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DOT BIEN GEN p53 LIEN QUAN DEN UNG THU GAN TREN BENH NHAN
NHIEM VIRUT VIEM GAN B

Nguyén Thj Kim Chinh*; Nguyén Trong Chinh**; Lé Hifu Song**

TOM TAT

Dot bién gen p53 dwoc chirng minh la c6 lién quan dén tién trién ung thw gan (UTG). Tuy nhién,
méi lién quan gitra d6t bién gen p53 véi UTG trén bénh nhan (BN) nhiém virut viém gan B (HBV) van
chwa hoan toan sang td. Nghién ctvu tién hanh trén 94 BN UTG va 100 ngwdi khde manh. Xac dinh
dot bién gen p53 bang PCR-RFLP. Két qua cho thay ty & dét bién gen p53 tai vi tri 249 (Arginine —
Serine) & nhém BN cao hon so véi nhém chirng (12,7% so v&i 3%, p < 0,05) va cé lién quan dén sw
tién trién thanh UTG [OR (95% Cl) = 4,6 (1,2 - 26,1)]. Nghién ctru chirng minh dét bién gen p53 co
lién quan dén s tién trién thanh UTG trén BN nhiém HBV.

* Twr khoa: Gen p53; Ung thw gan; Virut viém gan B.

p53 GENE MUTATION IS ASSOCIATED WITH HEPATOCELLULAR CARCINOMA
IN PATIENTS INFECTED WITH HEPATITIS B VIRUS

SUMMARY

It has been demonstrated that p53 gene mutation is associated with the progression of hepatocellular
carcinoma (HCC). However, the relationship between p53 gene mutation with HCC in patients
infected with hepatitis B virus (HBV) is still unclear. 94 HCC patients infected with HBV and 100
healthy control were enrolled in this study. The p53 gene mutation was identified by PCR-RFLP.
Results showed that p53 gene mutation at codon 249 (Arginine — Serine) was found more frequent
in HCC patient than in healthy control (12.7% vs 3%, p < 0.05) and associated with the progression
of HCC [OR (95% CI) = 4.6 (1.2 - 26.1)]. The results indicated that p53 gene mutation was associated
with the progression of HCC in patients infected with HBV.

* Key words: Gene p53; Hepatocellular carcinoma (HCC); Hepatitis B virus.

DAT VAN BE xac dinh 1a do nhiém virut viém gan B (HBV),

viém gan C (HCV), nghién rwou, hay nhiém

Ung thw gan la mét trong nhivng bénh 4&c mét s6 hoa chat doc hai qua dwérng an uéng
tinh thwong gap trén thé gidi ciing nhw & nhuw aflatoxin B1 (AFB1) [1]. Nhitng nguyén
Viét Nam. Nguyén nhan gay UTG da dwoc  nhan nay déu cé lién quan dén bién dbi cia
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nhiéu gen, trong d6 cé ca gen cla virut va
gen cla ban than co thé cha [2]. M6t gen
c6 tac dung (e ché u da dwoc nghién ctru
nhiéu la gen p53. Gen nay khu trd trén nhiém
sac thé sb 17, ma hoa protein p53 c6 kich
thwde 393 axit amin (aa) va trong luong phan
tlr 53 kD. Protein p53 cé chirc ndng diéu
hoa kiém soat su phat trién té bao va wc
ché hinh thanh u bang con dwéng thac day
t& bao chét theo chwong trinh va kha néng
lam dirng phan chia cua té bao. Khi cé dot
bién gen nay, chirc nang cla protein p53 bi
thay ddi, quy trinh chét theo chwong trinh
cda té bao bj d&o 16n, kha nang Grc ché phat
trién cta khéi u khong con, dan dén hinh
thanh cac khéi ung thw. Nghién cteu vé méi
lién quan gitra nhiém HBV va UTG nguoi ta
thay rang HBx, mot khang nguyén ctia HBV
¢6 kha nang lam can tré qua trinh stra chira
cham cua dét bién nay, déng thdi gen HBx
cling c6 mét doan trinh ty twong ty nhw
gen p53, do d6 ching c6 kha ndng gan két
véi nhau [3]. Nghién ctvu gan day cho thay
dot bién gen p53 tai vi tri dac hiéu 249 da
két hop voi dot bién gen HBx dé gay tang
sinh t& bao, mét nguyén ly lién quan dén
UTG [4]. Thyc té, nhiéu nghién ctru gan day
cta Kirk DG va CS (2005) cho thay: dot bién
diém 249° trén gen p53 gdp & 24,6% BN
UTG c6 HBsAg (+), trong khi dé dot bién
nay chi gap 0,3% trén nhém ngudi khoé
manh; déng thoi nguy co tién trién UTG
trén BN nhiém HBV cé dét bién gen p53
cao hon nhém nguoi khoé manh 399 1an
[5].

