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PAT VAN DE

Bénh ung thu ngay cang cé xu hudng gia tdng trong nhirng thap nién
gan day. Theo udc tinh ciia T chtrc Y té thé gidi, hang nim trén toan cau cd
khoang trén 17 triéu ngudi méic bénh ung thu va khoang trén 9 triéu ngudi
chét do cin bénh nay [1]. O nudc ta, theo ghi nhan so bo ¢ Ha Noi, thanh phd
Hd Chi Minh va mot s tinh thanh khéc, uwéc tinh mdi nim co khoang 150.000
truong hop mic méi va khoang 75.000 ngudi chét vi ung thu. Tuy nhién,
nhiéu cin bénh ung thu van cé thé chita tri dugc néu dugc phat hién sém va
diéu tri kip thoi. Ngudi mic bénh ung thu ¢ thé kéo dai thoi gian song, nang
cao chét lugng cudc séng néu cd dugc phuong phéap diéu tri phu hop va tan
gbc [2].

Chinh vi thé, viéc nghién ctru tim hiéu co ché bénh sinh ung thu, ciing
nhu co ché {rc ché té bao ung thu phat trién dé tir d6 tim ra phuong phap diéu
tri can thiép 1a mdi quan tdm hang dau cua cac nha Y-Sinh hoc hién nay. Trong
khuynh huéng nghién ctru vé co ché bénh sinh ung thu néi chung va ung thu
da ndi riéng, cac nha khoa hoc di theo hudng tiép can chinh 1a nghién ctru vé di
truyén phan tr nham tim ra cc gen gdy ung thu hay cac ton thuong cua hé di
truyén té bao do cac tac nhan tai chd hay céac tac nhan bén ngoai. C4c tac nhan
nay dugc truyén vao trong nhan té bao thong qua cac con duong tin hiéu, qua
mot loat phan tmg diy chuyén dé tac dong 1én qua trinh sao chép DNA va qua
d6 tham gia diéu hoa su ting sinh va biét hoa té bao. Mot trong nhitng con
duong tin hiéu d6 1a MAPK (mitogen activated protein kinase), cling trong con
duong nay céc tic gia da phat hién duoc nhiéu dot bién dic biét 1a dot bién gen
BRAF. Dot bién gen BRAF d3 duogc phat hién ¢ hau hét cac mo ung thu da va
c6 ty 18 cao trong ung thu té bao hac t6 [3], [4], [5], dic biét 1a dot bién VE0OE.
Nghién ciru dot bién gen BRAF trong md ung thu khong nhiing gép phan tim

co ché gdy ung thuy ma con giup tim ra liéu phap diéu trj méi, liéu phép can



thiép vao con dudng dan truyén tin hiéu gitp kiém soat ung thu mot cach triét
dé hon.

Trong hang loat cac tac nhan gy bién doi 1am rdi loan phéan bao, ting
sinh khong gidi han va rdi loan biét hoa té bao thi co thé ciing c6 nhiing co ché
bao vé chdng lai sy rdi loan d6. Mot trong cac yéu td d6 chinh 1 protein p53
do gen TP53 ma hoa c6 hoat tinh chéng su tang sinh té bao, stra chita cac DNA
ton thuong, ngan can sy dot bién té bao chéng bién chuyén ac tinh va trong
mot sb truong hop giy chét té bao theo chuong trinh. Khi c6 cac dot bién xay
ra c6 thé 1am mat chirc ning cua gen TP53 1am céc té bao ung thu dé& dang xut
hién va phat trién. Nghién ctru dot bién gen TP53 va su biéu 16 protein p53 dot
bién trong mo ung thu da s& gop phan tim hiéu co ché giy ung thu va gitp cac
nha 1am sang tim ra duoc phuwong phap diéu tri bo tro thich hop.

O Viét Nam di c6 mot sd cong trinh nghién ctru vé ung thu da, nhung
chua c6 cong trinh nao di sdu vé co ché phan tir trong ung thu da. Vi vay dé tai
“Nghién ctru cic dot bién TP53, BRAF trong mé ung thw da va mdi lién
quan ciia né véi cac thé bénh” duogc tién hanh véi cac muc tiéu sau:

1. Xdc dinh 1y 1¢ djt bién gen TP53 va gen BRAF trong mo cdc thé ung thu
da.
2. Khdo sdt sw biéu 1 protein p53, protein BRAF va méi lién quan véi céc

gen dpt bién twong ikng trong mé ung thw da.



Chuong 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. CAC THE LAM SANG UNG THU DA
1.1.1. Céu tritc da

Da chiém dién tich trén co thé khoang 2m? véi tong trong lugng 15-
20% trong luong co thé. Da 13 hang rao bao vé co thé, giup co thé 6n dinh
than nhiét, chéng mét nude, bao vé co thé khoi cac tic nhan doc hai cua moi
truong nhu vi khuén, bui ban, anh néng. ..trong d6 quan trong nhét 1a bao \%S

co thé trudc cac tac nhan tac dong cua moi truong bén ngoai [6].

V4 /}\én dng

L3 48 mé héi

L&p biéu bi -

Co dung léng
—— Tuydn ba { Tt ddu)
Lop trung bi éng ddn mé héi

—— Tuyén tiét md héi

IMach mau (déng
mach. tinh mach)
Lophabi |
(chan bi)

Cac 1é bao m&

HNang ldng Sei than kinh

Hinh 1.1. Ciu triic mé hoc ciia da [6]

Da bao gdm céc 16p thuong bi, trung bi va ha bi. Thuong bi 13 biéu md
lat tang simg héa c6 ngudn gdc tir ngoai bi phdi thai, trong 16p nay khong co
mach mau nuo6i dudng.
1.1.1.1. Thuong bi

Cac té bao tao sung (keratinocyte) 1a thanh phan chu yéu tao nén
thuong bi da. Can ctr vao qué trinh bién di cua céc té bao tao sing tir trong

ra ngoai, thuong bi da duoc chia thanh 5 l6p:



* Lép ddy: Puoc tao bai mot hang té bao khdi vudng hoic try nam trén
mang day, chiing c6 kha ning sinh san manh, cac té bao mai di chuyén lén
cac 16p phia trén 1am biéu bi luén duoc d6i mai.

* Lap vay (I6p sei hay lép Malpighi): Lép vay c6 tir 5-20 hang té bao
I6n hinh da dién. Giita cac té bao nay cd cac cau ndi bao twong, & mac siéu
hién vi, cac cau ndi thuc chat 1a nhiing chdi bao twong cua cac té bao nam
canh nhau dugc lién két véi nhau boi céc thé lién két 1am cho té bao cé hinh
vay hay ¢6 sgi néi vai nhau.

* Lgp hat: CO tir 3-5 hang té bao da dién det, trong bao tuong cua cac
té bao nay chira nhiéu hat bat mau kiém dam, d6 1a nhitng hat keratohyalin.
Nhitng hat nay thudéc nhdm protein sgi ¢6 lién quan dén hién tugng sing hoa
cua biéu bi.

* Lop bong: Thuong kho quan sat, d6 1a mot 16p mong nhu mot duong
ddng nhat, sang. Cac té bao cua 16p nay dinh chit ch&, rat mong, 1a nhitng té
bao chét, tit ca cac bao quan va nhan déu khdng con.

* Lgp sang: Céc té bao bién thanh cac 14 stng mong, khéng nhan,
trong bao twong c6 chtra nhiéu keratin, tly tung ving c6 thé cé chiéu day
khac nhau.

Lép thuong bi ¢d nhiém vu bao vé co thé trudc nhing tac dong cua
moi truong ngoai nhu céc tia tir ngoai, cac tac dong co hoc, ngan khong cho
dich cuia co thé thoat ra ngoai va nudc tir mdi trudng ngoai tham vao co thé.
Lép ndy con c6 kha nang tong hop va giai phdng mot sé cytokin nhu IL1,
IL6, TNFa...
1.1.1.2. Trung bi

La mot mo lién két xo viing chac c6 chiéu day thay doi tly ting ving

va duoc phan céach véi biéu bi béi mang day, trung bi dugc chia thanh 2 16p:



* ép nhi: Mat ngoai caa trung bi tiép xtc véi thuong bi c6 nhitng chd
16i 16m, chd 16m vé phia thuong bi tao thanh cac nha trung bi. Lop nha c6
nhiéu & nhitng ving phai chiu &p luc va co sat manh.

* Lép dwoi: Phan chinh cua trung bi nam & phia dudi duoc tao bai md
lien két dic hon, cac soi tao keo tao thanh bo, da sb co hudng song song Vai
mat da.
1.1.1.3. Ha bi

La mo lién két thua, 16ng 160 ndi da voi co quan bén dudi gitp da truot
duogc trén cac cau tric nam & dudi. Tuy vang co thé, tly mac d6 nudi dudng
ma c6 thé tao thanh nhiing thlly m& hoac 16p m& day hay mong. Ngoai ra da
con c6 c&c thanh phan phu nhu: tuyén md hdi, tuyén ba, nang 1ong. ..

1.1.2. Dich té ung thw da

Ung thu da 1a mot trong nhitng ung thu thudng gip nhat & My. Nghién
ctru ctia Stern R. S. va cs nam 2007 & My cho thdy ty 1é mic ung thu da cao
gap 5 lan ung thu via va ung thu tién liét tuyén [7]. Theo Miller D. L. va cs, s6
bénh nhan mic ung thu da ngay mot ting, nim 2002 wdc tinh c¢6 1,3 triéu
ngudi My mic ung thu da, trong d6 ¢6 53.000 nguoi mac ung thu té bao héc
t6 va hon 7.000 ngudi chét vi loai ung thu nay [8]. Nam 2006 udc tinh c6
khoang trén 3,5 triéu bénh nhan cao gip gan 3 1an s6 bénh nhan nam 2002 [7].

O Uc, nghién ctru ciia Marks va cs cho thiy ung thu da cao gap 3 lan
tong sd cac ung thu khac cong lai va khoang 1% déan sd bi ung thu da [9].
Trong thoi gian 5 nam, ung thu té bao vay ting 50% véi ty 1é mdi mac tir
166/100.000 dan lén 250/100.000 dan trong nghién ctru cua Gilison va cs
[10].

O Chau Au, ty 1& ung thu da ciling rit cao, theo nghién ctru cta Bulliard

J. L. va cs 6 Thuy s§ mdi ndm c6 15.000 bénh nhan méi mic ung thu da [11].



O Anh, theo nghién ctru ctia Muller H. va cs, ty 1& mac ung thu da nam 2010
tang 33% so v&i nam 2001 [12]. Do théi quen phoi ning dé c6 nudc da ram
nang ciing nhu su ting cuong du lich dén cac nudc nhiét d6i vé mua hé cia
nhitng nguoi da tring 13 cac yéu td quan trong 1am gia ting ung thu da &
ngudi chau Au.

Nguoi chau A ¢6 ty 18 ung thu da thap hon ngudi chau Au, theo nghién
ctru cia Sung J. va ¢s & Singapore nam 2006 ty I¢ ung thu da 1a 7,4/100.000
dan. Ty 1& ung thu biéu mo té bao day ¢ ngudi Trung Qudce 1a 18,9/100.000
dan, Nguoi M lai 1a 6/100.000 va ngudi An Do 1a 4,1/100.000 dan [13].

O Viét Nam, udc tinh hang nam c6 khoang 8.000 trudng hop mic ung
thu da, trong d6 ung thu té bao day 1a 80%, ung thu té bao vay la 15%, ung
thu té bao hac t6 1a 4%, con lai 1a cac ung thu khac ¢ da [2].

1.1.3. Yéu té nguy co ciia ung thw da
1.1.3.1. Anh séang mdt troi

Anh sang mit troi 1a nguyén nhan chinh giy ung thu da, tia cuc tim
trong 4nh sang mat troi gy ung thu da theo 3 co ché [14]:

- Tac dong truc tiép 1én DNA.

- Tao ra cac phan tir oxy hoa 1am bién d6i DNA va cu triic cac té bao.

- Uc ché mién dich bAm sinh chéng ung thu cta co thé.

Yéu t6 dja du ciing c6 mdi lién quan chit ché véi ty 16 ung thu da,
nhiig ving gan dudng xich dao c6 ty 1& ung thu da cao hon nhiéu so voi
nhimg ving khac. Theo nghién ciru ctia Stone va CS cho thiy ty 16 ung thu té
bao ddy & Hawai cao gap 4 1an so voi ving dat lién & My [15].

Céc nghién ciru vé dic diém 1am sang ung thu da cho thdy gan 80%
ung thu da xuat hién ¢ ving dau, mat, c6, canh tay va mu tay [12],[16],[17],

day 1a nhitng ving da tiép xuc truc tiép voi anh sang mat troi.



1.1.3.2. Asen

Vai tro cua asen gy ung thu da & ngudi con chua rd, tuy nhién céc
nghién ctru trén stic vat cho thay asen c6 kha ning gy bénh. Mot sb tac gia
cho ring asen 1a tdc nhan diéu bién cic con duong tin hiéu té bao, 1am bién
d6i cac yéu td ting truong va bién doi qua trinh tang sinh, oxy hoa, biét hoa té
bao va chét té bao theo chuong trinh. Hon nita asen c6 thé 1am ting nguy co
ung thu bang cach kich thich khdi u phat trién, hoat héa cac hormon [18]. Hau
qua ctia nhiém asen dan dén ré6i loan chirc ning cua gen TP53 va phdi hop véi
tia UV dé tao thanh yéu td gay ung thu. Theo céc tac gia ndy khi c6 su tuong
tac gilta 4nh sang mit trdi v4i nhiém asen man tinh s& 1am cho ung thu da
phat trién manh 18n rat nhiéu [19].
1.1.3.3. Bure xa ion hoa

Buc xa ion hda c6 kha nang giy ung thu da dugc ghi nhan tir nhiing
nam dau thé ki XX khi ung thu da thuong xuét hién & tay cac bac si va k¥
thuat vién c6 tiép xtc voi tia X. Cac nghién ctru dich t& hoc da xac dinh xa tri
cling 1am ting nguy co phat trién ung thu da dic biét 1 ung thu té bao day, xa
tri trimg ca 1am ting nguy co ung thu té bao day gap 3 1an va xa tri nAm da
dau ¢ tré em ciing lam ting nguy co ung thu té bao day tir 4 - 6 1an [19].
1.1.3.4. Yéu 6 cd thé
- Chung tjc:

Céc ching tdc ngudi khac nhau o su ling dong melanin trong da khac
nhau. Pdi v6i nguoi da tring, melanin chu yéu tap trung & 16p day cua biéu
bi, & cac ching toc da mau ngoai tip trung ¢ 10p day melanin, c6 thé thiy ¢ ca
cac 16p trén cua thugng bi. Ung thu da c6 thé gip & ca ngudi da trang va da
den, nhung ty 1& cao hon & nguoi da trang [20],[21],[22]. Mot nghién ctu da

trung tAm & mién nam chau Au cho thiy nhiig ngudi c6 da dé bi bong nang



va khong bao gid bi ram hodc nhitng nguoi ¢ tién st bong ning khi tré duoc
canh bao nguy co cao mic ung thu da [23], trong khi nhiing ngudi & chau Phi,
chau A ty 1& ung thu da thip hon [24]. Diéu nay cho thay, melanin, sic t6 1am
cho da sim mau c6 thé bao vé da chdng lai ung thu da.

- Tudi va gidi:

Nguy co ung thu da déu lién quan dén tudi tac, ngudi 16n tudi thudng
dé mic ung thu da hon ngudi tré tudi.
- Yéu t6 mién dich:

Nhitng anh hudéng cia yéu té6 mién dich dén ung thu da chua 16 rang,
tuy nhién mot s6 nghién ctru cho thiy c6 sy gia ting ung thu da & nhimg bénh
nhan ghép tang va tré em diéu trj ung thu, bénh nhan HIV/AIDS [25].
1.1.3.5. Céc yéu té khac

Ngoai anh sang mit troi, yéu td gen va cac yéu td trén, nhiéu nghién
ctru con dé cap dén cac nguyén nhan khac gy ung thu da nhu tiép xtc véi
héa chit, cac ché phrflm nhya, cic vét loét man tinh, hat thudc...
[24],[25],]26].

