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Tan suit dot bién Cys242Ser ciia gen p53 trén bénh nhan
phoi nhiém véi chat doc héa hoc/Dioxin

Frequency of Cys242Ser mutations of gene p53 in patients exposures to
chemical toxic agents/Dioxin
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Tém tat

Gene p53 ma hod protein p53, trong lugng phan tir 53kilo dalton (kD), ¢é vai trd quan trong trong diéu
hoa kiém soat su phat trién té bao va chét theo chuong trinh. Dot bién p53 c6 thé 1am r6i loan chu trinh t&
bao va hau qua c6 thé phét sinh ung thu. 50 rmau DNA viing “néng” trén gen p53 cha bénh nhan phoi nhiém
véi chdt déc héa hoc/Dioxin dugc gidi trinh ty va phan tich dét bién. Két qua, & vi tri 1450 trén gen p53
thymin thay déi thanh alanin (1450™%) két qué lam thay d8i acid amin Cys242Ser trén protein p53. Dot bién
diém Cys242Ser trén protein p53 c6 tan suat cao véi 0.30 & bénh nhéan cé phoi nhiém véi chat déc héa
hoc/Dioxin. Nghién ciu tdi can xac dinh vai trd cta dot bién trong bénh sinh lién quan v&i bénh nhan nhiém
chat ddc héa hoc/Dioxin.

Tukhda: p53, dioxin, Cys242Ser.

Summary

Gene P53 encodes p53 protein, molecular weight 53 Daltons, plays an important role in cell cycle control
and apoptosis. Defective p53 could allow abnormal cell proliferations, and may result in cancer
developments. The 50 DNA samples isolated from patients who have exposure to chemical toxic
agents/Dioxin were analyzed by direct sequencing on hotspot region which may occur mutation on p53
gene. Results indicated that point mutations at position 14507A of p>3 gene leading to vary in amino acid
Cys242Ser. The point mutations of Cys242Ser on P33 protein was high frequency with 0.3 in patients who had
exposures to chemical toxic agents/Dioxin. Future study needs to clarify this mutated roles in pathogenesis
relating to patients who had exposures to this chemical toxicity.
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1. Datvan gé trinh t€ bao cho dé&n khi DNA bi tén thuong duoc

Protein p53 c6 chic ndng diéu hoa kiém soat sy
phat trién t&€ bao va Uc ché sy hinh thanh khéi u
bang con dudng thic ddy té bao chét theo chuong
trinh va khd nang lam dimng su phan chia cta t€ bao
& bat ky diém nao trong nhidu diém kiém soat ciia
t€ bao. Khi c6 t6n thuong & DNA, p53 lam ngimg chu
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sUa chlia hodc lam chét t& bao theo chuong trinh
néu khong con kha nang stia chita DNA [2, 11]. Gene
p53 khu trd trén nhiém sic thé s 17, ma hoa
protein p53 c6 kich thudc 393 acid amin (aa) va
trong lugng phén td 1a 53kilo dalton (kD) [2, 11]. D6t
bién gene p53 c6 thé lam thay ddi cdu tric protein
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p53 hau qua sé gay thay ddi chic nang kiém soat
diéu hoa clia nd. Nhirng dot bién méat chic nang
p53 lam tang tinh bat 6n dinh di truyén va lam gidm
chét té bao theo chuong trinh [3, 4]. Trén 50%
nhitng ngudi méc cac bénh vé ung thu nhu ung thu
v, ung thu dai trang, ung thu phdi, ung thu gan,
thuc quan, nao va nhiéu co quan khac déu cé nhiing
diém khac biét hodc dot bién trén gene ma hoé p53
[7). Nhirng nghién clu gan day chiing minh maéi lién
quan gilta dot bién gen p53 va sy phat trién hodc
tién trién ung thu. Ngudi ta thay rang, dot bién p53
c6 lién quan trong khang thudc diéu tri ung thu.
Trén 90% ddt bién gen p53 xdy ra trén exone 5 tdi 8,
vi thé nhiéu nghién clu tap trung chli yéu trén ving
nay. Ching ta khéng thé loai trir hoan toan kha
nang co thé xay ra dodt bi€n gen ngoai nhing ving
bao tha gene. Mot dot bién diém quan trong lién
quan trong co ché phat sinh ung thu thudng xay ra
tai vi tri 249 (AGG to AGT, = hospot), dot bién nay
gdy ra bién doi acid amin arginine thay thé bang
serine Agr249Ser). Ngudi ta thay rang ving ndng
Agr249 cé chudi trinh tu nucleotid AGGCC la vi tri
bam dinh clia d6c to Aflatoxin B1 nén tir trudc toi
nay cdc nghién cltu cha yéu tap trung trén cac doi
tugng bénh nhan ung thu gan cé lién quan chat doc
nay [3, 6]. Tuy nhién, d6i véi nan nhan ti€p xuc lau
dai véi chat ddc hdéa hoc/Dioxin hién cé rat it thong
tin dé cap t6i dot bién viing néng nay cla p53 (2,4-5,7-
10). Trong c6ng bd mdi day, ching toi thay rang dot
bién & vi tri Agr249Ser & bénh nhan phai nhiém véi
chat doc hda hoc/Dioxin ¢6 tan suat thap 1a 0,04 [1]. Vi
vdy, nghién clu xac dinh cac dét bién khac xay ra trén
gene ma hod p53 & nan nhan tiép xuc lau dai véi chat
doc hoa hoc/Dioxin 6 thé lién quan ton thuong & mic
phan tl, ciing nhu Ia mét yéu t6 du bao va tién luong
bénh c6 y nghia quan trong trong 4p dung cac bién
phap chan doan va hd trg nan nhan.