O Viét Nam, do ty l& nhiém HBV cao,
nhuwng tlr trwéc téi nay chd yéu tap trung
nghién ctru vai trd clia HBV trong bénh
nguyén gay UTG, nghién ctru lién quan dén

gen p53 chwa nhiéu. Do d6, chung t6i tién
hanh nghién ctvu nay nham: Khao sat ty |1é
dot bién gen p53 trén BN UTG nhiém HBV.

DOI TUQNG VA PHUONG PHAP
NGHIEN cUU

1. Péi twong nghién cuwu.

94 BN UTG nhiém HBV dwoc diéu trj tai
Bénh vien TWQP 108. Tiéu chudn chan
doan dwa vao kham lam sang, c6 thé so
thay khéi u, xét nghiém Alpha Foeto Protein
(AFP) huyét thanh ting, siéu am gan cé
khdi khu trd ho&c tdn thwong lan tod, hoac
CT-scanner c6 khdi u nghi nge UTG. Tét ca
BN duwoc choc hut té bao gan dwdi hwéng
dan cua siéu am dé lam té bao hoc xac dinh
c6 té bao ung thw, HBSAg (+).

- Nhém ching: 100 ngwoi khoé manh,
khoéng co bat ky cac triéu chirng bénh ly
nao duwgc ghi nhan, HBsAg (-) , anti-HCV (-
), anti-HIV ().

2. Phwong phap nghién coru.

Nghién ctru tién ciru, md t&, ct ngang.

* Phuong phép phét hién dét bién gen p53:

Mbi BN dwoc ldy 2 ml mau toan phan
chéng déng EDTA va phan tich tai Khoa
Sinh hoc phan t, Bénh vién TWQD 108.
Tach mau toan phan thanh huyét twong va
khéi té bao. T khdi té bao, tach chiét ADN
tbng s6 bang kit Qiagene theo huéng dan
clia nha san xuét. Poan gen p53 dwoc nhan
lén bang phan (ng tring hop chudi polymerase
(PCR) v&i mbi dac hiéu. Sau d6, kiém tra
san phdm PCR béng dién di trén thach
agarose. Poan moi s dung 1a p53 F1:
5-CTTGCCACAGGTCTCCCCAA-3' va p53
R1: 5-AGGGGTCAGCGGCAAGCAGA-3).
Khi can thiét, sé str dung doan mdi trong p53
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F2: 5-AGGCGCACTGGCCTCATCTT-3’ va
p53 R2: 5-TGTGCAGGGTGGCAAGTG-GC-
3. Diéu kién phan (ng la: hoat hoa
HotStarTaq polymerase & 95°C 15 pht, sau
dé 50 chu ky (94°C, 30 giay, 60°C, 30 giay,
va 72°C, 30 giay), tiép theo la 72°C trong 5
phut. Kich thwéc cta san phdm 1a 177 bp.
U san phdm PCR cét bang enzym Haelll
(Boehringer Mannheim, Germany), enzym
nay sé cat phirc bd GG|CC tai vi tri 249
(AGG). Trong moét sb cac trwong hop nghi
ngd, tién hanh gidi trinh tw gen trén hé
thdng gidi trinh tw gen tw dong CEQ 8800
clia Beckman Coulter (My).

* Phuong phép dinh long ndng d6 HBV
ADN:

Binh lwgng HBV ADN trong huyét twong
bang phwong phap RT - PCR theo nguyén
ly Tagman trén hé théng ABI 7500 (Applied
Biosystem, My).

* Phén tich théng ké:

Phan tich sb liéu bang thuat toan non-
parametric Mann-Whitney U-test, chi binh
phuong (Chi(2) test, so sanh khong dbi
xrng T-test, so sanh 2 ty 1&, 2 sb trung binh
bang cac phdn mém Statview, version 4.57
(www.statview.com) va chuong trinh STATA
(www.stata.com).

