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NGHIEN c’'U MOI LIEN QUAN GITU’A DA HINH C677T
CUA GENE MTHFR VO1 SAY THAI LIEN TIEP @ PHU NU’ VIET NAM

Lé Thanh Nhé Uyén, Ha Thi Minh Thi, Nguyén Viét Nhén
B6 mén Di truyén Y hoc, Trudng Pai hoc Y Duwoc, Bai hoc Hué
Tém tat
Pit van dé: Say thai lién tiép 1a mot van dé sirc khde quan trong trong san khoa. Trong nhitng ndm gan
day, ngay cang cé nhiéu nhién ctru cho thay vai trd cta yéu t6 di truyén trong co ché& bénh sinh cla sy thai
lién tiép. M6t s6 nghién clru d3 cong bd da hinh C677T clia gene MTHFR 1 mot y&u t8 nguy co cla sdy thai
lién ti€p. Tuy nhién, két qua cong bd nay van con nhiéu tranh ci. Vi vay, ching tdi tién hanh dé tai nay nham
khao sat méi lién quan giita da hinh C677T clia gene MTHFR v&i sdy thai lién tiép. Phwong phap nghién ciru:
Nghién ctru dugc thyc hién trén 100 phu nit khong cé tién sir sdy thai va 52 phu nit cé tién sl say thai lién
ti€p. Cac kidu da hinh tai vi tri C677T duwoc xac dinh bing k§ thuat PCR-RFLP. K&t qua: Ty lé da hinh 677CC,
677CT, va 677TT & nhdm phu ni cé tién sl sdy thai lién tiép lan lwot 13 65,4%, 30,8%, 3,8%; trong khi ty 18 céc
da hinh nay & nhém chirng 13 86%, 12%, va 2% (x> = 8,83; p = 0,012). Ki€u gene 677CT lam tang nguy co bj sdy
thai lién tiép gap 3,37 lan so vdi kiéu gene 677CC (95%Cl: 1,44 — 7,87; p = 0,0049). Kiéu gene (677CT + 677TT)
lam t3ng nguy co bi sdy thai lién ti€p gap 3,25 lan so vai kiéu gene 677CC (95%Cl: 1,46 — 7,26; p = 0,004), va
allele T 1am tang nguy co cao gap 2,74 lan so véi allele C (95%Cl: 1,55 — 5,55, p = 0,005).
Tir khéa: gene MTHFR, sy thai lién tiép, C677T

Abstract

ASSOCIATIONOF C677T POLYMORPHISMS OF MTHFR GENE
WITH RECURRENT PREGNANCY LOSS IN VIETNAMESE WOMAN
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Department of Medical Genetics, Hue University of Medicine and Pharmacy
Background: Recurrent pregnancy loss is a major concern in gynecology. Recently, many papers have
showed the role of genetic factors in etiology of recurrent pregnancy loss. Several published studied revealed
that C677T polymorphism is a high risk of recurrent pregnancy loss. However, this finding is still controversy.
Therefore, this study is aimed at investigating the association of C677T polymorphisms of MTHFR gene with
recurrent pregnancy loss in Vietnamese woman. Methods: Study subjects comprised 100 healthy women
(control group) and 52 women with recurrent pregnancy loss. C677T polymorphisms were identified by
PCR-technique. Results: The frequency of 677CC, 677CT, and 677TT genotypes in Vietnamese women with
recurrent pregnancy loss is 65.4%, 30.8%, 3.8%, respectively; while the distribution of those genotypes in
the control-group is 86%, 12%, va 2% (x*> = 8.83; p = 0.012). Statistic analysis revealed that MTHFR C677T
polymorphismsare associated with recurrent pregnancy loss (for CT vs. CC: OR= 3.37, 95%Cl: 1.44 - 7.87, p
= 0.0049; for (677CT + 677TT) vs. CC: OR= 3.25, 95%Cl: 1.46 — 7.26, p = 0.004; for T vs. C: OR= 2.74, 95%Cl:
1.55-5.55, p = 0.005).
Key words: Recurrent pregnancy loss, C677T polymorphisms, MTHFR gene