2, Déi tugng va phuong phap nghién ctu
2.1. Déi tuong nghién cdu

Téng s6 bénh nhan tham gia nghién cltu gém
gém 50 ngudi dugc thu dung diéu tri tai Bénh vién

103, Ha Péng, Ha Néi. Nhitng bénh nhan da duoc
cong nhan 1a nan nhan chat doéc héa hoc
(CDHH)/Dioxin bi phai nhiém truc ti€p hodc gidn
tiép va hudng ché dd trg cdp cla nha nudc. Bao
g6ém 48 nam va 2 n{, phan 16n sé bénh nhan nay la
cac cuu chién binh da tham gia chién dau tai chién
trudng mién Nam trudc nam 1975, Tat ca cac bénh
nhan dugc tham kham lam sang, xét nghiém thu
thap hé so theo mau théng nhat, dugc theo doi
dang ki day da trong qua trinh diéu tri tai Bénh
vién 103.

2.2. Phuong phap nghién cdu
2.2.1. Thu thap méu bénh phdm

M&u mé&u tinh mach dugc 18y 1 1an tai thoi diém
khi dua vao nghién cuu, tach khéi té€ bao mau giau
bach cau va huyét tuong riéng bdo quan &-80°C cho
dén khi strdung.

2.2.2. Phuong phdp tdch DNA

DNA téng s6 dugc tach tir khdi t€ bao mau
ngoai vi st dung bo kit cia hang QIAgen. Qui trinh
tach tinh sach theo huéng dan clia nha san xuat
(www1.giagen.com). Nong d6 DNA tong sG va do
tinh sach dugc kiém tra trén hé théng Nano Drop
dam bao dd tinh sach va néng d6 DNA dugc sl
dung cho phan ung PCR.

2.2.3. Trinh tu primer

Cac primer P53-F1 va P53-R1 dugc dung lam bd
mai chinh nhan doan gene P53 tir vi tri 13970 dén v
tri 14176 (206bp) dé giai trinh ty viing néng c6 dot
bién cé thé c6 lién quan trong ung thu. Trinh tu moi:
P53 F1: 5-CTTGCCACAGGTCTCCCCAA-3’ va P53 R1:
5'-AGGGGTCAGCGGCAA-GCAGA-3’

2.2.4.Thanh phan phan tng PCR

Bém 10X 2,5ul, mdi P53-F1 (15pM) 0,5ul, moi
P53-R1 (15pM) 0,5ul, dNTPs (2mM) 2,5ul, Mg?*
(25mM) 3ul, Tag DNA polymerase 0,2ul, dH,0 10,8yl
DNA khuén 5pl. Chu trinh nhiét: 1 vong 95°C x 5
phuat; 40 vong (94°C x 30 gidy, 55°C x 30 giay, 72°C x
45 gidy), két thic 72°C x 7 phut.