KET QUA NGHIEN CcUU

1. Pac diém chung cta BN.

Bang 1: Dac diém BN nghién ctru.

CHI sO NAM/NO TUOI TIEU CAU (G/l) (/) (unm
Gia tri 78/16 56,1+ 12,2 107 + 34 110,8 + 107,4 100,3+91,9
Chisé | Bilirubin/(umol/l) | Protein toan phan (g/l) | Albumin (g/l) | Prothrombin (%) | HBeAg (+/-)
Gia tri 354 +15.1 72+13 35+3 7210 56/40

Téng s6 c6 94 BN, trong dé nam chiém 82,97%. Céc chi s6 nhw tiéu cau, enzym AST,
ALT, bilirubin déu c6 bién dbi. 56/94 BN (59,57%) c6 HBeAg (+). Tat cd BN UTG déu duoc
chan doan xac dinh bang choc hut té bao dé xét nghiém té bao hoc xac dinh UTG.

2. Dot bién gen p53 tai vi tri 249.
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Hinh 1: Hinh &nh dién hinh cta dét bién
gen p53 tai vij tri 14073 (G—T/G), day la diém
dot bién di hop tlr (heterozygous). Diém dot
bién nay sé lam thay thé axit amin tai codon
249 (Arginine — Serine).
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Hinh 2: Trinh tw axit amin tai vi tri 249 thay doi tir Arginine thanh Serine,

vi tri dwoc danh dau.

3. So sanh ty lé dot bién gen p53 trén cac nhém nghién ciru.

Bang 2:
DOT BIEN AXIT AMIN CHUNG (n=100) | UTG (n=94) OR (95% Cl) p
p53, n (%) Arg249Ser 3(3) 12 (12,7) 4,6 (1,2 -26,1) <0,05

Nhém chirng chi c6 3 (3%) mau phat hién cé dot bién tai diém 249, trong khi d6 nhém

UTG la 12 BN (12,7%) mang d6t bién gen nay, sy khac biét cé y nghia thdng ké (p < 0,05),
OR (95% CI) = 4,6 (1,2 - 26,1).

4. Méi lién quan giira dét bién p53 vé&i mirc d6 biét hoa té bao gan.

Bang 3:
MUC DO BIET HOA CAO KEM VUA
GEN p53 (n =20) (n=14) (n = 60) P
Dot bién (n, %) 5 (25) 2 (14,3) 6 (10) >0,05
Binh thuong (n, %) 15 (75) 12 (85,7) 54 (90)

Khéng c6 méi lién quan gitra dot bién gen p53 véi mirc do biét hoa té bao gan.

5. Méi lién quan giira dét bién p53 v&i dot bién gen HBx tai 2 vi tri 1762 va 1764.
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Bang 4:
X
Dot bién Binh thwong Dot bién Binh thwong
p (n=178) (n=16) (n=77) (n=17)
Pot bidn (n, %) 13 (100) 0(0) 13 (100) 0 (0)
Binh thuong (n, %) 65 (80,2) 16 (19,8) 64 (79) 17 (21)
p > 0,05 > 0,05

100% BN c6 dot bién gen p53 déu cé dot bién gen HBx. Tuy nhién, khéng c6 méi lién

quan nao dugc ghi nhan gitra dot bién gen p53 véi dot bién gen HBx. Ngoai ra, khéng cé

méi lién quan nao dwoc ghi nhan gitra ddt bién gen p53 véi cac chi sé khac nhw AST, ALT,

bilirubin, albumin, prothrombin, tiéu cau...

BAN LUAN

Do chung t6i Iya chon BN theo dung tiéu
chudn chan doan UTG, nén dic diém BN
rat dién hinh cGa bénh canh UTG. 100% BN
dwoc chan doan xac dinh bang té bao hoc,
day 1a tiéu chuan vang dé chan doan UTG
hién nay. Két qua xét nghiém té bao hoc
cho thay: 20 (21,3%) BN UTG c6 mic do
biét hda cao, 14 (14,9%) BN biét héa kém
va 60 (63,8%) BN co biét hoa vira. Két qua
nay thdp hon so v&i nghién cliu cula
Sumihito Tamura va CS (28,3% BN cé biét
hoa kém) [7]. M6t nghién clru khac trén 120
BN UTG thdy 35 BN (37,6%) c6 biét hoa
cao, 44 BN (47,3%) c6 biét hoda vira va chi
c6 14 BN (15,1%) c6 biét hoa kém [8], phu
hop v&i két qua nghién clru ctia chang t6i.
Tuy nhién, do sb liéu con it, nhom dbi twong

phat hién bénh mét cach ngau nhién, khéng

phai ndm trong chwong trinh sang loc. Do
do, tinh khéng déng nhét gitra cac nghién
clru c6 thé xay ra.