1. DAT VAN DE

Say thai lién tiép l1a mot van dé strc khoé quan
trong trong san khoa, khéng nhirng gy anh huéng
dén strc khoé thai san vé phuong dién y khoa, ma
con anh hudng dén tam ly, hanh phuc gia dinh. Say
thai lién tiép xay ra & khodng 1-5% s6 cap vo chdng
[18]. Nhiéu nghién ctru vé sdy thai lién tiép da va
dang duoc thue hién trén toan thé gidi nham xac
dinh nguyén nhan va co ché& bénh sinh lién quan dén
bénh. Cac nguyén nhan d3 duogc xac dinh cla say
thai lién ti€p bao gdm bat thuwong nhiém sic thé,
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bat thwong cu truc gidi phau, réi loan ndi tiét 5,
roi loan déng mau, hodc nhiém khuan, va yéu to
moi truwong ... [2, 6, 10]. Pang chu y la nhitng nam
gan day, nhiéu nghién clru da cho thay cac yéu té di
truy@én lién quan dén gene va cac da hinh trén gene
ddéng mot vai trd quan trong trong co ché bénh sinh
cla sdy thai lién tiép [6, 19].

Gene MTHFR khu trd & trén nhanh ngan cla
nhiém sac thé 1, tai vi tri 1p36.3, kich thudc 20.346
base, gdbm 11 exon [13, 23]. Pa hinh C677T khu
trd trén gene MTHFR - gene ma hoa cho enzyme
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methylenetetrahydrofolate reductase. Sy thay thé
nucleotide C b&i T lam thay d&i m6t amino acid & vi
tri 226 trén gene tuong ng tlr alanin thanh valine.
Sy thay d6i nay |am anh huwédng dén hoat tinh cua
enzyme methylenetetrahydrofolate reductase, la
enzyme cé vai trd quan trong trong chuyén hoa
homocystein. Nghién clru cho thay hoat tinh cla
enzyme methylenetetrahydrofolate reductase bi
giam khoang 35% & nhitng ngudi cé kiéu gene
677CT va |én dén 70% & nhitng ngudi cé ki€u gene
677TT, dan dé&n hau qua lam tadng homocystein trong
mau, gy tang déng mau [11]. Nhiéu nghién ctru d3
céng bd da hinh C677T cla gene MTHFR cé lién
quan vdi tinh trang tang homocystein mau va la mét
yé&u t& nguy co cla say thai lién tiép. Tuy nhién, két
qua nghién cru nay van con nhiéu tranh cai.

Tai Viét Nam, tdc gid Ha Thi Minh Thi va cong
sy da tién hanh mot s6 nghién ctru vé ty 1é da hinh
C677T trén nhom ngudi binh thudng tai tinh Thira
Thién Hué [3], va cho thdy c6 méi lién quan gitra da
hinh C677T véi tinh trang bat thudng tinh dich d6 &
nam gidi [20] va bénh ly tién san giat - san giat [4].
Ngoai ra, chua cé céng trinh nao nghién clru vé vai
trd clia da hinh C677T trong sy thai lién tiép. Vi vay,
ching t6i tién hanh d@ tai nay vdi nhitng muc tiéu
sau:

1. Xdc dinh ty Ié da hinh C677T ctua gene MTHFR
& phu ni¥ c6 sdy thai lién tiép.

2. Khéo sdt méi lién quan gitra cdc kiéu da hinh
C677T vdi sdy thai lién tiép.

2.POI TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN cU'U

2.1. Dai twong nghién ciru

2.1.1. Tiéu chudén chon bénh

- Nhém chirng: cac phu nit cé tién sir thai san
binh thuwong.