1.1.4. Phén loai ung thw da

Ung thu da bao gém nhiéu loai u 4c tinh khac nhau xut phat tir da hodc
c4c thanh phan phu cua da. Hién nay, ung thu da duoc phan loai nhu sau:
- Ung thu da khong phai ung thu té bao hac t6 (Non - melanoma skin cancer -
NMSC):

+ Ung thu té bao day (Basal cell carcinoma - BCC).

+ Ung thu té bao vay (Squamous cell carcinoma - SCC).

+ Ung thu té bao Merkel.

- Ung thu té bao hic t6 (Malignant melanoma - MM).



- U lympho & da.

+ U lympho té bao T.

+ U lympho té bao B.

Tuy nhién, c6 ba loai ung thu da thudng gip nhét 13 ung thu biéu mo té
bao day, ung thu biéu mo té bao vay va ung thu té bao hic t6.
1.1.4.1. Ung thu biéu mé té bao déy (Basal cell carcinoma -BCC)

L4 loai ung thu da hay gip nhat, chiém khoang 75-80% cac loai ung
thu da. Thuong ton 1a khoi u nhé, & ving da ho, thAm nhiém cing, mau da
binh thuong hay c6 hién tugng tang sac to, co thé loét, dé chay mau. Mac du
tién trién cham, nhung néu khong dugc chan doan va diéu tri sém, to chuc
ung thu tiép tuc xam l4n, pha hiy da va to chirc xung quanh lam bién dang va
lam r6i loan chirc nang cua mot s6 co quan by phan, dac biét la cac hdc tu
nhién nhu miii, miéng va mat. Ung thu biéu mo té bao day tién trién lau, gy
xam l4n to chuc xung quanh. Néu duoc phat hién som va diéu tri kip thot cat
b6 rong thuwong ton, tién lugng ctia bénh rat tot.

Nguédn gbe thuc su cua ung thu té bao day xuat phat tir loai té bao nao
van con 1a cAu hoi can duoc tra 101. Nguoi ta thy ring c6 sy giéng nhau vé té
bao hoc va mién dich hoc gitta cac t& bao ciia ung thu biéu mé té bao day va
cac té bao 10p ngoai cung cua nang 1ong nén nhiéu tac gia cho rang ung thu
biéu mé té bao ddy xuat phat tir nang 1ong.
1.1.4.2. Ung thu té bao vay (Squamous cell carcinoma - SCC)

La ung thu khoi phat tir t& bao simg thuong bi cta da va niém mac.
Trong cac ung thu da, SCC chiém khoang 20% va dimg hang thr hai sau ung
thu té bao day nhung SCC xam lan va di can nhiéu hon. SCC chu yéu lién
quan dén ving da tiép xtic anh nang man tinh & nguoi da sing mau, tuy nhién

c6 thé tht phat sau cac ton thuong hinh thanh seo (bong, loét man tinh, ...)
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hoa chat (arsen, hydro carbon...), nhiém virus HPV (type 16, 18, 30, 33, 35)
va tiép x(c tia xa (tia X, tia gamma, tia radium), nguoi suy giam mién dich do
bénh hoic do thudc ciing c¢6 nguy co cao mac SCC. Pdi véi ving sinh duc,
ung thu té bao vay lién quan truc tiép dén voi chit hep bao quy dau ¢ nam
gidi.

1.1.4.3. Ung thu té bao hdc t6

Ung thu té bao hac t6 1a khdi u c tinh cua té bao hac to (melanocyte)
san xut ra sac t6 den (melanin), t& bao nay cha yéu phan bd & da, ngoai ra co
thé théy & mat, tai, co quan ti€u hoa, té bao ndo, va niém mac miéng, sinh
duc.

Ung thu té bao hic t6 chiém khoang 5% cac ung thu da; tuy nhién, day
1a khéi u gy tir vong cao nhit (75%) trong s6 cac ung thu da trén thé gidi. Do
viy, viéc chian doan va phat hién sém s& 1am ting thdi gian sdng va giam ty 16
tor vong.

1.2. SINH LY BENH HQC QUA TRINH PHAT TRIEN UNG THU DA
1.2.1. Kiém sodt sw phén chia, sinh truéng ciia té bao

Su phén chia, sinh trudng cua té bao duoc kiém soat boi nhidu gen
thong qua cac san pham protein cta chung. Thanh phan dau tién tham gia
kiém soét 1a yéu t6 sinh truong (GF: growth factor), yéu t& nay két hop voi
receptor ctia nd cé trén bé mat té bao. Phic hop receptor - yéu to sinh trudng
gui nhimg thong tin téi nhan té bao bang qua trinh chuyén nap tin hiéu véi
nhimg protein kinase dic hiéu. ¢ trong nhan, chung tuwong tic véi cac yéu tb
phién mi dé diéu khién sy hoat dong ciia cac gen dic hiéu chi phdi su phan
chia va sinh truéng cia té bao.

Chu ky té bao thuc hién qua cac pha khac nhau duoc chi phéi boi cac

protein, d6 la cac cyclin, cac loai kinase phu thudc cyclin (CDK: cyclin
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dependent kinase) va cic yéu té tc ché cua ching.

Céc CDK c6 mit lién tuc trong moi pha cta chu ky té bao, nhung &
dang khong hoat dong. Chung chi hoat dong khi dwgc gin vao mét cyclin
tuong tmg. Cac cyclin chi duoc téng hop trong cac pha dic hiéu cta chu ky té
bao, cyclin c¢6 chic ning hoat hoa CDK twong tng. Cac chit tc ché cia
chung lam cho CDK khong hoat dong. Cac cyclin diéu khién chu ky té bao
bang su phosphoryl hod protein dich. Do sy hoat déng ctia cic yéu t6 trén nén
té bao dimg lai hodc chuyén tir giai doan nay sang giai doan khac cta chu ky
té bao.

C¢ it nhat 5 loai cyclin véi céc dinh danh 1a A, B, C, D, E va c6 it nhat
7 loai CKD [27],[28].

- Phirc hop Cyclin D - CDK4 1am té bao chuyén tir G1 sang pha S.

- Phirc hop Cyclin A- CDK2 lam té bao chuyén tir pha S sang G,.

- Phirc hop Cyclin B - CDK1 lam té bao chuyén tir G, sang M (bao
gom cac ky phan chia chu ky té bao).

Ngoai tinh phu thudc vao Cyclin, cac CDK con phu thudc vao su kiém
soat cua chat e ché no 1a CDKi (cyclin dependent kinase inhibitor). Cac
CDK:i la cé4c protein c6 trong luong phan tir thdp nhu cac protein cta gen p21,
p27, TP53 ¢o tac dung urc ché khong dac hiéu cac CDK hoac uc ché chon loc
cac phirc hop Cyclin D- CDK4 hoac CDK6 nhu cac protein pl16, p15 va pl8.

Cac CDKi la cac protein dugc cam tng tong hop khi cé ton thuong
DNA (giy don hay gy kép) co tac dung tc ché chu ky té bao ¢ nhiéu diém
dé stra chita cac t6n thwong DNA. Cac CDKi con dugc giai phong khi c6 mit
cac yéu td trc ché tang sinh nhu TGF-beta, trai lai bi rc ché khi c6 mat IL2.
1.2.2. Cdc co ché phdt sinh ung thw da
1.2.2.1. M6 hinh chung cua phat sinh ung thu da
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V& chi tiét co nhiu co ché di truyén phén tir va di truyén té bao gy
phat sinh ung thu. V& nguyén tic su phat sinh ung thu trai qua mot qua trinh
nhiéu buéc dot bién, chon loc, tich luy dot bién va phan hoa cac dong té bao
cho t6i khi tao té bao ung thu khoi ngudn dé ting sinh tao dong té bao ung
thu.

Budc dau tién 1a cac ton thuong & DNA do cac yéu t6 bén trong (cac
khiém khuyét trong tu nhan d6i DNA hodc trong sira chira DNA) hodc do cac
tac nhan bén ngoai tac dong (nhu cac tia phong xa ion hod, cic tdc nhan hoa
hoc gay dot bién, mot sb loai virus...). Tén thuong DNA co thé gay chét té
bao hodc duoc stra chita lai nhu binh thudng, hodc tao thanh dét bién nhiém
sac thé (NST) hodc dot bién gen. Dot bién nay c6 thé giy chét dong té bao
nay trong chon loc (vi kém wu thé trong canh tranh sinh trudng so véi cac té
bao binh thudng), hodc tao dong té bao mdi co suc sinh truong nhu té bao
binh thuong, tdn tai mang mot gen hodac NST “danh dau” do két qua cua dot
bién. Kha ning thtr ba 14 tao ra mot té bao mdi véi dic diém giam e ché tiép
xuc, co tinh uwu viét chon loc, sinh truéng vu thé, tang sinh nhanh hon cac té
bao binh thuong. Cac té bao nay tiép tuc tich luy cac bién d6i & DNA, NST
gy bién d6i manh hinh thai va chic ning té bao, thoat khoi cac tac dong binh
thuong vé diéu chinh kiém soét tdng sinh. Mot s6 té bao qua chon loc bi dao
thai (chét) hodc ngiu nhién din téi dong t& bao c6 wu thé chon loc cao hon
nira, sinh trudng tang tién tao khéi u va phat trién doc 1ap, khong bi kiém ché,
chen ép, xam 14n cac md 1an can hodc di can.
1.2.2.2. Cac con dwong tin hiéu trong ung thu da
* Con dwong tin hiéu tr EGFR trong ung thu da

Thu thé yéu t6 phat trién biéu md (EGFR - Epidermal growth factor
receptor) cé trén bé mit té bao co ai luc cao voi yéu td phat trién biéu mo

(EGF - Epidermal growth factor). Khi EGF gin véi EGFR sé& kich hoat
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tyrosine kinase ndi bao cua thu thé. Tiép theo, cc tyrosine kinase s& khoi
dong mot dong thac tin hiéu dé tac dong 1én nhiéu qua trinh hoa sinh trong té
bao nhu: ting ndng do Cal*t ndi bao, tang cuong qua trinh duong phan va
sinh tong hop protein, ting qua trinh bicu hién mot sé gen ké ca gen mi hoa
EGFR, thiic diy qu4 trinh tai ban ctia DNA va qua trinh phan chia té bao [11].
EGFR di dugc ching minh c6 biéu hién qua mic & ngudi bénh ung thu dai
tryc trang va ciing 1a dich nham dén cta liéu phap diéu tri bang khang thé don
dong [27],[28].
* Con dwong tin hiéu Wnt (Wingless-integration)

C6 hon 20 yéu t6 thudc vao ho gen cia yéu t6 phat trién Wnt & nguoi.
D6 1a cac protein co trong luong phan tir khoang 40 kDa. Piém quyét dinh
ctia con dudng nay chinh 1a su lién két va hoat hoa B-catenin. Trong khi chat
nay bi trc ché boi hoat dong phdi hop ctia mot sb protein gom APC, axin va
GSK3p. Hoat dong lién tuc ctia con duong nay dic biét cd y nghia trong ung

thu dai tryc trang.

Hinh 1.2. Cac con dwong tin hi¢u trong ung thw da [27].
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Sy mét diéu hoa cia con dudng Wnt 13 do mat chirc ning cta cac chét
diéu hoa 4m tinh nhu APC hodc axin hodc boi sy dot bién sinh ung thu hoat
hoéa B-catenin. Vi vay, APC dugc xem nhu chét trc ché khéi u va chét sinh ung
thu [29],[30],[31].

* Con duong tin hiéu ERK/MAPK (Extracellunar regulated kinases/ Mitogen

activated protein kinase)

Con duong ERK/MAPK la mot trong nhitng con duong tin hiéu quan
trong nhat cho sy phat trién té bao. Cac con dudng MAPK nam & ha luu cua
nhiéu thu thé yéu té ting trudng, trong d6 c6 cac yéu td ting trudng biéu bi
EGFR. Hoat dong qua muc va su kich hoat cac thu thé nay thuong duoc phat
hién trong ung thu dai tryc trang va cling débng mot vai trd quan trong trong
su tién trién cia bénh ung thu ndy. Con duong ERK/MAPK c6 thé duoc hoat
hoa thong qua protein Ras. Sy hoat hoa con duong ERK/MAPK 1a yéu t6
quyét dinh nhat d6i véi sy kich thich ting sinh té bao ung thu song song véi
su bién dbi cua Ras [27],[32],[33].

B
. o ey e
-

Hinh 1.3. Con dwong tin hi¢u RAS/MAPK tir EGFR [27].
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* Con duong tin hiéu phosphotidylinositol 3-kinase (PI13K)

Enzyme PI3K xuc tac qua trinh phosphoryl hoa phosphotidylinositol va
cac din chat cua chit nay dé tao ra cac chat dan truyén thong tin thir cap diéu
hoa cac hoat dong cua té bao nhu qua trinh sao chép va sinh tong hop protein,
qua trinh phan chia va chét t& bao... PI3K dugc hoat héa bdi protein Ras,
nhung chinh enzyme nay ciing c6 kha niang tac dong vao diém then chét cua
cac con duong tin hi¢u cua Ras. Con duong tin hi¢u PI3K 1a con duodng tin
hiéu ung thu, cac chét e ché con duong nay nhu PTEN chinh 14 chat trc ché
khéi u [27].

* Con dwong tin hieu TGF-f (Transforming growth factor - beta)

Con duong tin hiéu TGF-B kiém soat su phan chia, biét hoa té bao va
thuc ddy qua trinh apoptosis cta té bao binh thudng nén duoc goi 1a con
duong e ché khéi u. Khi TGF-B bi dot bién, cac bo phan ciia con duong tin
hiéu TGE-p bi bién d6i va mat chirc nang, hau qua 1 cac té bao ung thu sinh
s6i nay nd. TGF-B con thiic ddy té bao ung thu di cin va kich thich sy hinh
thanh mach mau cta khéi u [31],[32]. Dot bién TGF-B xay ra ¢ khoang mot
phan ba sd nguoi bénh ung thu [34],[35],[36].
1.2.2.3. Oncogen (gen sinh ung thu hay gen ung thu)

Pa sd oncogen bt ngudn tir proto - oncogen. C4c proto - oncogen la
nhitg gen binh thudng c6 mit trong t& bao ma hoa cho céac protein diéu chinh
thugc hé thdng kich thich sinh truong, phan chia va biét hoa cia té bao. Cac
protein nay co thé 1a cac yéu 6 sinh trudng (growth factor), cac receptor ciia
cac yéu to sinh trudng, cac protein chuyén nap thong tin tir mang vao nhan
hodc cac yéu t6 sao ma. Khi dot bién xay ra & proto - oncogen né co thé try
thanh oncogen. Tac dong chung ctia cac oncogen 1 tao protein bat thudng tac

dong vao céac khau cua qua trinh diéu chinh, dé kich thich tang sinh té bao
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manh m¢&. Cac oncogen la tr1 & mic té bao, chi mot ban copy cua mot
oncogen dot bién gép phan vao diy truyén gdm nhiéu budc dé hinh thanh
khéi u. Trai nguoc véi cac gen te ché khéi u, phat sinh ung thu bang nhiing
d6t bién mat chic ning, con oncogen phat sinh ung thu bang nhitng dot bién
lam thém chirc nang. Hau hét oncogen tim thay & cac khdi u khong di truyén,
nhung ciing c¢6 nhimg d6t bién oncogen cua té bao tao giao tir ¢ di truyén,
nhung khong phd bién.
Béng 1.1. Mt so6 oncogen thwong gip [37]

Oncogene Vi tri Loai ung thw lién quan
trén NST
Tac nhan sinh truong
HST 11913 U da day
SIS 22012 U nédo
Receptor tac nhan sinh truéng
RET 10q U nhiéu tuyén noi tuyén
Erb.A 17911 Leukemia
Tin hi¢u chuyén nap
H.RAS U dai trang, phéi, tuy
K.RAS, 11q15 U da, u tuyén giap, dai
BRAF 12q12 trang
ABL 7q U da, tuyén giap, dai trang
Tac nhan phién ma 9934 Leukemia
N - Myc U than kinh, phoi
MYB 2p24 U da, leukemia
Fos 6022 U xuong
14924

Xét vé nguon goc cé thé phdan biét hai nhém oncogen:

- Oncogen- virus (v - oncogen): Co trong virus ma chu yéu 1a virus
RNA. Do ¢ enzyme phién ma nguoc nén khi xdm nhap vao té bao virus tao
ra phan tir lai DNA - RNA tir ¢6 hinh thanh DNA b6 sung (cDNA) va do vay
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protein dugc tong hop theo ma cua virus kich thich phan bao manh mé, ¢ thé
dan dén ung thu.