Gen p53 la mdt gen co kich thwéce 1én,
do vay chung tbi chi khao sat doan gen co
dot bién da dwoc xac dinh trong nhing
nghién clru trwéc day. Cu thé, chiang toi
khao sat doan gen cé tir 13970 dén 14176.
Két qua cho thay: trén doan gen nay, chi cé
mot diém dot bién dién hinh tai vi tri 14073
(G — G/T). Chinh dét bién nay da lam thay
ddi axit amin tai vi tri 249 (Arginine — Serine).
Dot bién gen p53 dugc tim thay véi ty 1é
khac nhau & nhirng khu vwc khac nhau, cé
nghién clru gap dot bién nay I1én téi hon
50% & BN UTG, trong d6, hon mét niva la
dot bién diém tai vi tri 249 (AGG — AGT,
= hospot). Dot bién nay it gap & BN UTG &
M§ va chau Au. Do viing diém néng cla dot
bién nay c6 chubi trinh tw nucleotid
AGGCC, la vi tri bam dinh cla aflatoxin B1
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(AFB1), nén twr trwdc téi nay cac nghién
ctru chi yéu tap trung trén BN cé lién quan
chét doc nay. Gan day, nguwoi ta thay rang,
qua trinh sra chia cham cla doét bién nay
c6 thé do sw can tré cha HBx-protein, mot
thanh phan cta HBV [4]. Nghién ctu gan
day clia Kirk DG va CS (2005) cho thay dét
bién diém 249ser trén gen p53 gap & 24,6%
BN UTG c6 HBsAg (+) so v&i 0,3% trén
nhém chirng; nguy co tién trién UTG trén
BN nhiém HBV 1a cao twong duong voi
nhiém AFB1 (OR: 10,0, 95% CI: 5,16 - 19,6
va OR: 13,2, 95% CI: 4,99 - 35,0); tuy nhién
khi két hop cad 2 yéu td, nguy co rat cao
(OR: 399, 95% Cl: 48,6 - 3270) [9].

Chuing t8i chi gap 15/190 BN (7,73%) c6
dot bién gen nay. Gitra nhéom UTG va nhém
chirng co sy khac biét. Cu thé, & nhom chirng,
3 (3%) mau phat hién cé dot bién tai diém
249, trong khi @6 nhém UTG, 12 BN (12,7%)
mang dot bién gen nay, sw khac biét c6 y
nghia thdng ké (p < 0,05).

Nhw vay, so véi két qua cla Kirk va CS,
tan suat xuat hién dot bién gen p53 trong
quan thé nghién ciru clta chang toi thap
hon (7,73% so v&i 26%). Va twong ty nhw
vay, khi phan tich v& nguy co xuét hién
UTG trén BN mang gen p53 dot bién, chung
t6i thay nguy co xuét hién UTG trén nhém
nghién clru ctia ching téi thp hon (OR = 4,6
so v&i 399). Nhw vay, qua két qua nghién
clu nay cung nghién ciru trwdc day déu
théng nhat bén canh cac nguyén nhan do

virut viém gan B va C, dot bién gen p53

dong vai trd hét sirc quan trong trong sinh
bénh hoc cua UTG [5].

Ngoai ra, do sb lwgng ciing nhu ty 1& BN
cé dot bién gen p53 it, nén khi phan tich
chung t6i khéng thay bat ky méi lién quan
nao dwoc ghi nhan gitra dot bién gen nay
v&i cac chi sb sinh héa, huyét hoc, mién
dich ciing nhw dét bién gen HBx, néng do
HBV ADN. Két qua nay khéng cé gi béat
ngd, vi cho dén nay ciing chwa c6 bao céo
nao cho thay cé cac mdi quan hé dé.

KET LUAN

Nghién ctu trén 94 BN UTG c6 nhiém
virut viém gan B chung t6i thay: ty l& dot
bién tai vi tri 249 cGa gen p53 la 12/94
(chiém 12,7%). Ty l&é nay cao hon so Vvo&i
nhom chirng 1a 3/100 (3%); p < 0,005.
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