- Nhdém bénh: cac phu ni¥ cé tién st sdy thai lién
tiép dén kham va tu van di truyén tai B6 mén Di
truyén Y hoc va Trung tdm sang loc, chin doan truéc
sinh va so sinh, trvdng Dai hoc Y Dugc Hué.

Tiéu chudn chdn dodn: theo Hudng dan chan
dodn va diéu tri cic bénh san phu khoa nam 2015
cla BO Y té€ Viét Nam [1].

- S4y thai: thai bj t6ng xuat ra khoi budng tir cung
trudc 22 tuan hodc can nang cla thai nhi dudi 500g.

- Say thai lién tiép: cé tir hai [an sdy thai lién tuc
tré 1én.

2.1.2. Tiéu chudn loai trir:

- Phu nit dinh thai cht déng, thai ngoai tl&r cung,
chtra trirng, khuyét tat gidi phau.

2.1.3. C& mdu:

C& mau nghién ctru gom:

- Nhém chirng (phu nit ¢ tién sk thai sdn binh
thuong): 100 nguoi

- Nhédm bénh (phu nit cé tién s sdy thai lién
tiép): 52 ngudi

2.2. Phuwong phap nghién ctru

2.2.1. Thiét ké nghién ciru

Nghién ctru md ta cit ngang c6 déi chirng

2.2.2. Tdch chiét DNA

DNA duwoc tach chiét tr 2 ml mau mau tinh
mach (chéng dong EDTA) bing bd hoa chat Wizard
Genomic DNA purification (Ref: A1120, Promega).
Quy trinh tach chiét duogc thye hién theo protocol
hudng dan cla hang san xuat. M3u DNA dat yéu cau
khi cé d6 tinh sach cao (ty A260/280 dat 1,8 -2,0).
Tién hanh pha lodng DNA dén ndng dd 50 ng/ ul
badng nudc cat.

2.2.3. Thue hién ky thudt PCR-RFLP dé xac dinh
da hinh C677T. Ky thuat nay duoc thuc hién gbm
hai buéc:

Bwdc 1: Thyc hién phan &ng PCR s dung cap
moi dudi day dé khuéch dai doan gene MTHFR chra
vi tri da hinh C677T:

M®bi xubi: 5 TCATGAGCCCAGCCACTCAC 3’

M®bi nguoc: 5 CAGCGAACTCAGCACTCCAC 3’

Bwdc 2: Thuc hién phan ¢ng cdt sdn pham PCR
duwoc tao thanh & buéc 1, s& dung enzyme cat han
ché& Hinfl (Fast Digest, Fermentas) dé xac dinh kiéu
da hinh tai vi tri C677T.

Thanh phan tham gia phan &rng va diéu kién luan
nhiét trong moi phan rng & budc 1 va buéce 2 duoc
thue hién nhu quy trinh d3 céng bé trude day [3].

San pham sau cat sé duoc tién hanh dién di trén
gel agarose 2% cé b sung RedView (RedSafe) va doc
k&t qua dudi dén cuc tim.

Bang 2.1. Xac dinh kiéu gene dwa vao kich thudc san pham cét

Kiéu da hinh S& bang Kich thuwé'c san pham cét (bp)
677CC 1 83; 382
677CT 4 83; 165; 217; 382
677TT 3 83; 165; 217

2.2.4. Xtr ly s6 liéu va phén tich théng ké

- Phan tich sy phan bé céc kiéu gene lién quan trong nhém binh thudng theo can bang Hardy-Weinberg.
- Phan tich su phan bd céc kiéu gene lién quan trong nhdm phu ni cé tién sir say thai lién tiép. Danh gia
méi lién quan clia cac da hinh nghién cru véi sdy thai lién tiép bang cach xac dinh ty suat chénh (OR) va 95%Cl.
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3. KET QUA NGHIEN cU'u

3.1. Ty |é cac ki€u da hinh C677T clia gene MTHFR & hai nhém phu ni* nghién ctru
Bang 3.1. Ty |& cac kiéu da hinh C677T clia gene MTHFR trong hai nhém phu nit nghién ctru

. i Nhém phu nir ¢6 tién sir
. Nhém chirng . o
Kiéu gene say thai lién tiép

n VI8 % n VIE%
677CC 86 86 34 65,4 X2= 8,827
677CT 12 12 16 30,8 p=0,01
677TT 2 2 2 3,8
Téng 100 100 52 100

Nhén xét: Su khac biét vé ty 1& phan b6 cac kiéu da hinh C677T & hai nhdm nghién clru cé y nghta théng ké.