59


http://www1.qiagen.com

JOURNAL OF 108 - CLINICAL MEDICINE AND PHARMACY

Vol 6 - N°4/2011

2.2.5. Gidi trinh tu gen (direct DNA-sequencing)

San pham PCR sau khi dugc nhéan thanh cong
b&ng cap méi P53-F1 va P53-R1 sé dugc giai trinh ty
truc tiép bing cac budc nhu sau: San pham PCR
dugc tinh sach bang bo kit PCR purification cta
Bioneer (cac budc tién hanh theo chi dan ctia nha
san xuit). D& kiém tra d6 tinh sach cing nhu dinh
lugng mot cach tuong d6i ham lugng DNA cla san
pham PCR da qua tinh sach, chung téi tién hanh
dién di lai trén agarose va do trén may quang phé &
hai budc séng 260nm va 280nm. San phdm PCR sau
khi @3 qua tinh sach sé lam khuén cho phan ung
PCR cho gidi trinh ty. Cac trinh tu sau do sé dugc
xuat ra va phan tich bang phan mém BioEdit. Sau khi
giai trinh tu gene két qua duoc so sanh vai trinh ty
chuédn trén ngan hang di liéu theo dia chi trang
Web: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi? PROGRAM
=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYP
E=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0on&LINK_LOC=bl
asthome. Sau do trinh tu gen dugc phan tich trén
phan mém Bioedite 7.05.

3. K&t qua
3.1. Phan ung PCR nhan doan gen p53 té bao

Dé khao sat doan gene p53 ¢6 thé cé nhiing
dot bién lién quan phoi nhiém chat doéc héa hoc,
chung t6i khao sat doan gene c6 vi tri tor 13970
dén vi tri 14176. Phan ung PCR v&i cap méi P53 F1

N oem
Hea  Find

Somple: pS3_35

va P53 R1, cho két qua 50/50 (100%) mau cd san
pham PCR dién hinh véi kich thuéc dac hiéu 206 bp
(hinh 1).

M 1

2 3 4 5 6 7T M

Hinh 1.S5an phdm PCR nhdn doan gen p53.1-7
san phdm PCR doan gen P53 cta cdc bénh nhén
tuong ting. M, thang chudn DNA.

3.2. Hinh 4nh cac dét bién diém gene P53
dién hinh

Giai trinh tu gen san phdm PCR nay cho thdy
35/50 (70%) mau c6 trinh tu gen dién hinh mang kiéu
gen hoang dai (wildtype) khong c6 khac biét hay thay
d6i nao vé trinh tu cac nucleotide. Bang chuong trinh
Bioedid, phan tich so sanh véi trinh ty gen chuan
NT_010718.16, NW_001838403, NW_926584.1 cho
thay 100% tuong dong vé trinh tu nucleotide ctia doan
gen p53 ngudi. Phan tich trinh tu DNA trén doan gene
P53 tai Vi tri 14050 thay c6 15/50 (30%) mau xudt hién
su thay d@6i nucleotid la Thymine (T) chuyén thanh
Alanine (T—T/A). Chinh su thay cla nucleotid nay lam
thay d6i acid amin tai vi tri 242 (Cysteine — Serine,
Cys242Ser) (Hinh 2, Bang 1-2).