- Oncogen té bao (c - oncogen).

- Oncogen thuong gip trong cac thé ung thu khong di truyén.

Do céc proto - oncogen binh thudng vén c6 sin trong té bao bi dot bién
tao thanh ¢ - oncogen. C - oncogen hoat dong gy ung thu c6 thé do nhiing
dot bién diém & nhirng nucleotid nao dé, hodc do su sép xép lai cia NST tao
“gen lai” hodc bang sy khuéch dai ctia gen. Chudi DNA ciia ¢ -oncogen c6
trinh tu twong ty nhu oncogen virus tuy nhi€n oncogen virus chi c6 exon con
proto - oncogen chira ca exon va intron. C - oncogen giy ting sinh té bao
manh mé& bat thudng dan dén ung thu.
1.2.2.4. Gen swa chita DNA

Pa s té bao phan chia lién tuc trong sudt qua trinh séng. Su tai ban
DNA mot cach chinh x4c 14 can thiét dé di truyén bo gen gidng hét nhau cho
moi thé hé té bao trong co thé. Mdi lan phan chia té bao co khoang 6 ti cip
bazo nito dugc tong hop, két ndi trong mot khoang mot thoi gian rat ngin,
nén kha nang xay ra sai sot 1a rat 1on. Trong qua trinh tai ban DNA, néu c6 sai
sot, thi cac sai sot nay thuong dugc stra chita nho hoat dong binh thuong cua
hé thong gen stra chira DNA.

Hoat dong stra chita DNA nay bi giam hoac mat do di truyén hay do
d6t bién mic phai cua hé thong gen sira chira DNA s& lam céc sai sot trén
DNA khéong duoc stra chita gdy dot bién ¢ nhiéu gen khac nhau, trong d6 cé
c4c sai sOt 1am proto-oncogen thanh oncogen hay 1am gen trc ché khdi u b bat
hoat dan téi phat sinh ung thur.

Mot sb ung thu ¢o tinh chét gia dinh nhu ung thu v, da kho nhiém sic

t6 (Xeroderma pigmentosum) lién quan véi bat thudng gen sira chira DNA.
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Trong mdt $6 ung thu khéc, bat thuong DNA biéu hién & dang roi loan NST
(NST bi dut gy, 1éch boi), vi du trong hoi chirng Bloom, thiéu mau Fanconi,
Atasia- telangiectasia, lo xé mi, nhiéu NST bj dut gay.

Bang 1.2. Mot so gen vrc ché khoi u [37]

A Vi tri Bénh do dot bién & dong
Tén gen . .
trén NST té bao sinh duc
Rb-1 13q14 Ung thu vOong mac
(Retinoblastoma) Ung thu xuong
APC 5021 Polyp gia dinh
(Adenomatous polyposis coli)
NF1 17q11 U xo than kinh I
NF2 22012 U xo than kinh II
(Neurofibromatosis)
TP53 17p13 H/chimg Li- Fraumeni
P16 9921 Ung thu da gia dinh
BRCAL1 17921 | Ung thu vi, ung thu budng
tring gia dinh
BRCA2 13912 Ung thu va gia dinh

1.2.2.5. Pt bién nhiém sdc thé gay ung thie

Ngay nay bang k¥ thuat hién dai, nguoi ta thay nhiéu bat thuong DNA
dic trung trong lo xé mi 13 do bat thuong NST tao gen lai nhu gen lai
ABL/BCR trong lo xé mi kinh 14 do chuyén doan NST 9 va NST 22. Gen lai
AMLI/ETO trong lo xé mi cap 1a do chuyén doan NST 8 va NST 21. Céc gen
lai nay tao san phém protein lai dot bién c6 tac dong kich hoat phan bao manh
m¢e gay lo x€ mi.

Mét sb bénh c6 NST khong bén virng nhu hoi ching Fanconi, hoi
ching Bloom c6 ty 1& méc bénh lo xé mi cao hon ngudi binh thuong nhiéu

lan. C6 nhitng nghién ciru con cho thay, ngoai lo xé mi, nhitng bénh nhan bj
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héi ching Fanconi con d& mic ung thu phoi.

Céc nghién ctru khac ciing cho thiy tia xa gay dit gdy NST, dong thoi
nhiéu thong bao ciing khing dinh tia xa c6 vai trd giy lo xé mi. Nhitng nguoi
diéu tri bang tia xa hay bi nhiém xa c6 ty 1¢ bi bénh 4c tinh cao.

Mot sb dang dot bién NST néu trén di tao diéu kién cho céc proto-
oncogen trd thanh dang oncogen c6 tinh chat gay ung thu. Cac dot bién NST
vé s6 luong thudng gay mat can bang gen (ting gen sinh u) con cac dot bién
cdu tric NST c6 thé 1am bién doi dén ciu tric cla cac gen tién sinh u hodc
gen trc ché khdi u tao gen dot bién hodc gen lai gay tang sinh hon loan gay u.
1.2.2.6. Ung thw phdt sinh do su twong tdc ciia méi truwong va di truyén

C6 nhiéu dang ung thu phat sinh c6 thé dugc giai thich bang sy tuong
tac cia di truyén va moi truong, bénh ung thu va 1a mot vi du. Ngudi ta thay
ty 16 mac ung thu via ¢c6 mdi lién quan véi moi nguoi trong ho hang, dong thoi
lién quan v&i sy man kinh, vo1 ndi tiét to sinh duc.

1.3. GEN TP53 VA UNG THU DA

1.3.1. Céu triic va sdn phdm ciia gen TP53

1 . 1
E1
173
bp

1bp

19149 bp

l Translation HLS _
MNES (316-324) e [370-378)0380-3B4)

(11-24) 1 (340 -351) + 4

. . Proline Rich DNA Binding Domain ‘Olige
(40-92) (101 - 306) (307 - 355) o

N-terminal C-terminal

1aa 393 aa

Gen TP53 nam trén nhanh ngdn cia NST so 17 (17p13.1), gen TP53 ¢6
kich thuée 22.000bp, gom 11 exon [38].

Hinh 1.4. So' @0 vi tri, cau tric gen TP53 va so dd protein p53
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Gen TP53 con duogc goi 1a gen e ché khdi u duoc phat hién tor ndm
1979, né nam trén nhanh ngin thudc ving 1, bang 3 bang phu 1 cua NST s6
17 (17p13.1). Gen TP53 co kich thudc 22.000bp, gébm 11 exon mi héa cho
protein p53 c6 trong lugng phan tir 53kDa.

Binh thuong gen TP53 ¢ trang thai khong hoat dong. Gen TP53 dugc
hoat dong khi c6 su sai 1éch vé vat chat di truyén nhdm [38],[39],[40]:

- Chéng ting sinh té bao, chdng té bao chuyén 4c tinh bang kiém soat chu ki
té bao, cam mg qua trinh chét theo chuong trinh (apoptosis), co tac dung sira
chita cac ton thuong DNA, ngan can sy xuat hién dot bién cia té bao.

- Kich thich hoat tinh cic gen trc ché ung thu khac, duoc coi 1a gen dich cua
gen TP53.

San pham protein p53 dugc chon 1 phan tir cia ndm 1993, 1a chia khoa
di truyén cta su phat trién ung thu. Protein p53 c¢6 kha niang han ché cac dot
bién xay ra ¢ té bao thong qua tac dung ctia né trén chu ky té bao.

Co ché tac dung cta protein p53 trén chu ky té bao 13 e ché chu ky té
bao va 1am ngimg chu ky & cac giai doan chudn bi G1 chuyén sang S va ¢ giai
doan G2 chuyén sang M. Su kiém soat chu ky té bao do cac protein - kinase
dam nhi¢m, d6 1a cac protein - kinase phu thudc cyclin, viét tit 1a CDK.
Cyclin 14 céc protein chi phdi hoat tinh ctia cac CDK. Dé té bao di tir mot pha
nay sang mot pha khac tiép theo thi mot CDK nhat thiét phai phdi hop véi
mdt cyclin. Mubn chuyén G1 sang S can phai c¢6 phtc hop cyclin E - CDK2,
mudn chuyén pha G2 sang M can ¢6 phitc hop cyclin B - CDK1. Cac phuc
hop bi e ché boi cac protein p21, su tong hop protein p21 phu thudc vao
protein p53 gin vao promoter va khai dong gen d6. Do vy protein p53 tic
ché chu ky té bao théng qua san pham cua gen p21 va mot sd san pham cia

gen khac la gen dich ctuia gen TP53 [29],[38],[39].
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Hinh 1.5. Vai tro ciia gen TP53 trong chu Ky té bao

Cac thoi gian dimg chu ky té bao nay 1a dé stra chita cac ton thuong
DNA do cac yéu td vat 1y, hoa hoc, sinh hoc... gay ra, lam cho té bao khong bi
dot bién va dugc séng sot, khong bi tién trién thanh 4c tinh. Khi té bao dung &
giai doan G1 sé& tranh dugc sy nhan d6i DNA t6n thuong, dimg & G2 tranh
dugc vi¢c duy tri cac té bao c6 cac DNA hu hai khong dugc stra chita ma
budc ngay vao qua trinh phan bao. Gen TP53 tham gia vao qua trinh stra chira
nay bang cach ting phién mi dé tong hop mot s protein cé chitc ning sira
chita DNA. Néu DNA bi ton thuong stra chira dugc thi té bao duoc phép thuc
hién nét chu trinh cia minh. Nhung vi mot s6 nguyén nhan nao dé ma co ché
stra chira khong thanh cdng, thi gen TP53 sé ding qua trinh phan chia cua cac

té bao dot bién va khoi dong qua trinh chét theo chuong trinh (apoptosis).



22

Nhu vay khi mot té bao bi t6n thuong DNA néu khéng sira chita dugc, thi
protein p53 s& tac dong truc tiép dé dua té bao vao giai doan chét theo chuong
trinh. V&1 nhitng chiic nang nay, gen TP53 duoc goi 1a “ngudi bao vé by gen”
[29].

Protein p53 cam Ung cho qud trinh chét t& bao theo chwong trinh
(apoptosis): qua trinh chét té bao theo chuong trinh 1a hién tuwong quan trong
trong c4c co quan, gitr gin hang dinh s6 luong té bao va gitp pha hily cac té
bao c6 kha ning giy phan ung ty mién. Nhu vay, khi thiéu protein p53 hoic
protein p53 bi bién ddi thi hién tuong chét theo chuong trinh s& giam, lic nay
té bao c6 dot bién ciing khong chét va hién tugng ting phan bao tiép tuc xdy
ra d6 1 co ché duy tri cac té bao co dot bién, khi tich liy thém cac dot bién ¢
mtrc d6 nhit dinh sé& hinh thanh cac té bao ung thu (c6 dot bién). Pac biét khi
ca 2 alen tir bé va me cua gen TP53 bi ton thuong thi su e ché té bao chét
theo chuong trinh cang xay ra d& dang hon khi chi bj ton thuong 1 alen, lac
nay té bao khong chét ma ctr ting phan bao.

Dot bién gen TP53 1a bién d6i di truyén hay gip trong nhiéu loai ung
thu & nguodi, dac biét 1a cac loai ung thu nhu ung thu da, phéi, vu va dai
trang... Cac dot bién gen TP53 hau hét 1a dot bién diém hay gip o doan exon
5 dén 9, két qua 1am cho protein san pham mat chic ning nhung noé lai tré
nén bén viing hon va gay tich tu véi mot nong do cao trong nhan té bao, tao ra
cac san pham goi 1a protein p53 dot bién. Trong ung thu da, dot bién thudng
xay ra ¢ exon 5,7 trén cac vi tri sau: 175, 177, 248, 282 [40],[41]. Protein p53
lam ting tinh nhay cam véi xa tri va c6 thé ca v6i hoa tri liéu. Khi thiéu
protein p53 hodc p53 bi dot bién mat chirc ning, té bao s& kém nhay cam véi
Xa tri .

* Cac loai t6n thuong, dot bién hay mat chirc ning ciia gen TP53 [42]:

Hoat tinh gen TP53 duoc thé hién chirc ning cta phéan tir protein p53
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trong dich sinh hoc va & cac mé. Céc ton thuong gen TP53 c6 thé gip:

+ Dot bién diém: do chuyén ddi vi tri pyrimidin ndy bang pyrimidin
khac, hodc cip pyrimidin ndy bang cip pyrimidin khac.

+ Dot bién mét doan: do mat cac ving trén nhiém sac thé 1am bat hoat,
mat gen TP53. Dién hinh 14 mét tinh di hop tir (LOH: loss of heterozygosity)
do mat doan nhiém sic thé chira gen TP53 ¢ mot trong hai NST tuong dong
gy ra mat mot trong hai alen cta té bao. Tuy nhién, trong ung thu té bao day
thi tan suat mat tinh di hop tir thap hon so v6i céc ung thu khac [43],[44].
1.3.2. Vai tro ciia gen TP53 trong co ché bénh sinh ung thw da

Qua trinh chét té bao theo chwong trinh 1a tién trinh thim lang va con
chua biét day du. Chét té bao theo chuong trinh 1a mdt hién twong co ban cia
su séng & co thé da bao. N6 lién quan dén qua trinh phat trién cta phoi va lién
quan dén kha ning gitr hang dinh ndi mdi cua co thé trudng thanh (can bang
giita tai sinh, ting sinh va chét) dic biét dbi véi cac to chirc thuong xuyén doi
moi nhu hé théng mién dich. Qua trinh chét té bao theo chuong trinh do nhiéu
gen diéu khién va kiém soat. Mot diéu kién trong xuat hién va phat trién ung
thu 12 té bao mat cam g voi chét té bao theo chuong trinh. Qua trinh chét té
bao theo chuong trinh c6 thé xay ra nhu sau [40],[41]:

- Céc kich thich tir bén ngoai (exogenous) nhu cac hormon, thudc diéu
tri, tia cyc tim,... s€ lam cac chemokine hoat hdéa mot receptor trén té bao
thude tuyp receptor APO-1 va Fas (tén khéc cua Fas 1a CD95 hay receptor cta
TNF). Tin hiéu nay s& truyén dén mot loai protein co tuong tac vat Iy véi
receptor d6 & domain gay chét (death domain - DD hay dead effector domain
- DED) 1am hoat hoa mét ddy chuyén nhiéu protease gay phan ra cystein, co
tén goi 1a capcase. Cac caspase dau tién cua chudi capcase (ICE/caspase 1,

CPP31/caspase 3) s& gdy phan rd mot loat cac protein cau tric té bao hay céac
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protein kiém soat chu ky té bao (pRb) hay cac enzyme stra chita thuong ton &

DNA, protein cia RNA thong tin trudng thanh 1am cho céc té bao chét.
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Hinh 1.6. Vai tro ciia gen TP53 trong qua trinh phan bao [37]

- Yéu t6 kich thich néi sinh (endogenous) 1a gen TP53. Protein p53 xuit hién
khi c6 ton thuong DNA & dang dut soi don (SSB: single strand break) hay dut
soi kép (DSB: double strand break) hay khi sai 1éch vé ciu trac DNA. Protein
P53 hoat hoa truc tiép chét té bao theo chuong trinh hay gian tiép thong qua
cac san pham cua gen Bcl-2 va Bax. Ngoai gen TP53, cac SSB va DSB con
gidl phong ra topoisomerase I va II. Cac topoisomerase cuia DNA dugc xem
nhu 1a: “tram gac khu vuc” cta bd gen ¢6 trong mot té bao du 1a binh thudng

hay 4c tinh. Cac topoisomerase tach d6i soi xodn kép cua DNA dé sao chép
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hay stra chita ton thuong DNA bing cach 1am gdy soi DNA (topoisomerase
tuyp I 1am gdy mot soi, tuyp II lam giy 2 soi) nén rat can cho su phan bao.
Khi thiéu cac topoisomerase, dic biét 1a tuyp II thi cdc nhiém sic thé khong
phan ly duge, té bao khong phan bao dugce, dé bi chét nhat 14 khi c6 tac dong
ctia khang sinh va cac thudc gay doc té bao (thudc chéng ung thu).