Bang 3.2. Ty lé cac allele 677C va 677T trong hai nhdm phu ni* nghién ctru
. Nhém chirng Nhém phu ni¥ cé tién sty sdy thai lién tiép
Kiéu allele - —
n Tylé% n Tylé%
677C 184 92 84 80,8
677T 16 8 20 19,2
Téng 200 100 104 100

Nhén xét: Ty |é allele 677C chiém ty |& cao trong cd hai nhdm nghién cttu (92% & nhdm chirtng va 84% &

nhém phu nir cd tién sl sdy thai lién tiép).

Bang 3.3. Phan tich can bang Hardy Weiberg & nhdm phu nit khong cé tién sir sdy thai

Kiéu gene Tan suit quan sat Tan suat ky vong theo can bang Hardy p
Weiberg
677CC 86 83,72
677CT 12 15,56 0=0,60
677TT 2 0,72
Tong 100 100
Nhén xét: Sy phan bé cac kiéu gene C677T & nhdm phu nir khong cé tién st sdy thai phu hop véi can bang

Hardy-Weiberg.

3.2. Mai lién quan giira da hinh C677T cia gene MTHFR v@&i sy thai lién tiép
Bang 3.4. Phan tich mai lién quan giira cac kiéu da hinh C677T clia gene MTHFR véi sy thai lién tiép

theo ty sudt chénh OR

Cac mo hinh phan tich OR 95%ClI p
677CT so v&i 677CC 3,37 1,44-7,87 0,005
677TT so v&i (677CC +677CT) 1,96 0,27 -14,33 0,51
(677CT + 677TT) so v&i 677CC 3,25 1,46-7,26 0,004
Allele 677T so v&i 677C 2,74 1,55-5,55 0,005

Nhén xét: Kiéu da hinh 677CT va (677CT + 677TT) lam tang nguy co say thai lién tiép hon 3 [an so véi kiéu
gene 677CC. Allele 677T lam tang nguy co sy thai lién tiép 2,74 Ian so vdi allele 677C.

4. BAN LUAN

4.1. Ty lé cac da hinh C677T clia gene MTHFR &
nhém chirng va nhém phu nit ¢6 tién sir sdy thai
lién tiép

Nghién ctu cha ching t6i thuc hién trén 100
phu ni* khéng cé tién st sdy thai (nhém ching) cho
thay ty 1& phan bé céc kiéu gene 677CC, 677CT va

677TT lan luot 1a 86%; 12% va 2%. Ty & cac kiéu
gene C677T trong nghién ctru cda ching t6i khic
biét c6 y nghia théng ké so v&i két qua nghién ctu
coéng b ndm 2010 cla tdc gid Ha Thi Minh Thi va
cong sy (86% so véi 71,67%, p = 0,027 d6i vdi kiéu
gene 677CC; 12% so vdi 25%, p = 0,03 d6i vdi kiéu
gene 677CT; 2% so vdi 3,33%, p < 0,05 d6i vdi kiéu
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gene 677TT [3]. Diéu nay goi y ¢ su phan bé khac
nhau vé cac kiéu gene C677T gilta hai gidi nam va
nit. Tuy nhién, do c¢& mau nghién clru con nhd, nén
can thyc hién nghién ctru véi quy mé 1én hon dé
khdng dinh diéu nay.

