612T (3/17; 17,6%). Nghién
clru cla Sara L Arroyo tai Tay Ban trén 1085
mau HPV18 ghi nhan cé cac dot bién C317C,

TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

T251C, A528G, G266A va G374A trén gen
E6, C665T, C593T, C640T va T864G trén gen
E7. Trén gen L1 c6 hai d6t bién 1a C6842G va
T7592C.5 Nghién ctru cia Hui-Hui Xu va cdng
sy tai Trung Quéc trén cac mau HPV 18 ciing
ghi nhan 12 loai d6t bién trén gen E6, 9 dot bién
trén gen E7 va 49 dot bién trén gen L1.7 Nhw
vay thay rang cac ching HPV18 gay bénh tai
Viét Nam c6 suw khac biét vé sb dot bién ciing
nhw loai d6t bién so véi cac ching HPV18 gay
bénh & mot sé khu vue trén thé gidi.

E6 E7 L1
GécarrerTatacrreTarceaacaac . rTarlirc 3CTCAG o GATTBARGS
Bién thA ATTCTTATAGCTITIGTAT 1 I T
Vitri o
\’ ‘\
\ |
Rl \ !
[
\ | J ] ﬁ‘ '1 \/ :I | ' | v | l
S LSRG ' N B o S Y & o s AL N — -
G350T  Ae47G G7060A

Hinh 1. Hinh anh dét bién 350 G>T (E6), 647 A>G (E7), 7060 G>A (L1) ctia HPV16

V. KET LUAN

Tan suét bién dbi trinh tw nucleotide trén
gen E6, E7 va L1 cia HPV 16 va HPV 18:

HPV 16 ghi nhan c6 13 sw bién dbi trinh tw
nucleotide trén gen E6 va E7, trén gen L1 cé t&i
40 dot bién.

HPV 18 c6 14 dot bién trén gen E6, 6 dot
bién trén gen E7 va 24 dot bién trén gen L1.

Ty lé va ching loai dét bién cla cac ching
HPV 16, 18 gay bénh tai Viét Nam c6 sw khac
biét v&i cac ching HPV 16, 18 gay bénh trén
thé gioi.

LOI CAM ON

Nhoém nghién clru tran trong cdm on Bénh

viéen Phu San Trung wong, Khoa xét nghiém

Bénh vién Bénh nhiét d&i Trung wong da giup
cho dé tai dwoc thwe hién.
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Summary

IDENTIFICATION OF NUCLEOTIDE VARIANTS IN E6, E7 AND
L1 GENES OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS TYPE 16 AND 18 IN
CERVIRAL CANCER PATIENTS

Types 16 and 18 of human papillomavirus have a very high rate of causing cervical cancer.
Studies show that mutations in the nucleotide sequence in the genome of types 16 and 18 can
promote cervical cancer progression and other symptoms in patients. In this study, we analyzed
changes in nucleotide sequences of genes E6, E7 and L1 of two HPV types 16 and 18 in patients
with confirmed cervical cancer. 104 patients were screened to include 63 patients in the study of
which 46 cases are HPV-16 single infection and 17 cases are HPV-18 single infection. The results
of nucleotide sequence analysis of the E6, E7, L1 genes of these types showed that Type HPV 16
has 13 mutations found in the E6 gene; the highest mutation rate was T350G at 100%, the lowest is
A378G at 10.9%. C578T site of the E7 gene had the highest mutation rate at 60.9% and the lowest
was A739G at 13.0%. 40 mutations were identified in the L1 gene, of which the G7060A mutation
had the highest rate of 80.4%. In HPV Type 18, there are 14 mutations in the E6 gene, the highest
rate was G532T at 41.2%; On the E7 gene, 6 mutations were found, of which mutations C894T and
C898T accounted for 47.1%. There were 24 mutations found in the L1 gene, the highest mutation
appeared at position G5612T at 17.6%.

Keywords: Cervical cancer, HPV, mutations, genes E6, E7, L1.
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