Su héng dinh no1 moi 1a do su can béng gitra $6 luong té bao moi tai
sinh va sb té bao gia chét di. C6 nhiéu nguyén nhan va co ché gay chét té bao.
C6 thé cac té bao chét do cac telomere (6 nucleotid cudi cing cta nhidém sic
thé lam cho cac ¢du mat nhiém séac thé khong dinh vao nhau dugc) nén khéng
bdo v¢ dugc tinh toan ven trong nhan do1 DNA. Mot s6 chét té bao do thiéu
oxy, do tac dung nhiét do khong thuan lgi cho sy séng cua té bao, do oxy hoa,
do tia cuc tim gy cac ton thuong DNA qué 16n vuot qua kha ning sira chita
clia té bao.

1.3.3. Cdc dét bién gen TP53 trong ung thw da

Y nghia ctia gen TP53 trong ung thu néi chung va ung thu da néi riéng
van dang dugc cac nha khoa hoc trén thé gidi tiép tuc nghién ctru. Tuy nhién,
cac nghién ctru da chimg minh rang gen TP53 ¢c ché su phat trién cua ung
thu, ma hoa cho protein p53 cua nhan té bao, diéu hoa su sinh san va chét té
bao theo chuong trinh, ngin ngira dot bién DNA... Dot bién gen TP53 1a bién
d6i di truyén thuong gip nhét trong cac ung thu & ngudi. Do gen TP53 diéu
hoa sy 6n dinh ciia bo gen va ngin can té bao budc vao chu trinh phan bao khi
c6 ton thuong DNA nén khi TP53 bi dot bién, mat chirc ning sé lién quan dén
kha nang trc ché sy phat trién té bao, do d6 sé tang ty 1¢ té bao sinh san bat

thudng [45],[46],[47].
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TY LE CAC LOAI UNG THU VA PQT B IEN P53

p53
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DEVELOPING COUNTRIES DEVELOPED COUNTRIES
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COLON 60%

20%*

PROSTATE 10-30%
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ESOPHAGUS 40%
LEUKEMIA 10%
LYMPHOMA 30%
OVARY 60%
BLADDER 60%

|
Cases of Cancer per annum (x1000)

I NON MELANOMA SKIN 80%

Hinh 1.7. Ty 1¢ d6t bién gen TP53 trong mdt so loai ung thu [48]

Dot bién gen TP53 1a bién d6i di truyén hay gip trong nhiéu loai ung
thu & nguoi, dac biét 1a cac loai ung thu da, phéi, va va dai trang... Cac dot
bién hau hét 1a dot bién diém trong ving tir exon 2 dén 9, két qua 1am cho san
pham protein p53 mat chirc nang, va nd trd nén bén viing hon, gay tich tu voi
mot ndng dd cao trong nhan té bao, tao ra cac san pham goi 1a protein p53 dot
bién. O ung thu da dot bién thudng xay ra & exon 2 dén exon 9 trén cac vi tri
sau: 175, 177, 248, 282 [35]. Khi ton thuong ca hai alen ctua gen TP53 thi
DNA trong té bao bi ton thuong s& khong dugc stra chita, cac dot bién con ton
tai nhiéu hon khi chi ton thuong mot alen va dan té bao dén trang thai chuyén
dang 4c tinh dé dang hon.

P53 1a mot protein ndi bao nén né duge tim thay nhiéu nhat & cac mo,
nhung ciing c¢6 thé gip trong huyét thanh véi nong do thap (do thoi gian ban
hiy cta protein p53 binh thuong chi trong 20- 40 phit). Dua vao nguyén ly
cua su két hop khang nguyén - khang thé, nguoi ta c6 thé xac dinh dugc cac

protein p53 ¢ trong huyét thanh bang k¥ thuat mién dich danh déu enzyme



27

va protein p53 trong md bang k¥ thuat nhuém HMMD. Khi gen TP53 bi dot
bién dan dén protein ciia gen TP53 bi bién doi thi ndng d6 protein nay tai mo
c6 thé ting cao dong thoi protein bién ddi c6 thoi gian ban hiy kéo dai hon va
protein bién d6i nay ciing dugc phat hién bang ky thuat nhuom HMMD.

Bénh nhén ung thu da c6 dot bién gen TP53 lién quan dén giam ty 18
song thém khong tai phat va ty 18 séng thém chung. Gen TP53 dugc coi 14 yéu
t6 tién luong doc 1ap vé ty 18 sdng thém trong ung thu da.

Protein p53 1am ting tinh nhay cam véi xa tri. Thiéu protein p53 1am té
bao tro véi xa vi té bao khong ding & G1. Tuy nhién nhay cam véi xa trj va
hoa tri con phu thudc nhiéu protein khéac nira nhu pRb, oncoprotein...

Trén thé gidi nghién ctru dot bién gen TP53 va sy bicu 16 protein p53
trong mo ung thu da cling d3 dugc nhiéu tac gia quan tim. Venza M. va cs
cho rang sy biéu 16 protein p53 ¢ bénh nhan ung thu biéu mo té bao vay la
46,7% va khong co su khac biét gitra ung thu da nguyén phat va ung thu da
tai phat c6 di cin [49]. Bukhari M. H. va cs xac dinh dot bién gen TP53 va
biéu 19 protein p53 dot bién ¢ 140 mau mo sinh thiét da cho thay: ca hai dau
hiéu trén déu khong phat hién dugc trén da binh thudng, nhung trong ung thu
té bao day 1a 70% va trong ung thu t& bao vay 1a 96,25% va dot bién gen
TP53 ¢6 lién quan dén sy biéu 10 protein dot bién véi [50]. Piéu nay ciing phu
hop vé6i nghién ctru ciia Mlmquist L. M. va cs cho thay c¢6 mdi lién quan gitra
dot bién gen TP53 va sy biéu 10 protein p53 dot bién trong méd ung thu da
[51]. Nhu vay protein p53 1a mot yéu to quan trong trong theo ddi, tién luong
ung thu da. Nhitng trudng hop dot bién gen TP53 thuong c6 dap tmg kém voi
diéu tri hoa chat, do d6 xac dinh tinh trang biéu 16 protein nay duoc dung dé
danh gia kha ning dap tmg v6i hoa chét va tia xa trong diéu tri.

O Viét Nam cling c6 mot sb tac gia nghién ctu sy biéu 10 protein p53
dot bién trong md ung thu nhu két qua nghién ctru ciia Ta Van To cho thay ty

1¢ protein p53 dwong tinh trong md ung thu biéu mé tuyén va 1a 42,1%
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(n=95) va sy biéu 16 ndy ting dan theo do mé hoc [46]. Trong ung thu da, di
c6 mot s6 nghién ctru di sdu vao co ché phan tir ndi chung va dot bién gen
TP53, nhung chua c6 nghién ctru nao xac dinh sy biéu 16 cua protein dot bién
nay & mé ung thu. Viéc tim hiéu mdi lién quan giira dot bién gen TP53 va sur
biéu 16 protein p53 dot bién trong mé ung thu 1a can thiét, két qua dé s& giup
cac nha 1am sang c6 thé xac dinh dot bién gen TP53 phuc tap bang ky thuat
don gian hon. D6 13 ki thuat xac dinh su biéu 10 protein p53 dot bién bang
phuong phap héa méd mién dich, day ciing 1a xét nghiém dé 1am hon va cho
phép phat hién su tich luy bat thuong cta protein p53 trong té bao ung thu.
Kich thich hoat tinh cac gen tc ché ung thu khac, duoc coi 1a gen dich cua
gen TP53.
1.4. GEN BRAF VA UNG THU DA
1.4.1. Ciu triic gen BRAF

Gen BRAF gdm 18 exon c¢6 208.816 bp nam trén nhanh dai nhiém sic
thé sb 7 vi tri 7934 [52].
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Gen BRAF gom 18 exon c6 208.816 bp
nam trén nhanh dai nhiém sdc thé sé 7q34.
Hinh 1.8. Vi tri gen BRAF trén nhiém sic thé s6 7 [52].
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Gen BRAF dugc xem nhu 13 mot gen tién ung thu, gen ma hda thong
tin cho protein BRAF c6 trong lwong phan tir 94 kDa 1a chéat c¢6 hoat tinh
kinase voi chirc nang truyén tin hiéu ndi bao xudi dong phia dudi protein
KRAS ctia con duong tin hiéu RAS-MAPK [48]. Protein BRAF tuong tac dac
hiéu vé&i Serine/ Threonine diéu hda théng qua cac tin hiéu dan truyén. N6 bao
gom 3 ving bao thu dic trung cua ho Raf-kinase: viing tu diéu hoa CR1- vi tri
lien két gitta Ras véi GTP, ving giau Serine CR2, viing (chtic niang) xtc tac
CR3-photphoryl trinh tu dic hiéu trén protein co chat. Khi hoat dong chirc
nang/ ¢ trang thai hoat hda, BRAF tao ra cac dimer bang lién két hidro va
tuong tac tinh dién giira cac mién kinase cta no.

1.4.2. Gen BRAF va con dwong tin hiéu sinh ung thw

Sy phat trién, biét hoa va sdng con cia té bao binh thuong duge diéu
hoa béi mot s6 lugng gidi han cac con duong tin hidu. Cac con dudng tin hiéu
truyén va két hop céc tin hiéu tir ngoai bao nhu: cac yéu té phat trién, hormon,
cac lién két t& bao - té bao, t& bao - khoang gian bao thong qua cac thu thé
trén mang té bao di vao bén trong té bao, rdi tiép tuc qua cac protein din
truyén trong bao twong dé di vao nhan té bao. O trong té bao cac tin hiéu nay
s€ hoat hoa cac gen sao chép dan dén su tdng sinh va biét hoa té bao. Cac loai
protein tin hiéu, protein mang, protein bao twong va protein nhan lién quan
dén tang sinh, biét hoa té bao déu la san pham ctia c-oncogen (proto-oncogen)
trong diéu kién binh thuong. Khi c6 su mat diéu hoa hoat dong cua chung, cac
c-oncogen dot bién tré thanh oncogen c6 thé xuat hién ung thu va trong tinh
hudng nay con duong tin hiéu s& trd thanh “con dudng tin hiéu sinh ung thu”.

Sy mét cin bang giita oncogen va gen wc ché ung thu, su hoat dong
khong phu hop hodc su bat hoat ciia cac con dudng tin hiéu 1a yéu té quyét
dinh dbi véi su phat trién ung thu ¢ ngudi. Nhidu gen sinh ung thu va nhiéu

gen e ché ung thu ciing hoat dong trong khudn kho “con dudng tin hiéu sinh
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ung thu” nay [53],[54].
Céc con duodng tin hiéu c6 thé duoc khai quat nhu sau:

- Cac tin hiéu ngoai bao (GF, cytokine, hormon...).

- Cac tin hiéu & mang té bao (thu thé mang té bao).

- Céc tin hiéu & bao tuwong (RAS, RAF, ERK, ctua con duong
MAPK...).

- Céc tin hiéu trong nhan té bao (Jun, Myc...).

Trong khuén kho ctia dé tai nay ching toi chi dé cap dén yéu té6 RAF
do gen BRAF ma hoa tham gia vao con duong tin hi¢u MAPK.
1.4.2.1. Qua trinh hoat dong cua con duwong tin hieu MAPK

Con dudng dan truyén tin hiéu RAF-MEK-ERK 14 dong théac protein
kinase dugc hoat hoa boi RAS. Con duong nay diéu hoa su phat trién, ting
sinh va biét hoa té bao dap tmg véi nhimng kich thich tir cac yéu tb phat trién,
khang thé, cytokine va hormone... [55]. Qua con dudng nay, RAS dugc cho
1a dé thuc day su thay d6i vé khung va hinh dang té bao, su két dinh va di
chuyén té bao. Piéu d6 dugc thé hién pho bién & cac té bao vi RAS sinh ung
thu [56],[57],[58]. Su bién doi RAS trong ung thu 1a do chtrc nang diéu hoa
nat ctia nd & mot sd con dudng lién quan véi cac dic tinh thiét yéu cta té bao
ung thu. Trong sd céac tac dung khac nhau nay sy hoat hoa con dudng ERK
MPK 14 quyét dinh nhat ddi véi sy kich thich tang sinh té bao ung thu cing
v6i sy bién doi vé RAS. Mot trong cac 1y luan ctia nguyén 1y nay chinh 1a sy
bién d6i loai trir 1dn nhau cua gen RAS va BRAF trong mét s6 ung thur, noi bat
1a trong u héc t6 [59].

Trong hoat tinh chuyén dang cia gen ung thu ngudén gbc virus (v-
oncogen) thi RAS va RAF 1a cac yéu to dugc dé cap dén nhiéu trong céc
nghién ctru va chinh RAF 14 yéu t6 hiéu tmg dau tién duoc xac dinh cua dong
tin hiéu dugc hoat hoa tir RAS [60],[61],[62],[63].

Hoat héa RAF duogc khoi dau boi sy két hop RAS-GTP véi ving gan
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RAS (RBD: RAS binding domain) nam trong khu vuc diéu hoa N tin cia
kinase. Su thay d6i thich tng va su két hop 1én mang té bao 1am khoi dong
qué trinh phosphoryl hoa RAF, diéu d6 két hop vai viéc kich thich hoat tinh
serine/threonine/kinase cia RAF giy phosphoryl héa lién tuc va gay hoat hoa
MEK va ERK [62],[63]. Ba protein RAF c¢6 chirc nang ¢ nguoi la ARAF,
BRAF va CRAF hoat dong phu thudc vao sy phosphoryl hoa cia doan mang
hoat tinh [64]. Méi thong tin lién lac giita RAF, MEK va ERK can c6 protein
két ndi, d6 1a mot dong dang cia RAF khong c6 hoat tinh kinase [61].