\3—_' - ‘(' ) 30 0 3
S sssasear sue ossaas sezvanans nn---
\ CTLC TL T T \.ﬁ'. TTCC TELA TG 2 2CH3CA T AACCb
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f\\}(\if W/ N\
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> TTCC A Ch TG G SCHGCA TG A AC

f\ i M"’\ “L"Mf‘mﬂe &M_{

sas llll!llll Illl.%.lllllll sa
€ CCCa 7CC TC

dot blén di hop ti (heterozygous)

1

Hinh 2: Biéu do (trén) trinh tu doan

gen p53 ching hoang dai; bi€u dé (dudi)
la trinh tu doan gen cé dot bién di hop tu
0 vi tri 14050 T/A (mdi tén chi)
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Hinh 3: Hinh téng hop trinh tu 34 mdu trinh tu' gen P53. 11 méu dot bién diém
tai vi tri 14050 Thymine chuyén thanh Alanine

3.3. Dac diém va tan suat cac dét bién diém e enny o]y ee "l” N HCy}-
trén doan gene p53 tu'vi tri 13:97\0 dén 14176 zj «:H: - m??y_?::*mgg; -
Trong nghién ciu ¢éng bd gan day, chidng tdi SRR sniocieee o pEes
da mo ta chi tiét hai dot bién diém hiém gap tai vi tri - .
14073 va 14122"* theo thu tu ¢6 tan sudt 0,04 va - i
0,01 xuat hién & bénh nhan phai nhiém véi chat doc - e
héa hoc/Dioxin [11]. Diéu tha vi la, & vi tri 14050 cé oI S
t&i 30% trudng hop xuat hién dot bién (T—T/A), hau o DR
qua cla thay doi nay la acid amin Cystein dugc thay - -
thé bang Serine & vi tri 242 (Cys242Ser) trong cau Sl
trdc phan ti p53 (Hinh 4, Bang 1, 2). -- -
Bang 1: Dac diém va vi tri dot bién diém -
trén doan gene p53 & cac bénh nhan .- .
Vi tri Thay d&i vé Thay ddi vé el I
trén gen P53 nucleotide axid amin B S -
14050 /A Cys242Ser e :
14073 (1) G/T Arg249Ser
Hinh 4. Trinh tu axit amin va dét bién diém vi tri
14122 (1) T/A Cys2665er va Cys242Ser va Arg249Ser clia protein p53.
56 loai 6t bién 3 3 Vitri dot bién diém Cys242Ser va Arg249Ser xudt hién

trong qudn thé nghién ciu (Mdi tén chi).
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Bang 2. Tan suat xuat hién dot bién diém Cys242Ser trén gene P53 & cac bénh nhan

Thay dé&i vé Thay d6i vé S6 mau Dot bién nhiém sdc thé
nucleotid acid amin (86t bién/n; f) (dot bién/n; n,%)
14050™* Cys242Ser 15/50 (0,30) 30 (30%)

Trén bénh nhan phoi nhiém véi chat doc hda
hoc/Dioxin quan sat thdy 3 dot bién diém khac nhau
dan dén thay déi acid amin trong cdu trdc phan tu
p53 [11].

Tan sudt cao dot bién diém Cys242Ser trén gen
P53 xudt hién & cac bénh nhan phai nhiém chat doc
héa hoc la 0,3 trong khi cac dot bién khac co6 tan suat
thdp nhu Arg249Ser la 0,04 va Cys266Ser 1a 0,01 [11].