Trong khi nghién ciru cla ching téi cho thay
kiéu gene 677CC chiém ty |& cao, hon 80%, thi nhiéu
nghién c(ru khac trén thé gidi cong bd ty 1& kiu gene
nay thap hon nhiéu. K&t qua nghién ctru ctia Unfried
(2002) & cac phu nit da tréng vung Trung Au cho
thay: sy phan bé cla cac kiéu gene 677CC, 677CT
va 677TT lan luot 13 62,2%; 32,4% va 5,4%. Ti lé alen
677T cta gene MTHFR 13 21,6% [21]. K&t qua nghién
clru clia Bagheri (2010) thyc hién & Iran va Thd Nhi
Ky cho thay su phan b6 cla cac kiéu gene 677CC,
677CT va 677TT & cac phu nit binh thudng [an lvot
la 54,6%; 38% va 7,41%, trong d6 ty 1é alen 677T
la 26% [7]. Trong khi d6, nghién ctu cda Walid Al-
Acharchar duwoc thuc hién & Syria cdng b8 cac con
s6 ty 18 [an lwot 13 62,2%; 36,7% va 1% [5].

Nghién ctru cla chdng téi thue hién trén 52 phu
nit cé tién sl sdy thai lién ti€p cho thay ty 1& phan bd
cac kiéu gene 677CC, 677CT va 677TT lan luot 65,4%,
30,8%, va 3,8%. Tuy ty 1& phan bd cd su khac nhau
gitta hai nhdm nghién clru cha ching téi (p < 0,05)
(bang 3.5), nhuwng kiéu gene 677CC van chiém da so.

Trong khi d6, nghién clru cia Wang va cong sw
(2006) thiyrc hién trén 147 phu nit Trung Quéc cd say
thai lién tiép da cong bd ty 1& kiéu gene chiém da s6
14 677CT (52,3%), cac kiu gene 677CC va 677TT lan
luot la 32,9% va 13,4% [22]. MOt nghién ciru khac
cla tic gid Makino va cdng su tién hanh trén 125
phu nr Nhat Ban cé tién sl sdy thai lién tiép ciing
céng bd ty & twong ty [16].

Trong khi d6, nghién cru clia Goovindaiah thuyc
hién & An D& cho két qua tuong tw véi két qua
nghién clru cla chung toéi, ty 1& kiéu gene 677CC
chiém 79,3%, trong khi kiu gene 677Cva 677TT lan
lwotla 17,9% va 2,9% [12].

4.2. Mai lién quan giira da hinh C677T clia gene
MTHFR vé&i sy thai lién tiép

Pa hinh C677T cla gene MTHFR dugc xem la
mot yéu t6 nguy co cla say thai lién tiép. Trong
nghién clru nay, ching tdi phan tich méi lién quan
gitta cac kiéu da hinh C677T véi sdy thai lién tiép
bang phép phan tich ty suat chénh OR.

Chung téi tién hanh phan tich theo cdc mé hinh
khdc nhau: mé hinh di hgp tl& (CT véi CC), mé hinh
I3n (CC +CT v&i TT), mo hinh trdi (CT + TT véi CC), va
so sanh gitra allele 677C v&i 677T. K&t qua cho thay
cé méi lién quan gitta da hinh C677T vdi sdy thai lién
ti€p. Cu thé, da hinh 677CT lam ting nguy co cla say
thai lién ti€p 1a 3,37 lan, twong ty allele 677T lam
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tadng nguy co 2,74 1an (bang 3.4). Pong thoi phan
tich ty suat chénh theo mé hinh tréi (CT + TT) so vdi
CC ciing cho thay nguy co sdy thai lién tiép cao gap
3,25 lan.

K&t qua nghién ctru clia chiing tdi phl hop véi két
qua cta nhiéu nghién clru da céng bd nhu nghién
ctru téng k&t clia Chen va cong sy (2015) phan tich
s6 lidu tir 15 nghién ctru d3 cdng bd trude d6 vé maéi
lien quan cta da hinh C677T véi sdy thai lién tiép &
Trung Qudc. Thuc hién phan tich ty suat chénh theo
cdc md hinh di hop t&r, déng hop tlr, mé hinh troi,
mo hinh 13n, va allele C so véi T cho thay da hinh
C677T la yéu t& nguy co cla sy thai lién tiép [9].