MAPK tao tin hiéu qua bao twong vao nhan va nhan kich thich cac yéu
t6 diéu khién cac té bao & trang thai nghi tré thanh té bao o trang thai phan
bao. Trong nhan té bao, hai phan tir rat quan trong dé diéu khién sy phat trién
té bao qua cac giai doan phan chia té bao 1a cac cyclin va cic enzyme hoat
hoa phu thudc cyclin (CDKS: Cyclin Dependent Kinases). Néu khong co cac
cyclin thi cac CDKS khéng hoat dong dugc. Tuy nhién, cin phai co céc
CDKS thi cac cyclin méi 1am cho céc té bao tir trang thai nghi trd nén hoat
dong va vi thé hoat hoa qua trinh phan chia té bao. Mot trong nhiing cyclin rat
quan trong nay 1a cyclin D. N6 déng vai tro quan trong dic biét trong tién
trinh phan chia t& bao [65]. Su két hop cua cyclin D hinh thanh budc cudi
cung trong con dudng lién két hoat hoa thy thé yéu té phat trién biéu mo va
phan chia té bao. Khi MAPK di vao trong nhan té bao, n6 gay két hop cyclin
D va tac dong 1én “chat kim ham sinh hoc” va khi sy kim ham sinh hoc bi bat
hoat thi t& bao budc phai van chuyén sang trang thai phan chia hoat dong [66].
1.4.2.2. Vai tro con duong tin hiéu MAPK trong ung thu

Sy hoat hoa lién tuc ciia con dudng tin hiéu RAS-MEK-ERK 1a pho
bién v&i nhiéu loai ung thu. Xap xi 15% ung thu & ngudi cé su bién doi hoat
dong cua RAS va bién d6i BRAF gan diy duoc xac dinh qua sang loc trén
pham vi rong cua gen dot bién trong ung thu & nguoi [67],[68],[69]. Pot bién

cia BRAF lién quan dén 60% cac khoi u hac t6 4c tinh va xdy ra vdi tan suat
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tir vira dén cao ¢ ung thu biéu mé dai tryc trang, ung thu biéu mo budng tring
[70], ung thu phoi va ung thu biéu md tuyén giap thé nhua [71]. Diéu d6 co goi
¥ rang viéc hoat hoa bién ddi gen sinh ung thu BRAF nhu 13 yéu t6 khoi dong
cht chdt cia khdi u ac tinh. Su bién d6i BRAF va RAS duoc gi61 han mot
cach c6 y nghia voi céc loai u tuong tuy va thong thuong 1a theo céach loai trir
1n nhau. Piéu nay cho phép cic tac gia nghi ring cac gen ndy cung trén mot
con dudng tin hiéu sinh ung thu v6i nhau; déng thoi cling goi ¥ rang RAS tac

dong gay hoat hoa BRAF ¢ cac loai hinh ung thu nay [72].

| Yéu t6 phat trién |

!

Mang t€ bao i Thu thé yéu t6 phat trién |

V\A
PI3-K | rRas | | 1Ak |

\ 4

[ RAF

\4 \4 \ 4

ATK/PKB

Gen sinh u nhu JUN, FOS

}

Sao chép gen

Hinh 1.9. Con dwong tin hi¢u MAPK [66]
Su hoat hoa con duong JNK MAPK (JNK: Jun kinase N tan - mot con
duong thanh vién khéac trong con duong tin hicu MAPK) b1 RAS 1a moét khia
canh khac trong chirc ning da chiéu cta protein nay. Sy ting cudng hoat hoa

ctia protein RAS & té bao binh thuong co6 thé giy ngimg phat trién, chét theo
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chuong trinh hodc suy yéu su sao chép té bao. O mot sb loai té bao, su hoat
hoa RAS ciing c6 thé gay biét hoa té bao. Chinh vi thé, ngoai tac dung ting
sinh té bao, cac protein RAS & trang thai hoat hoa con kich thich cac dap ung
khac, tham chi ca viéc cham dit tic dung cua ching. Trong mot vai trudng
hop, nd con tao ra phan tng bao dam an toan chéng lai su ting sinh qua muc.
Tuy theo tinh huéng ma con duong JINK MAPK c6 thé hoat dong theo cach
thirc nay [66],[67].

Nhu vay khi cac thu thé yéu t6 phat trién trén mang té bao duoc hoat
hod thi cac protein RAS, RAF s& hoat hoa hau nhu lién tuc, chiing lam trung
gian cho nhiéu hiéu ung cua hoat dong sinh 1y hodc 1a hoat dong sinh ung thu
cia cac thu thé tyrosin kinase (RTK), dac bi¢t 1a hoat dong ctia con duong
MAPK theo chiéu cta protein RAS, RAF. Thyc vay, protein RAS, RAF lam
trung gian khong nhimg cho cac tin hiéu qua thu thé tyrosin kinase ma con
lién quan dén viéc dap Gmg cua té bao véi cac cytokin va hormon. Nguoc lai
thu thé tyrosin kinase va cac yéu t6 khac diéu chinh hoat dong cia MAPK va
cac con duong ung thu khac nira khong chi thong qua RAS, RAF ma con qua
nhiéu co ché khac nhau [72],[73].
1.4.2.3. Bét bién gen BRAF trong ung thu da

Yéu t6 tin hiéu RAF thudc con dudng tin hiéu MAPK c6 ba dong dang
13 ARAF, BRAF va CRAF. Pong dang CRAF biéu 16 khip noi trong khi
BRAF biéu 16 ¢ mutc cao hon trong té bao mdu, than kinh va tinh hoan
[74],[75], BRAF 1a dong dang ndi troi ¢ té bao da. Mic du tit ca cac dong
dang RAF déu hoat hodA MEK nhung ching duoc hoat hod mot cach khac
nhau bai RAS [76],[77]. Theo Peyssonnaux C. va cs thi BRAF c0 ai tinh cao
hon v&i MEK1 va MEK?2 va cé nhiéu kha nang phosphoryl héa MEK hon céc
ddéng dang RAF khac [57]. Theo Paul T.C. va cs dd kham pha ring bién doi
hoat tinh gen sinh ung thu BRAF xay ra & 2/3 cac u hic t6 4c tinh va & tan

suit cao trong cac ung thu khac [36].
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Dot bién gen BRAF trong ung thu néi chung va ung thu da noi riéng
thuong xay ra & vi tri: A1023G (P341P); A1227G (S409S); T1799A
(V600E); A1383G (Q461Q); A1797C (T599T); A1929G (G643G); G2272A
(G758R). Trong d6 vi tri 1799 T>A lam thay thé Valine bang Glutamate ciia
chudi acid amin (V600E) chiém khoang 80 - 90%. 70% dot bién gen BRAF
duoc tim thdy ¢ nhitng bénh nhan ung thu da [72]. Su thay doi nay dan dén con
duong tin hi¢u MAPK bi kich hoat lién tuc, va khong dap ung voi su kiém soat
thong thuong. Trong nghién ctu nay chung t6i cling tap trung nghién ctru dot
bién gen BRAF (V600E), 1a dot bién xay ra voi tan suit cao trong mo ung thu da.

Su bién doi gen BRAF c¢6 thé minh chimg rang BRAF 1a ddu an quan
trong cua kiéu hinh 1am sang va moO bénh hoc ctua ung thu da, dic biét la ung
thu t& bao hac td, nd tré thanh mot ddu an chan doan va tién luong co6 gia tri,
dua vao viéc sir dung cac chat (rc ché protein BRAF [72],[74]. Nghién ctru
ndy s& gop phan vao viéc xac dinh dot bién cua gen BRAF ¢ bénh nhan ung
thu da tai Viét Nam, tor d6 gitp cac bac sy lam sang lya chon phuong phéap
diéu tri bd tro thich hop cho cac bénh nhan ung thu da, nham cai thién thoi
gian song thém cta bénh nhén.

1.5. MOT SO PHUONG PHAP PHAT HIEN POT BIEN GEN TP53 VA
GEN BRAF

1.5.1. Phwong phap gidi trinh tw gen

1.5.1.1. Phuwong phap gidi trinh tu gen Sanger

Giai trinh ty cia gen la xac dinh dugc thu tu sép xép cua 4 loai
nucleotide trén phan tir DNA ctia doan gen d6. Hién nay, trong linh vuc sinh
hoc ndi chung va sinh hoc phéan tir noéi riéng thi viéc giai trinh ty nucleotide
cua mQt doan gen dugc ung dung nhiéu trong viéc xac dinh cac gen, cac alen,
cac dot bién gen. Tir nhitng nam 1977 mot s6 phuong phap gidi trinh tu gen
da dugc phat minh nhu [78]:

- Phuong phap giai trinh tu gen theo phuong phép hoa hoc ciia Alan
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Maxam va Walter Gilbert.

- Phuong phap giai trinh ty gen bing enzyme hay phuong phap
Dideoxy cua Frederick Sanger.

Ca hai phuong phép nay di danh déu budc ngoit 16n trong lich sir phat
trién y sinh hoc hién dai. Ngay nay, rat nhidu may giai trinh tu gen tu dong
déu dua trén nguyén tic chinh 1a phuwong phap giai trinh ty gen cta Sanger.

Pé thyc hién duoc giai trinh ty bang may ty dong thi cac mach DNA
don duoc sinh trong 6ng phan ung giai trinh tu phai duoc danh dau huynh
quang dé cac vach dién di cta cac mach don nay phat sang khi di qua mot
chum tia sang laser. Ciu tao ciia mot may tu dong giai trinh ty gdm hai phan
chinh yéu, d6 1a: phan dién di v6i gel polyacrylamide va phan phat hién céac

vach dién di.

CATACGTGG CCTTACG

thém
dNTP,

DNApolym
erase,
ddATP,

CGTAAGGCCdA
CGTAAGGC
CGTAAGGCCACdG
CGTAAGGCCACGTdA
CGTAAGG
CGTAAGGCCACGTA TdG
CGTAAGGCCA
CGTAAGGCCACGAT
CGTAAGGCCACGTAdT

.

CGTAAGGCCACGTA TdG
CGTAAGGCCACGTAdT
CGTAAGGCCACGTdA
CGTAAGGCCACGdT
CGTAAGGCCACAG  w— Chiéu dién di
CGTAAGGCCA -
CGTAAGGCCdA |
CGTAAGGC !

CGTAAGG

d

Cdc ddNTP danh dau hiynh quang khdc nhau, trong g véi
nuleotide tan la A, T, C va G.
Hinh 1.10. Nguyén ly giai trinh tw gen trén may giai trinh tw gen ty dong
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Phén dién di polyacrylamide c6 thé 13 mot ban gel hay 13 mot dng mao
quan chita gel. Phan phat hién vach dién di 1a nhitng mat cam quang va mot
chum tia laser di qua truéc nd. Nguyén tac hoat dong ctua may 1a trong subt
qué trinh dién di, mdi khi c6 mot vach dién di di qua chum tia laser thi vach
dién di s& phat sang 1én va sy phat sang nay sé dugc mat cam quang ghi nhan
va luu lai thanh mot dinh cudng d6 sang trong biéu d6. Tir biéu dd cua cac
dinh cuong do sang nay, may s€ so dong cua cac dinh tuong ing véi cac mau
dé cubi cung phan tich thanh trinh ty ciia doan DNA. Sau khi dd xac dinh
duoc trinh tu ciia gen, so sanh trinh tu thu dugce va trinh tu gbc cia gen d6
trén genebank bang phan mém dé phat hién cac dot bién ¢ cac gen.

Phuong phap giai trinh tw gen nay cho phép xic dinh trinh tu cac
nucleotid chinh xé4c t6i 99%, tuy nhién dé tng dung xac dinh cac dot bién cac
gen lién quan trong ung thu thi do nhay con thap vi phuong phap doi hoi lay
dugc ving c6 tir 15-20% té bao ung thu tré 1én. Khi thuc hién phuong phap
nay dé xac dinh cac dot bién gen trong ung thu thong thudng phai phéi hop
v6i phuong phap nhuém Hematoxylin dé xac dinh va danh dau ving c6 chua
nhiéu té bao ung thu.
1.5.1.2. Phwong phdp gidi trinh tw gen thé hé méi NGS (Next Generation
Sequencing) [79]

Cong nghé giai trinh tu thé hé mdi NGS da c6 miat va phat trién trong
nhimg nam gan day. Vi uu thé thoi gian doc nhanh, chinh xéc cac cong nghé
NGS duoc tng dung trong nhiéu linh vyc, tir nghién ctru co ban cho dén cac
nghién ctru vé chan doan 1am sang, hé gen hoc trong ndng nghiép va khoa hoc
hinh su... Cac phuong phap giai trinh tu ndy c6 vu diém thyuc hién duoc hang
ngan cho t6i hang triéu phan tng giai trinh ty cung lic, két qua giai trinh tu

duoc xac dinh truc tiép khong can thong qua dién di.
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* Phiwrong phdp gidi trinh tu gen pyrosequencing 454[79]

Pyrosequencing 454 do 2 nha khoa hoc Nyren va Ronaghi cia Vién Ky
thuat Stockholm, Thuy Dién phat minh, va dugc phat trién boi Cong ty 454
Life Science, la mot hé théng giai trinh ty DNA 2 budc ¢6 d6 tuong ddng cao
v6i dung lwong 16n hon rat nhiéu so voi hé théng giai trinh ty Sanger. K¥
thuat nay dua trén nguyén Iy “giai trinh tu bang tong hop” bao gdm khai dong
mot soi DNA d3 duogc giai trinh ty va giai trinh tu soi bo sung bang phan tGng
ciia enzyme. Day 1a hé thong c6 thé khuéch dai mot s6 lugng 16n cic doan
DNA trong céc giéng picotiter. Nguyén 1y “giai trinh tu bang viéc tong hop”
cling dua trén viéc nhan biét cic pyrophosphate dugc giai phong trong qua
trinh gén nucleotide, tao ra mdt tin hiéu anh sang, hi¢u quéa hon k¥ thuat két
thuc chudi bang dideoxynucleotide.

Cong nghé pyrosequencing c6 tinh linh hoat cao khi lién két cap
primer, c6 kha nang phan tich dugc nhiéu dot bién, dit liéu va thong tin trinh
tu tap hop dugc day du. Ky thuat nay co tinh nhay cao hon han so véi phuong
phap truyén thong, do chinh xac 1én t6i 99,9% véi cac doan 200 base va 99%
vO1 cac doan 400 base. Hé théng gidi trinh tu dugc 400-600 tri€u bp trong
vong 10 gio, gitp giam gia thanh dang ké so véi khi str dung phuong phap
Sanger dé giai trinh ty mot sd luong 16n DNA. Cong nghé nay cing véi cac
k¥ thuét giai trinh tu thé hé méi khac c6 nhiéu anh huong dén hoat dong
nghién ctru c6 lugng dir liéu dau vao 16n, va yéu cau xir 1y trong thoi gian
ngén, nho d6 di tao ra nhiéu dot pha trong cac linh vuc: cong ngh¢ sinh hoc,
sinh hoc phép y, hé thong hoc va y hoc.

* Phuong phap giai trinh tw gen SBS (sequencing by synthesis)[79]

Cong nghé giai trinh ty bang tong hop SBS str dung 4 nucleotide danh
ddu huynh quang dé giai trinh ty hang chuc triéu cluster dong thoi trén bé mat
flow-cell. Trong mdi chu trinh giai trinh ty, mot deoxynucloside triphosphate

danh dau (ANTP) duoc thém vao chudi acid nucleic. Nhan huynh quang cia
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nucleotide dong vai tro nhu mgt khoa dung phan ing polymer hoéa, do d6 sau
khi mdi dNTP dugc tich hop, dye huynh quang duoc ghi lai dé xac dinh
nucleotide va sau d6 bi cat bo dé tong hop nucleotide tiép theo. Vi ca 4 loai
dNTP gin khoa dimng tong hop thuan nghich c6 mat déng thoi dudi dang don
phan tir, sy canh tranh ngdu nhién giup giam thiéu viéc tong hop mat can ddi.
Viéc x4c dinh cac base dwa vao cudng do tin hiéu do duogc trong mdi chu
trinh, gitip giam thiéu cac sai s6 tho so voi cong nghé khac. Két qua cudi cing
13 trinh tu duoc doc ting base mot voi dd chinh x4c cao, loai bé duoc cac 16i
do ddc thu trinh ty, cho phép qua trinh giai trinh ty manh mé trén toan bo
genome, bao gém cac trinh tu ldp lai.