4, Ban ludn

Gen p53 la gen Uc ché u, su thay ddi chic nang
clia né cé lién quan dén bénh sinh ung thu. Protein
P53 c6 vai tro diéu hoa kiém soat su phat trién té bao.
N6 ¢6 kha nang Uc ché sy hinh thanh u bang thic ddy
con dudng té bao chét theo chuong trinh va lam
dung su phén chia cta té€ bao & bat ky diém nao
trong nhiéu diém kiém soat ctia t&€ bao [1, 2]. Trén
bénh nhan ung thu gan dét bién gen p53 Ién t&i hon
50%, trong d6 chti yéu la dot bién diém tai vi tri 249
(AGG — AGT, = hospot), dot bién nay gay ra bién déi
acid amin serine thay thé arginine (249°**"). D6t bién
gen p53 lam thay d6i cau tric phan ti va chiic nang
gay giai phéng su diéu hoa té bao chét theo chuong
trinh, lam tang qua trinh nhan [én va s6ng sét cla té
bao, trong mét s6 truong hgp thuc ddy lam mat én
dinh va khdng lai tri liéu hda hoc [3]. Phoi nhiém véi
chét doc hoa hoc/Dioxin c6 thé gay ra bénh tat qua
co ché tac dong truc tiép cta Dioxin lén t& bao chi
yéu théng qua protein thu cdm thé aryl hydrocarbon
receptor (AhR) [4, 7, 8]. Khi ti€p xuc vdi Dioxin, t& bao
tang cudng biéu 16 gen ma héa AhR kém theo r6i
loan qud trinh phién ma (transciription) ctia nhiéu
gen tham gia vao qué trinh di€u hoa ting sinh va
chu ky phan bao, trong d6 c6 TGF (transforming
growth factor), cyclin A, cdc oncogen c-myc, c-Fos...
Thong qua AhR, dioxin hoat hda su biéu hién cac gen
nhu: cytochrome P4501A1 (Cyp1A1), plasminogen
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activator inhibitor-2 (PAI-2)... [4, 7, 10]. Trong khi d6
né lai lam suy gidm biéu hién gen ma héa TGF-beta?.
Két qua la qud trinh phan bao bj réi loan gay nén
nhing hau qua tiép theo rat da dang. Dioxin lam
Uc ché lam gidm biéu 16 gen ma hdéa glucose
transporter-4 (GLUT-4) mot protein van chuyén
glucose [4, 9]. Bac biét nguy hiém, Dioxin tac dong
lén cac gen clia cac té bao sinh san, thong qua co ché
Dioxin bdm vao thu cdm thé hormon té bao, lam thay
d6i chic nang va co ché di truyén cla t€ bao. Hau
qua sé gay ra hang loat bién ddi nhu: dioxin lam thay
d6i boc 16 gen ma héa 17-20 lyase (CYP17A1). Két qua
la lugng hormon clia té bao triing nhu progesteron
va estradiol bj gidm st dan dén cac hau qua nghiém
trong vé sinh san. Dioxin tac dong 1én su phét trién
cla tinh hoan gy teo. Dac biét, Dioxin ¢ thé lién
quan dén sy phat trién cdta nhiéu bénh ung thu
thdng qua céc thay déi & cac gen nhu p53, p27Kip1,
p21/wafl, cdc2p34 kinase va cdk4 [4-11]. Trong
nghién ciu nay ching téi phat hién thay tan suat cao
dot bién diém & vi iri 14050™ lam thay thé acid amin
Cystein bang Serine & vi tri & vi tri 242. Day |a mot dot
bién diém chua dugc mé ta cé ty & 1én dén 30% cac
truong hop nghién clu. Trong nhiéu nghién cdu gan
day & trong cling nhu ngoai nudc vé dot bién gen
p53 chiing toi chua thay cac tic giad c6 moé ta dot bién
diém vi tri Cys242Ser va lién quan cCia né trong su
phat sinh bénh ly néi chung, ung thu néi riéng va &
nan nhan phdi nhiém véi chat doc hdéa hoc/DIOXIN
[2-11]. Trong khi mét vi tri dot bién dugc quan tam
nhiéu trén gen p53 la Arg249Ser lai chi gip vdi tan
sudt thap 0,04 & bénh nhan phoi nhiém véi chat doc
héa hoc/Dioxin [1]. Vi vay, chic ndng cla dot bién
Cys242Ser ctia p53 can dugc nghién ciu sau hon, dac
biét vai trd cia né trong bénh ly néi chung, ung thu
néi riéng cling nhu & nan nhan phaoi nhiém chat doc
héa hoc/DIOXIN.
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5.Kétluan

TU két qua gidi trinh ty gen truc ti€p 50 mau

DNA trén vung ndéng clia gen p53 ching toi rut ra
két luan: Dot bién diém & vi tri 140507 lam thay ddi
trén trinh tu acid amin Cys242Ser vdi tan sudt cao la
0,30 trén nhling nan nhan phai nhiém vai chat doc
héa hoc/Dioxin.
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