M6t s6 nghién clru t6ng két khac nhu nghién ctru
cla tic gid Wu va cong sy phan tich sé liéu tir 27
nghién cru khac nhau, cling cho két qua tuong tu.
Tuy nhién, chi tim thay méi lién quan gitta kiéu gene
677TT va allele 677T vdi sdy thai lién tiép & quan thé
phu nit Chau A, ma khéng tim thay mdi lién quan &
cac phu nit da trang [23].

Nghién ctru ctia Cao va céng sy phan tich dir liéu
I&n hon tir 46 nghién ciru cdng bd trudc do, gom
3559 phu nit sdy thai lién tiép va 5097 phu ni¥ binh
thudng cling cho thay cé méi lién quan gitta da hinh
C677T véi say thai lién tiép & nhém quan thé phu nir
Dong A, ma khong tim thay mai lién quan & cac phu
nit da trang [8].

M6t nghién cru téng hop phan tich gan day nhat
cla tic gid Vanandana Rai (2016) dwa trén sé liéu
cla 29 nghién ciru khac nhau thyc hién tai nhiéu
nwdc chau A nhu Israel, Trung Quéc, Nhat Ban, An
Do, Palestine, Iran, Ai Cap, Th Nhi Ky... cling mot
lan nita khdng dinh cé méi lién gitra da hinh C677T
vdi sdy thai lién tiép [18]. Tuy nhién, cling ¢ nhiéu
nghién ctru cdng b6 khdng tim thdy mai lién quan
gitta da hinh C677T véi sy thai lién ti€p nhw nghién
clru cla tac gid Kobayashi va cdng sy thyc hién &
Nhat Ban [15], nghién ctru cla tac gia Nadir va cong
su tién hanh & Israel [17].

Gan day nhéat, trong cong b6 cua tac gia K. R.
Hwang nam 2017 thyc hién & Han Qudc, nghién
ctru trén 302 phu nit binh thuong va 315 phu nit
sy thai lién tiép, cling khong tim thdy méi lién quan
gitta da hinh C677T véi say thai lién tiép [14]. Diéu
nay cang chirng minh sy phan bé da hinh C677T 13
khac nhau gitra cac chlng toc, qudc gia va vung dia
ly khdc nhau. Tuy vdy, cic nghién ciru nay chi mai
thuc hién trén mot nhém déi twong véi ¢ mau nhé.
Do d6 can cé nhirng nghién ctru véi quy mé 16n hon
dé c6 thé két luan chic chan méi lién quan gitta da
hinh C677T v&i say thai lién tiép & cac qudc gia nay.

K&t qua nghién ciru cda ching t6i da cung cap
nhitng s6 liéu dau tién vé vai trd cta da hinh C677T
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trong sy thai lién ti€p & phu nit Viét Nam ndi riéng,
cling nhu gép phan xay dung co s& dit liéu quan
trong trong nghién ctru vai tro cta da hinh nay véi
bénh ly néi chung.

Dong thoi, két qua nghién clru cla ching téi d3
cung cap thém mdt bang chirng gép phan khing
dinh mai lién quan gilta da hinh C677T véi sdy thai
lién tiép & quan thé phu nit Chau A.

5. KET LUAN

T k&t qud nghién clru nay, ching t6i rat ra
nhitng két luan sau:

- Ty |& cac kiéu gene 677CC, 677CT, va 677TT
trong nhém phu nit cé tién st say thai lién tiép lan
lrot la 65.4%, 30.8%, va 3.8%.

- C6 méi lién quan gilra da hinh C677T vdi phu
nit c6 tién sl say thai lién tiép.
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