* Phwong phap giai trinh tu gen SOLiID[79]

Cong nghé giai trinh tw SOLIiD duoc thiét ké dua trén nguyén 1y ghép
ndi, toan bod genome dugc cat thanh cac doan DNA ngén, sau d6 tirng doan
duoc gén vO1 cac adapter roi ¢d dinh vao cac hat tir. Qua trinh giai trinh tu
dugc thuc hién thong qua cac oligonucleotide dugc danh dau huynh quang.
Pau tién cac primer duoc ghép cip thong qua lién két bod sung voi cac doan
adapter, qua trinh tong hop duoc thyc hién nhu sau: 4 loai oligonucleotide c6
danh dau huynh quang duoc gin vao cac vi tri tiép theo bat dau tir vi tri 5°P
cia moi. Sau mdi mot luot gan cia cac doan oligonucleotide thi mot tin hiéu
huynh quang dugc ghi nhan, tiép dén nho hoat tinh cia enzyme, cic
nucleotide bat dau tir s6 6 bi loai ra, kém theo d6 nhan huynh quang dugc loai
bo dé 16 ra vi tri 5°P, qua trinh gén duoc tiép tuc thue hién cho t&i hét chiéu
dai ciia doan DNA. Két thic qua trinh thur nhat, mot primer maoi tiép tuc duoc
gén v6i soi khudn & vi trf tinh tién 1 nucleotide vé phia trudc so véi vi tri g:fm
ctia primer dau tién va tiép tuc qua trinh thu nhén tin hiéu théng qua cac phan
g ghép ndi. Qua trinh duoc 1ap lai 5 1an, mdi 1an sir dung mot mdi méi va
tinh tién 1 nucleotide vé phia trudc so voi vi tri gan mdi trude do. Dir lidu

Xuét ra ciia hé théng co thé 1én toi 60 Gb véi khoang hon 1 ty doan dugc doc
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sau moi luot chay.

* Phuong phap giai trinh tu gen SMRT (Single Molecular Real-Time)[79]

SMRT la cong nghé giai trinh tu tién tién nhat hién nay. Néu tat ca cac
cong nghé giai trinh ty néu trén déu dya trén phuong phap co ban do Sanger
phat minh ra nim 1977, goi 1a “phuong phap gidn doan chudi” (chain-
termination method), thi SMRT xac dinh trinh ty DNA theo mét cach hoi
khac: n6 “quan sat” qua trinh tong hgp mot chudi DNA ty nhién bang DNA
polymerase don 1¢, cac tin hiéu tir nucleotide dugc danh dau phosphate s&
dugc phat hién theo thot gian thuc giup xac dinh chinh x&c nucleotide nao
trong 4 loai nucleotide dang dugc g:fm vao mach, do do khi doan DNA duoc
sao chép xong thi may ciing xac dinh xong trinh twy doan DNA d6. Cong nghé
nay vo cung hitu ich cho cac tng dung giai trinh ty todn by h¢ gen cua cac
sinh vat chua c6 thong tin vé hé gen (de novo genome sequencing).

1.5.2. Phwong phap realtime PCR Tagman Probe [80]

Céc phan ung Real-time PCR Tagman Probe st dung nhitng mdi hozc
mau do dic hiéu cho ting dot bién hoic kiéu gen mudn phat hién. Néu s
dung cac chat phat huynh quang gin DNA nhu SYBR Green thi mdi phan
tmg chi danh riéng cho mot dot bién, tirc 1a singleplex. Néu str dung mau do
TagMan danh ddu mau huynh quang khac nhau, ching ta c6 thé phat hién 1én
dén 4-5 dot bién trong cung 1 phan mg, s& tiét kiém hoa chét va thoi gian. Do
nhay k¥ thuat khé cao, c6 thé phat hién dugc dot bién khi té bao ac tinh mang
dot bién & muc trén 1%. Vi thé phuong phap nay khong chi it phu thudc vao
cac nha giai phau bénh ma con c6 thé khoanh ving cac khu vuc co té bao 4c
tinh va tham chi c6 thé ap dung phat hién dot bién lwu hanh ty do trong mau
ngoai vi, thay vi phai sinh thiét khdi u, lam mé bénh hoc.

1.5.3. Phwong phap lai phédn tir Southern blot
Phuong phap Southern blot dugc E. Southern phat minh vao nam 1975,
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cho phép nghién ciru DNA cua bd gen, kiém tra két qua chuyén gen hoic
kiém tra sy ¢c6 mit ciia mot gen nao do trong bd gen cua té bao. Dé thyuc hién
dugc qué trinh lai, dau tién, ngudi ta phai tich DNA bd gen cia té bao. Siur
dung enzyme cit gidi han dé cat phan tir DNA thanh nhitng doan nho, dién di
trén gel agarose dé tach nhiing doan c6 kich thudc khac nhau. Gay bién tinh
DNA trén gel bang dung dich NaOH-0,5M, sau d6, chuyén DNA tir gel sang
mang lai (nitrocellulose). Trong qué trinh chuyén, vi tri cia DNA phai duoc
giit nguyén. DNA ¢6 dinh trén mang dugc lai vdi mau do ¢6 danh dau phong
xa. Sau qua trinh lai ngudi ta rira mang lai dé loai b nhimg mAu do khong bat
cdp chuyén biét véi DNA c6 dinh trén mang lai.

K¥ thuét chuyén DNA tir gel agarose 1én mang lai cudi cung, ngudi ta
dung k¥ thuat phong xa tu ghi dé dinh vi cac phan tir lai. Trong k¥ thuat nay,
nguoi ta dit mot phim nhay cadm véi tia xa &p sat vao mang lai. Cac phan tu
lai c6 danh dau phong xa sé& tic dong 1én phim va két qua duoc thé hién qua
cac cham den trén phim. Ung dung quan trong cua Sourthern blot phat hién
cac dot bién mat doan, dot bién diém hay tai td hop trén mot gen.

1.5.4. Phwong phdp héa mé mién dich (HMMD)
1.5.2.1. Nguyén Iy ky thudt

HMMD 13 mét k¥ thuat nhuém dic biét, st dung khang thé (KT) dic
hiéu dé xac dinh su hién dién cua cac khang nguyén (KN) twong Gng trén cac
lat cat m6 hoc hodc trén céc loai té bao c6 trong md [69]. Nguyén tic: cho KT
dic hiéu 1én mo, néu trong mo c6 KN sé& c6 phan tng két hop KN - KT. C6 2
cach quan sat phirc hop nay:

+ Mién dich huynh quang: KT dugc gin véi mot chat phat huynh
quang (quan sat két qua duéi kinh hién vi huynh quang).

+ Mién dich enzyme: KT duoc gan vdi mot vai loai enzyme, enzyme

nay xuc tac cho mot phan tmg hoa hoc dé chuyén mot chat khong mau thanh
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mot chit c6 mau (quan sat duge dudi kinh hién vi quang hoc).

Khang nguyén: cac KN thuong 13 cac protein, mot sé khac la
carbohydrate, cé thé tir ngoai co thé vao (vi khuén, doc td, virus...) hoac tu
trong co thé (cac thu thé hormon, cc protein 14 san pham ctia dot bién gen.. .,
c6 thé hién dién ¢ bao twong, mang té bao hodc nhan) [81].

Khang thé: 13 cac globulin mién dich nhén biét va két hop dic hiéu véi
KN, KT két hop truc tiép véi KN goi 1a KT thtr nhét.

H¢ thong nhan biét: vi cac phirc hop KN - KT khong quan sat thay
dugc dudi kinh hién vi quang hoc nén can mot hé thong dé hién thi vi tri co
phan tmg KN-KT. Hé thong nay géom 2 phan: KT thir 2 (KT bac cau) va hé
thong phong dai diu hiéu nhan biét (gdm enzyme, cac phan tir phat hién, chat
két ndi va chat mau).

+ Khang thé thir hai (KT bic cau, KT két ndi): 1a KT phan tung dic hiéu
v6i KT thir nhat sau khi KT nay di gan voi KN. KT thtr hai thuong duoc gan
biotin va dugc coi nhu kit phat hién chung.

+ Céc enzyme: enzyme 1a mot protein giy ra sy thay doi hod hoc cua
cac chat khac nhung ban than n6 khong thay doi, enzyme dong vai trd nhu
chat chi diém. Trong k¥ thuat HMMD, enzyme can phai dam bao duoc céc
diéu kién sau:

- Phai tao ra mdt san pham phan tng ma khong thé hoa tan, mau 16
rang, két tha tryc tiép tai san pham do.

- Phai duoc bén viing ¢ nhi¢t do phong, co thé san xuét duoc nhiéu va
6 thé duy tri hau hét cac hoat dong cua nod sau khi da két ndi.

Chi c6 mot vai loai enzyme dap ung dugc nhitng nhu cau trén, hai loai
enzyme duoc sir dung rong rii do san xuat dé va gia thanh thap 1 peroxydase,

dugc chiét xuit tr ré cdy cai ngwa va phosphatase kiém (Alkaline
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phosphatase), chiét xuat tir E. Coli.

+ Cac phan tur phat hién: protein A, biotin va avidin 1a nhiing phan tir
phat hién. Sy két nbi hoa hoc gy nén boi cau ndi nay phai khong bi thay doi
va khéng bi pha huy bai cac hoat dong cua enzyme va cua khang thé. Cang
giit cho hoat dong sinh hoc cta cac thanh phan nay tét thi qua trinh két ndi
cang duoc thyc hién tt.

+ Chét tao hop chit mau: dung dé tao ra mot san mau tai vi tri két hop
KN-KT ma c6 thé quan sat duoc trén kinh hién vi quang hoc. Phan Gng nay
cling dé chimg minh sy c6 mat ciia enzyme. Hién nay, cic phong xét nghiém
HMMD thuong st dung diaminobenzidine (DAB), loai nay tao ra mot san
pham mau nau, bén viing trong nhiéu nam [81].

1.5.1.2. Cac ky thudt nhuém mién dich enzyme [81]

¢ Enzyme

®*  Biotin

t ........ ] {} Avidin
‘ /Jk KT 2
/JL\ KT1

,/"’—‘\\\ /‘\ A KN

Bénh phim c¢6 dinh

Hinh 1.11. So' 46 phwong phap héa mé mién dich
véi phirc hop Avidin - Biotin
+ Mién dich enzyme truc tiép: KN mé két hop véi KT thir nhat co gin

enzyme, phuong phap nay don gian, nhanh, c6 tinh dac hiéu nhung it nhay do
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thiéu hé théng phong dai diu hiéu nhan biét.

+ Mién dich enzyme gian tiép (phwong phap cau ndi): gdm KN mo +
KT thir nhat + KT tht hai (khang Ig loai ciia KT thtr nhat) gin véi hé théng
phong dai dau hiéu nhan biét.

Hién nay c6 nhiéu phuong phap nhuém héa mé mién dich, cac phuong
phap thuong dung la:

+ Phuong phap enzyme chong enzyme (Peroxydase-antiperoxydase):
KN mé + KT tht nhat + KT thr hai gan phic hop enzyme chéng enzyme
(peroxydase- antiperoxydase).

+ Phuong phap cau nbi Avidin - Biotin (Avidin - Biotin conjugate),
(phuong phap ABC): KN mé + KT thi nhat + KT thtr hai gan phic hop
Avidin, Biotin va peroxydase.

+ Phuong phap cau ndi Biotin - streptavidin: KN md + KT tha nhat +
KT thir hai gan phirc hop Biotin, Streptavidin va peroxydase.

+ Phuong phéap phosphatase kiém - khang phosphatase kiém (Alkaline
phosphatase - antialkaline phosphatase) (phuwong phap APAAP).

Thuc té cho thay rang véi nhitng u dic thi nhuém bang phuong phap ABC c¢6

d6 nhay cao hon, it gdy nhuém nén hon so véi cac phuong phap khac [81].
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Chuong 2
POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU

Péi twong nghién ctru 1a nhimg bénh nhéan vao vién, di dugc chan doan
xac dinh l1a ung thu da béng mo bénh hoc tai Bénh vién da liéu Trung uong.
2.1.1. Tiéu chudn lwa chon bénh nhan
- Bénh nhéan dugc chan doan xac dinh 13 ung thu da cac thé té bao day, té bao
vay va té bao hic tb béng xét nghiém mo bénh hoc.
- C6 day du cac khdi nén chira bénh pham da dé lam xét nghiém giai trinh tu
gen va xét nghiém hod mé mién dich.
- C6 day du ho so luu tri.
2.1.2. Tiéu chudn logi trir

- Bénh nhan bj ung thu khac ¢ da hodc ung thu tir cac co quan khac di cin dén
da.

- Céc ung thu da tai phét, da duoc diéu tri hoé chat va tia xa tién phau.
- Nhitng bénh nhan mac 2 ung thu tré 1én.
- Nhiing bénh nhan khéng c6 day du ho so bénh an luu trir.
2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.2.1. Thiét ké nghién ciru
Nghién ctru mo ta cat ngang

Tinh ¢& mau theo cong thirc ¢cd mau cho nghién ctru mo ta

2 px (1 - p)

n =2
(l-a 12) 2
d

Trong do:
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- Z(1-o2) = 1,96 v6i . = 0,05
-d=0,15 Sai s6 vé ty 18 cta quan thé nghién ctru
- p = 0,392 14y theo két qua nghién ctru trudc day vé ty 1 dot bién gen
BRAF trong ung thu da [35]: n = 40,7
- p = 0,244 1y theo nghién ctru vé ty 1& dot bién gen TP53 trong ung
thu da [16]: n =315
Nghién ctru cta chiing t6i, N = 63 miu ung thu da gdm 03 thé chinh:
+ 21 méu ung thu té bao day
+ 21 méu ung thu té bao vay
+ 21 méu ung thu té bao hac td
2.2.2. Phwong phap nghién cuu
2.2.2.1. Xdc dinh cdc dot bién ciia gen P53 va BRAF & mé ung thuw da, cdc ky

thuat sau dwoc su dung:
- K§ thuat tach chiét DNA tong sb.
- K¥ thuat PCR.
- K§ thuat tinh sach san pham PCR.
- K§¥ thuat sequencing.
2.2.2.2. Xdc dinh biéu 16 protein p53 dét bién trong mé ung thir da, siv dung
ky thudt: Hoa md mién dich
2.2.2.3. Xac dinh moi twong quan giita dot bién gen TP53 va biéu 16 protein
P53 dot bién & mé ung thw da.
2.2.3. Cac qui trinh va ky thudt nghién ciru
2.2.3.1. Qui trinh iy thudt tich chiét DNA tong sé tir mé ung thu
- M6 ung thu dugc nghién trong 1ml isogen bang cdi nghién dong thé, sau do

chuyén sang 6ng Eppendorf 1.5 ml.
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- Thém 0,2 ml chloroform vao dung dich. Giir ¢ nhiét 46 phong 2-3 phut.

- Ly tdm véi téc d 15.000 vong/ phut trong 15 phut & 4°C.

- Hut 16p dich trén cung c6 chira DNA.

- Thém 0,5 ml dich ethanol lanh va gitt ¢ nhiét 46 phong 10-15 phut.

- Ly tam véi toc dd 15000 vong/ phit trong 5 phat & 4°C.

- Loai bo dich ndi, thu léy can mau trrfmg duc. Day chinh la can DNA thu

duoc.

- Thém it nhat 1 ml ethanol 70% ong Eppendorf c6 chira cin, dung tay 16n

nguoc dng Eppendorf vai 1an dé rira can.

- Ly tam véi téc dd 15000 vong/ phit trong 5 phut & 4°C.

- Loai bo dich ndi, thu léy can DNA.

- Giir khoang 1 phut dé thu cin DNA. Luu ¥ 1a khong dé cin kho qua dé tranh

lam giam chét luong DNA va can sé khé dugce hoa tan.

- Hoa tan can trong nudc khir ion

- B4o quan dich DNA ¢ -70°C.

2.2.3.2. Xdc dinh nong dé, do sach DNA bang phirong phdp quang phé ké
Nguyén 1y ctia phuwong phap dua vao sy hap thu manh anh sang tu

ngoai ¢ budc song 260nm cua cac base. Giad tr1 mat d§ quang & budc song

260nm (ODzsomm: Optical Dencityzsom) cia cac mau do cho phép xac dinh ndng

do nucleic dya vao tuwong quan sau:
Mot don vi ODzsonm twong tng v6i nong do 1a:
- 50pg/ml cho mdt dung dich DNA so1 doi.
- 40pg/ml cho mot dung dich RNA hay DNA s¢i don.
Pé kiém tra do sach cua dung dich, nguoi ta cho thém gia tri OD &

280nm (ODzsonm). Cac protein ¢6 mirc hap thu cao nhéat & budc song 280nm,
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nhung ciing hap thu anh sang & bude séng 260nm nhu cac acid nucleic. Do d6
lam sai 1éch gia tri that ctia ndng d6 acid nucleic. Mot dung dich acid nucleic
dat tiéu chuan vé do sach (khong nhiém protein) khi ty $6 OD2600m/OD2sonm NAM
trong khoang 1,8 - 2,0.

Dua vao nguyén 1y trén, tat ca cac mau DNA tach chiét déu dugc do
bang phuong phap quang phd dé xac dinh ndng do va do tinh sach, chi nhiing
mau nao dat nong do t6i uu va do tinh sach dao dong tir 1,8-2,0 méi duge su
dung vao phan ung PCR.

Str dung may quang phd Nanodrop 2000 dé do nong do va tinh toan do
tinh sach cua DNA tach dugc (hinh 2.1).

+ Chon budc song 260nm, 1a budc song hép thu cuc dai cua acid nucleic.
+ Nho 2ul dung dich TE hodc nuéc cat 1én dau do cam ung (chimg
blank).

+ Lau kho bé mit dau do cam umg bang gidy tham.

+ Lay 2l dung dich DNA/1 miu d do.

+ Két qua: két qua do dugc két ndi v6i hé thdng may vi tinh thé hién

bang d thi do hip thy va cac thong sb & cac bude song 260nm, 280nm.

Hinh 2.1. May do quang phé Nanodrop 2000



48

2.2.3.3. Phuong phap dién di kiém tra DNA
Nguyén ly:

DNA 1a dai phan t tich dién am, trong dién truong c6 di¢n thé va
cudng do thich hgp DNA sé di chuyén tir cyc 4m sang cuc duong.

Pé kiém tra va xac dinh tinh chat ctia DNA, can dién di DNA trén gel.
Phén tir DNA cang nho di chuyén cang nhanh.

Pé quan sat hinh anh dién di, nhuom DNA bang Ethidium bromide,
dudi anh sang tr ngoai DNA géan véi Ethidium bromide s& phat sang.

Tién hanh:

Chuan bi gel nong d6 0,8%: lay 0,6g Agarose hoa tan trong 48ml TBE.
+ Pun sdi 2 - 3 phat bang 10 vi song

+ Dé thach ngudi khoang 70°C rdi tao giéng.

bat thach vao khay dién di.

Viét so d6 cac mau DNA dién di.

Lay 5ul DNA tron véi 2pl chi thi bromphenol blue, nho dung dich da tron

vao giéng theo thir tu nhu ¢ so do.

- Pién di ¢ hiéu dién thé 100mV trong 30 phut.

- Nhuom Ethidium bromide.

- Dung hé théng UVP chup anh gel va phan tich két qua.

2.2.3.4. Ky thudt PCR khuéch dai gen BRAF va TP53

Céc phan ung PCR khuéch dai doan gen BRAF va TP53 duoc st dung cap
modi va Taq polymerase cta hing Sigma Aldrich (M¥) san xuat.

a. Qui trinh PCR khuéch dai gen BRAF

Phan tng PCR khuéch dai doan gen BRAF véi cap méi dic hiéu phat hién dot
bién V60OE:
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Hinh 2.2. Chuén bi thach, dién di DNA va hé théng UVP

chup anh gel sau khi di¢én di
BRAF-F:5-CTACTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAGA-3
BRAF-R:5'-ATCCAGACAACTGTTCAAACTGAT- 3

Chu trinh nhiét: 94°C-2 phit—> [94°C-30 giay, 58°C-30 giay, 72°C-30
giay] 35 chu ki = 72°C-5 phdt.

b. Qui trinh PCR khuéch dai cdc doan gen TP53
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Mdi mau déu duoc giai trinh tu & cac exon 2 - 4,5 -6, 7 - 9 la cac exon

thuong xay ra dot bién trong ung thu da véi cac cip moi:

Moi Trinh tg 5° - 3’ San pham (bp)

F-TCCTGGATCCCCACTTTTCC

Exon 2 -4 611
R-TCCTGGATCCCCACTTTTCC
F-CACTTTCAACTCTGTCTCCTTCC

Exon5-6 378
R - CCCCCCCTACTGCTCACCCGG
F-TCTTCGGCCTGTGTTATCTCC

Exon7-9 755

R -CAGGTCCCAAGACTTAGTACC

Chu ky luan nhiét cho viéc khuyéch dai doan gen nhu sau:

Chu ky luan nhiét: 40 chu ky luan nhiét:
95°C-5 phit = [95°C-30 gidy, 55°C-30 giay, 72°C-60 giay]x40 chu ki

—>72°C-5 phit.

C. Qui trinh tinh sach san pham PCR-Sequencing

- Thém vao mdi giéng 32ul Isopropyl alcohol (31so : 1 H20).

- Lic 500 rpm/1phit ¢ nhiét d6 phong 30 phut.

- Ly tdm 3600 rpm/30 phut/10 °C.

- Ly tm nguoc plate 96rpm/30gidy.

- Thém vao mdi giéng 80ul Isopropyl alcohol 75%.

- Bé ¢ nhiét d6 phong 3 phut.

- Ly tdm 3600rpm/10 phat/ 10 °C.

- Ly tam nguoc plate.

- bat plate vao ta am 56 °C/20 phut.

- Thém vao moi giéng 10ul nude cat khir ion.
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2.2.3.5. Ky thudt gidgi trinh tw va xdc dinh cdc bién doi gen TP53 va gen
BRAF

Xac dinh trinh ty gen TP53 va gen BRAF dugc thuc hién trén may ABI
PRISM 3130 Genetic Analyzer. Cac théng s6 va chat luong dinh duoc thu
thap, kiém dinh bang cic phan mém ABI Data Collection v2.0 va Sequencing
Analysis Sotwave v5.3. Trinh tu cac doan gen TP53 va BRAF ctia mau ung
thu da ngudi Viét Nam duoc so sanh vai trinh ty tham chiéu cong bd trén
GenBank thong qua str dung phan mém phan tich BioEdit dé xac dinh cac dot

bién.

Hinh 2.3. May xac dinh trinh tu gen ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
2.2.3.6. Ky thudt hda md mién dich

K¥ thuat héa md mién dich 1a phuong phap 4p dung cac nguyén ly va
k¥ thuat mién djch dé nghién clru té bao va mo. Dua trén sy biéu 16 dic hiéu
ctia cac khang nguyén bé mit té bao hay tai khu vuc gian bao, cac khang thé

dac hiéu s€ giap cho viéc nhan ra va phan loai cac t€ bao hay mo trén lat cat
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t6 chuc.

Trong cac ky thuat sir dung rong rai ngay nay, phuong phap s dung
phtic hop avidin - biotin dugc hau hét cac phong xét nghiém mé bénh hoc va
mién dich str dung trong cac nghién ctru té bao va mo. Vi ky thuat nay, ai
luc cao cua avidin d6i voi biotin duge st dung dé gén chit danh dau theo
peroxidase voi khang thé dic hiéu khang nguyén.

Nhuoém hoa md mién dich theo phuong phap mién dich theo phuong
phap ABC, Avidin Biotin Peroxidase trén cic tiéu ban chuyén duc paraffin,
cac kit dugc str dung cua hang Dako Cytomation (Pan Mach).

Quy trinh nhudm tiéu ban hod mé mién dich theo cc budc sau:

- Bénh pham dac paraffin duoc cat & d6 day 4um va dan 1én cac lam kinh
sach trude d6 da dugce nhiing vao dung dich silane dé tang do két dinh.

- Cac tiéu ban dugc tay paraffin theo phuong phap thuong qui.

- Sau do6 duoc thuc hién qua cac budc sau:

+ Khir hoat dong ciia peroxidase noi sinh bang dung dich H,0, 0,6% trong
con methylic, dé & nhiét d6 phong 30 pht.

+ Rira tiéu ban bang nudc cat 2 1an trong 5 phit.

+ Nho dung dich PBS (Phosphate Buffer Saline) trong 15 phut ¢ nhiét d
phong v&i pH = 7.4 c¢6 chita 5% huyét thanh bé khong mién dich va 0,05%
tween 20.

+ U véi khang thé don dong da duogc pha lodng 3% & nhiét d6 37°C trong
15 phdt.

+ Rira tiéu ban bang dung dich PBS, sau d6 1 tiéu ban véi khang thé khang
IgG chudt di dugc biotine hoa (pha lodng véi ty 1& 1:200) & nhiét d6 37°C
trong 10 phut.

+ Rira tiéu ban bang dung dich PBS 2 lan.
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+ U voi phtc hop gan Peroxydase - Avidin - Biotin (pha loang voéi ty 1¢
1:100) & nhiét d6 37°C trong 10 pht.
+ Phu dung dich diaminobenzidine.
+ Rira ti€éu ban dudi voi nudc chdy nhe.
+ Nhuém Hematoxyline.
+ Khtr nude, lam sach ti€u ban, gén 14 kinh rdi doc két qua trén kinh hién
vi quang hoc.
* Déi véi p53:
- Khang thé 1: khang thé don dong chudt chéng p53 dot bién.
- Khang thé 2: Khang thé ngua chdng Ig chudt.
* P6i voi BRAF(V600E):
- Khang thé 1: khang thé don dong chudt chong BRAF(V600E) dot
bién.
- Khang thé 2: Khang thé ngua chong Ig chudt.
- Cach danh gia két qua [69].
+ Té bao am tinh: té bao bat mau xanh tim.
+ Té bao duong tinh: nhan cac té& bao bat mau nau.
+ Dua vao ty 18 % cac té bao duong tinh chia cic muc sau:
< 5% té bao bat mau: am tinh
5 - 25% té bao bat mau: duong tinh (+)
26 - 50% té bao bat mau: duong tinh (++)
51 - 75% té bao bat mau: duong tinh (+++)

76 - 100% té bao bat mau: dwong tinh (++++)
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2.3. THOI GIAN VA PIA PIEM NGHIEN CUU
2.3.1. Thoi gian nghién cuu

- Nghién ctru dugc tién hanh tir thang 9 ndm 2011 dén thang 9/2016.
2.3.2. Dia diém nghién ciru

- Bénh vién Da liéu Trung wong, 1a noi cung cdp bénh nhan ung thu da.

- B6 mon Mién dich - Sinh Iy bénh, bd mén Giai phau bénh va bo mon
Y sinh hoc - Di truyén truong Pai hoc Y Ha Noi 1a co s¢ tién hanh xét
nghiém chiét tich DNA, khuyéch dai gen, giai trinh tu gen xac dinh dot bién
gen TP53, BRAF va hoa md mién dich xac dinh sy biéu 16 protein dot bién
cua gen TP53, BRAF trong mo ung thu da.

2.4. PAO PUC TRONG NGHIEN CUU

- Nghién ctru ndy la mot phan cta dé tai cap nha nude, di dugc thong
qua hoi déng dao dirc cua Bénh vién Da lidu Trung wong va hdi dong bao vé
dé cuong nghién ctru sinh, ddm bao duoc cac ndi dung sau:

- Nghién ctru mang tinh nhan van vi hau hét bénh nhan bi ung thu da 13
do hau qua cta nhiéu nim lao dong phoi nang, dic biét nhitng nguoi néng
dan, nhitng nguoi von da phai chiu nhiéu thiét thoi trong xa hoi lai co ty 1€
mic ung thu da cao nhét. Do thiéu hiéu biét vé bénh két hop voi nghéo kho
nén nhiéu bénh nhan dén kham va diéu tri rat mudn khi bénh da lan rong, xam
1an tai chd hay di cin xa. Dé tai nghién ctru gitip nang cao nhan thirc, sy hiéu
biét va chu dong phat hién bénh. Tir d6 dugc diéu tri sém va triét d¢, han ché
ty 1¢ tai phat, nang cao chat luong cudc séng cho ngudi bénh.

- Bénh nhan sé& duoc tu van day du, ky ludng khi tham gia nghién ctru.

- Cac thong tin cua bénh nhan trong qua trinh nghién ctru dugc gitt bi
mat va ma hda trén may vi tinh trong qua trinh xur 1y s6 liéu, dam bao khong

16 thong tin.
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2.5. QUAN LY THONG TIN

- Cac truong hop nghién ctru déu dugc ghi nhan day di thong tin va ma
hoa cac dir liéu.

- Luu giit s6 liéu bang chuwong trinh Excel 2010.
2.6. PHAN TiCH XU LY SO LIEU

Céc s6 liéu thu duogc xur 1y bang:

- Chuong trinh Epi Info va phan mém SPSS.

- So sanh hai hay nhiéu ty 1€ % dugc thuc hién béng test théng ké le
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Chuong 3
KET QUA
3.1. KET QUA VE THONG TIN CHUNG CUA POI TUQNG NGHIEN
cUu
Nghién ctu dugc thuc hién trén 63 bénh nhan ung thu da, gém 3
nhom ung thu da chinh: ung thu té bao day 21 bénh nhan, ung thu té bao vay

21 bénh nhan va ung thu té bao hic t6 21 bénh nhan.

Bang 3.1. Phén b6 ty 1é ung thuw da theo tudi

Loai UT| UTTBday | UT TBvay |UT TBhictd | Ty1é UT da
da (n=21) (n=21) (n=21) (n = 63)

Nhom | S6 |Tyle| S6 |Tyle| Sé6 | Tyle | S6 | Tyle

tuoi | lugng | op | lwong | op |luong| op |luong| o

<40 1 4,8 0 0 2 9,5 3 4,8

40 - 49 3 14,3 1 4,8 5 23,8 9 19,0

50 -59 7 33,3 7 33,3 7 33,3 21 | 33,3

60 - 69 1 4,8 6 28,6 3 14,3 10 | 159

>=70 9 42,9 7 33,3 4 190 | 20 | 317

Téong | 21 | 100 | 21 | 100 | 21 | 100 | 63 | 100

V& ty 16 nhom tudi trong ung thu da, hai nhom tudi 50 - 59 va trén 70
tudi chiém ty 1& cao & ca 3 loai ung thu té bao day, té bao vay va té bao hac
td, ty 1& ctia cac nhom tudi nay lan luot 12 33,3% va 31,7%; con nhom tudi

dudi 40 chiém ty 1& thap nhat 4,8%.
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Bang 3.2. Phén b6 ty 1 ung thu da theo giéi

Loai UT TB day UT TB vay UT TBhic | Ty 18 UT da
UT da (n=21) (n=21) t6 (n=21) (n = 63)

Gigi | S6 | Tyle | S6 | Tyle| S6 |[Tyle| S6 | Tyle

luong | oy luong % | luong | o | luong | o4

Nam 11 52,4 13 61,9 9 42,9 33 52,4

N 10 47,6 8 38,1 12 | 57,1 30 47,6

Téong 21 100 21 100 21 100 63 100

Vé ty 1 gidi tinh trong nghién ctru thu duogc ty 18 nam, nit gan tuong
duong duong nhau, ty 1€ giéi nam/nir 1a 1,1.
3.2. KET QUA XAC PINH CAC POT BIEN GEN TP53
3.2.1. Két qua djt bién gen TP53 bing phwong phdp gidi trinh tw gen
3.2.1.1. Két qud khuéch dai gen TP53 bang ky thudt PCR
Khi khuéch dai cac doan gen TP53 bang phuong phap PCR, chung toi
thu dugc dung cac san pham theo phan doan, exon 2 - 4 1a 611bp; exon 5 - 6

la 378bp; exon 7 - 9 1a 755bp so sanh véi thang chuan DNA (M).

Wb M 1 2 3 4 56 7 8 9 10

«= 0,611kb

Hinh 3.1. San phim PCR dwgc khuéch dai tir exon 2 + 4 (611bp)
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kb M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Hinh 3.2. San pham PCR dwgc khuéch dai tir exon 5 + 6 (378bp)
kb M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

«= (0, 755kb

Hinh 3.3. Sén pham PCR dugc khuéch dai tir exon 7 + 9 (755bp)
3.2.1.2. Cdc vi tri dot bién trén cac exon gen TP53
Cac doan mdi duoc thiét ké dé nhan cic doan nho cua gen TP53 tur
exon 2 dén exon 9. Qua trinh khuéch dai gen TP53 tir exon 2 dén exon 9
duogc chia thanh 3 doan gen: exon 2 - 4, exon 5 - 6 vaexon 7 - 9. San phém
giai trinh ty gen TP53 cia cac mau ung thu da thu duoc bao gdom trinh ty tir
exon 2 cho dén exon 9 (trong do6 c6 ca trinh ty cua intron 1 - IVS1, exon 2,

IVS2, exon 3, IVS3, exon 4, IVS4, exon 5, IS5, exon 6, IVS6, exon 7,
IVS7, exon 8, VS8, exon 9).



59

Bang 3.3. Cac loai dot bién gen TP53 trén cac doan exon

& cac mau ung thu da (n=63)

. Vi tri bién Vi tri bién
Poan | Vi tri bién . Codon thay .
STT O doi trén 2. deoi acid
exon doi trén gen dol _
cDNA amin
0.12112G>T | ¢.187G>T | GCT - TCT | p.A63S(*)
g.12139C>A | c¢.215C>A | CCC > CAC p.P72H
1 Exon 3| 9.12143T>A | c¢.218T>A | GTG> GAG | p.V73E(*)
0.12145G>T | ¢.220G>T | GCC > TCC | p.A74S(*)
0.12239G>A | ¢.314G>A | GGC - GAC | p.G105D(*)
5 Exon 4 g.13150C>T c.471C>T | GTC > GTT p.V157V
Xon
g.13151C>T c.472C>T | CGC > TGC | p.R158C
g.14049C>T c.722C>T | TCC > TTC p.S241F
3 Exon 6 | ¢.14060G>T | ¢.733G>T | GGC—-> TGC | p.G245C
g.14062C>A | ¢.735C>A | GGC—> GGA | p.G245G

Khi phan tich gen TP53 cac doan tir exon 2 dén exon 9 & cac mau ung
thu da, phat hién dugc 10 dot bién, cac dot bién nay déu nam & exon 3, exon
4 va exon 6, khong phat hién duogc cac dot bién & exon 2, exon 5, exon 7 va
exon 8. Co hai dot bién dong thoi xay ra tai exon 6 1a dot bién ¢.733G>T va
.735C>A, dot bién ndy xay ra tai 1 codon, GGC ma hoda cho acid amin
Glycine (G) bj bién d6i thanh TGA 1& ma két thtic (X).

C6 2 @6t bién khong gay thay d6i acid amin: 1 xay ra & exon 4, vi tri
bién ddi trén bd gen la g.13150C>T, vi tri tuong Ung trén cDNA la
c.471C>T, mi qui dinh 1a GTC bi bién doi thanh GTT, nhung acid amin
khong thay ddi do ca hai bo ba nay déu ma hoa cho acid amin valine, mot
loai bién ddi nira 13 & exon 6, vi tri bién dbi trén bd gen la g.14062C>A, vi tri
tuong tng trén cDNA 1a ¢.735C>A, ¢6 sy thay thé Adenine thanh Cytosine,
mi quy dinh 12 GGC nay bi d6i thanh GGA nhung acid amin khéng thay d6i
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van qui dinh Glycine. Trong 10 dot bién & ving exon nay c6 6 dot bién da

duoc cac tac gia khac cong bo, con 4 dot bién chua thay tac gia nao cong bo

duoc danh dau (*) déu 1a cac dot bién trén exon 3.

3.2.1.3. Cdc vi tri dét bién trén cdc intron gen TP53

Bang 3.4. Cac loai bién ddi gen TP53 trén cic doan intron

& cac mau ung thw da (n=63)

STT .Doan Vi tri bién ddi trén gen
Intron
IVS1 0.11827C>G, g.11849G>A, g.11903T>A,
1 | (6bién 0.11818-11819insC, g.11827-11828insC,
d61) 0.11874-11875insC
IVS5
2 | (1bién .13451G>C
d61)
g.14129C>A, g.14181C>T, g.14133C>A, g.14170T>G,
9.14177G>T, 9.14187T>G, ¢.14183T>C, 9.14185T>C,
9.14189T>C, 9.14201T>G, g.14203G>T, g.14236T>C,
VS6 0.14237T>C, 9.14238C>T, 0.14239C>T, ¢.14242T>C,
3 | (35 bién 0.14243T>C, g.14245-14246insG, ¢.14247-14248insG,
i) 0.14251-14252insG, g.14274T>C, 9.14276 T>C,
.14280C>T, g.14319A>C, ¢.14320C>A, ¢.14321A>C,
g.14322C>A, ¢9.14322C>T, 9.14323T>A, 9.14324T>C,
9.14325C>A, g.14325A>T, g.14326C>A, ¢.14328T>C,
0.14329A>T

Phan tich trinh tu cac nucleotid trén cac doan intron, phat hién duoc

tong sd €O 42 bién doi trén ving intron cua cic mau ung thu da, trong dé chi
phat hién bién d6i & doan 1VS1, 1VS5, IVS6, khong thiy cac bién ddi trén
cac doan IVS2, IVS3, IVS4, IVS7 va IVS8. O doan IVSI, c6 6 bién doi,
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doan IVS5 chi c¢6 1 bién d6i, doan IVS6 xay ra nhiéu bién ddi nhit,

téng cong doan nay xay ra 35 bién d6i. Cac bién doi hau hét 1a thay
thé va chén thém nucleotid.
3.2.1.4. Mot s6 hinh anh bién doi gen TP53 qua phan tich gen bang phuong

phap xdc dinh trinh ty gen

240 250

GGGC%QGﬁC-‘E‘CCCG-\CCCC-n.-\C!:C'

/\/\ﬁ{\;/\[\ﬂ{\ N\W J\/\[ |||'|/\
III'I’\

GGGC%GGﬁC-nE‘CC‘CC-\CCC‘C A A C C C

’ A A mwm YW

A. Wild type; B. Bién doi g.11827G>C

Hinh 3.4. Bién d6i g.11827G>C ¢ 1VS1

120 130

—\JLGGGJLGGCCC—\CCJLCCCCC—"LC

bl

A A.G G G c A G G c Lo C A (= c A C

m\/\: MML\/\/\/\ /\AZW\/\/\N\A

Wild type; B. Bién doi g.11818-11819insC

1ﬁl

Hinh 3.5. Bién doi g.11818-11819insC & IVS1
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180 120
-\GCG-’;%{{TT T 6 G G A C T G A

! mww\mwux

%AGCG%-’L%%TTCC-\TGGG:\CT

Mﬁ/\w \/\/WM\/\/\/\A/\/\A/\/

A. Wild type; B. Bién doi g.11874-11875insC

Hinh 3.6. Bién d6i g.11874-11875insC & IVS1

450 0 L]
&G.’.ﬁGfTGL’TECCGTGGCCECTGE.’.L’C.’.GC.&GC
A

p.P72H (CCC: Proline - CAC: Histidine )
A. Wild type; B. dot bién g.12139C>A
Hinh 3.7. Pot bién g.12319C>A (c.215C>A) & exon 3
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‘:-40 250
TGGAGCE.-&TG-\ACCGG-LGGCC

M

TGGAGC.G'ATG -J.-ECCGGJLGGCC

Y \(“MWN\A/\

p.G245X (GGC: Glycine = TGA: X - ma két thiic)

-

— | -

A. Wild type; B. Pét bién kép 9.14060G>T va g.14062C>A
Hinh 3.8. Pot bién kép g.14060G>T va g.14062C>A
(c.733G>T + ¢.735C>A) & exon 6

o0 110
G G € A C C C T [c €|G C G € C A T G G
S0
G G C A C C C G T |T I G C G C C A T G G C cC A

| WW\/\/\A/\M&Z\/\A/W aniy

Bién dbi hai nucleotid lién tiép thuéc 2 codon khdc nhau

p.V157V (GTC: Valine - GTT: Valine);
p.R158C (CGC: Arginine = TGC: Cysteine)

A. Wild type; B. Pét bién g.13150CC>TT (di hop tir)
Hinh 3.9. Dot bién g.13150C>T va g.13151C>T (g.13150C>T) ¢ exon 4
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160 170
c ¢ T C TG €C T TG €C G C TG ACCCC TG G

|
o

A

cC Cc T C TG € T T G €© C T C T G A C C C C T G G G

W\AMW\/WWW\/\W\M

A. Wild type; B. Bién doi g.14177G>T

Hinh 3.10. Bién doi g.14177G>T & IVS6

20 530 240 30
TEC TCATCACATCTTJTICGE 6 €CG G GG AATC TCC T TA

17 '
Mot A A il

€ TEC TCATCACATCCCCGG CG6G GGG AATCTC

A M

A. Wild type; B. Bién doi g.14242TT>CC

I

I

Hinh 3.11. Bién d6i g.14242T>C va 14243T>C (g.14242TT>CC) & IVS6
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240 250
C cC C C G G Cc G G G A A T C T C C T T A C T G
I /7
F i f AoA s
III| |Ilt f\'lllll I|' Illl 1.lll I|I I|I I'|I III|'l I'. III'I I'|I
A JYVY YV YV
250
A T ¢ C C C G G cC G G G G A A TOC T C C T T A C T G
VA,

]

M

A. Wild type; B. Bién doi g.14251-14252insG

MWW

Hinh 3.12. Bién d6i g.14251-14252insG ¢ IVS6
3.2.1.4. Ty 1¢ bién doi doan gen TP53 ¢ cdc mdu ung thu da
* Ty 16 bién doi cdc doan gen TP53 ¢ tirng loai ung thu da
Bang 3.5. Ty 1¢ bién doi gen TP53 ciia cac thé ung thu da

Loai | UT TB day UT TB vay UT TB hic to Tong s6
bién (n=21) (n=21) (n=21) (n=63)
doigen | S6 | Tylé | So S6 | Tyle | S6 |Tylé
Ty 18 %
TP53 |lwgng| % | luwong lwong % |lwgng| %
Co bién
d6i gen | 21 100 21 100 21 100 63 | 100
TP53
Exon 14 | 66,7 3 14,3 0 0 17 | 27,0
Intron 18 85,7 21 100 21 100 60 95,2
Ca
exonva | 11 | 524 3 14,3 0 0 14 | 22,2
intron
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Bang 3.5 cho thdy 100% cac mau ung thu da co bién doi gen TP53

trong d6 ty 18 dot bién & cac doan exon trong ung thu da chiém 27,0 % trong

tong s 63 bénh nhan nghién ctru, trong d6 loai ung thu té bao day 1a cao

nhét chiém 66,7%, ung thu té bao vay 1a 14,3%, khong phat hién théy dot

bién exon trong loai ung thu té bao hac t6. Bién doi trong cac doan intron

ctia ung thu da co ty 1& kha cao chiém 95,2% trong téng s6 ung thu da noi

chung. Bién d6i phéi hop cac doan exon va intron chiém ty 1& 22,2%.

Bang 3.6. Ty 1¢ bién doi cac doan gen TP53 ciia tirng loai ung thw da

UTTBdiy | UTTBvay | UT TBhicth| Tongsd
Doan
: (n=21) (n=21) (n=21) (n=63)
gen
P53 So Ty 1€ So Ty 1€ So Ty 1€ So Ty 1€
lwegng | % | lwgng % lwgng | % | lwgng | %
IVS1 12 57,1 21 100 21 100 54 85,7
Exon 3 13 61,9 3 14,3 0 0 16 25,4
Exon 4 1 4,8 0 0 0 0 1 1,6
IVS5 1 4,8 0 0 0 0 1 1,6
Exon 6 8 38,1 0 0 0 0 8 12,7
IVS6 12 57,1 16 76,2 21 100 49 77,8

O mau ung thu té bao day, cac bién do6i tap trung & cac doan IVSI,

exon 3 va IVS6 (57,1%, 61,9% va 57,1%), c¢6 38,1% dot bién xay ra & exon

6. Pbi voi miu ung thu té bao vay, bién do6i xay ra ¢ doan 1a IVS1 (100%),
IVS6 (76,2%) va exon 3 (14,3%). Dbi v6i ung thu té bao hic tb, bién doi xay

ra & 2 doan intron 12 1IVS1 va IVS6, déu chiém 100%.
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Két qua & bang 3.6 cho thay, bién doi gip nhiéu nhat & IVS1 va IVS6.
Cac dot bién & cac exon chi gip & exon 3, exon 4 va exon 6, va gip chu yéu
trong ung thu té bao day voi ty 1¢ twong tng 14 61,9%, 4,8% va 38,1%. Ung
thu té bao vay ciing gip cac dot bién & exon 3 véi ty 16 14,3%. O ung thu té
bao hic td thi khong gip cac dot bién ¢ cac ving exon. Trong cac bién doi ¢
cac doan gen TP53, mot loai bién ddi c6 thé xay ra & nhiéu miu va mot mau
c6 thé gip nhiéu bién doi.
* Bién doi & doan 1VS1

Bang 3.7. Bién doi & doan IVS1 trong cac loai ung thu da

UuT uT uT Z _
Vi tri bién | Tong (n=63)
STT i TBdiay | TBvay | TB hicto
01
(n=21) (n=21) (n=21) n %
g.11818-
1 1 18 0 19 30,2
11819insC
2 0.11827C>G 1 0 0 1 1,6
9.11827-
3 0 4 0 4 6,3
11828insC
4 |g.11849G>A 1 0 0 1 1,6
9.11874-
5 12 13 21 46 73,0
11875insC
6 g.11903T>A 1 0 0 1 1,6

Trong céc ving 1VS1 phat hién c¢6 6 vi tri bién d6i trong d6 c6 3 vi tri

bién ddi chén thén nucleotid, 3 vi tri thay thé nucleotid. Cac bién d6i chén
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thém nuleotid va xay ra chi yéu & vi tri g.11818-11819insC va g.11874-
11875insC véi ty 18 twong tmg 12 30,2% va 73,0%, dic biét bién d6i chén
0.11874-11875insC xay ra 100% & cac té bao ung thu té bao hac t6. Bién doi
thay thé nucleotid xay ra & cac vi tri g.11827C>G, g11849G>A, g11903T>A,
cac bién d6i nay c6 ty 16 thap chiém 1,6%.

- Trong tat ca cac mau nghién ctru cta ching toi khong phat hién thiy
bién d6i ndo trén ving IVS2.
* Dot bién ¢ doan Exon 3

Bang 3.8. Dot bién & doan exon 3

uT uT Ut <
Vi tri djt | Tong (n=63)
STT , TB day TB vay TB hac to
bién
(n=21) (n=21) (n=21) n %
1 0.12112G>T 3 0 0 3 4,8
2 g.12139C>A 10 3 0 13 20,6
3 0.12143T>A 1 0 0 1 1,6
4 0.12145G>T 1 0 0 1 1,6
5 0.12239G>A 1 0 0 1 1,6

Két qua & bang trén cho thay: trong cac dot bién & ving exon 3 cuta
gen TP53, loai dot bién g.12139C>A (¢.215C>A) 14 cao nhat, ¢4 10/21 mau
ung thu té bao day bi dot bién dang nay, néu tinh chung trong 63 bénh nhan
thi loai nay chiém ty 1¢ 20,6 %.
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* Pét bién ¢ doan Exon 4

Bang 3.9. Dt bién & doan exon 4

uT uT uT .,
Vi tri dot ., .| Tong (n=63)
STT , TB day TB vay | TB hac to
bien
(n=21) (n=21) (n=21) n %
1 g.13150C>T 1 0 0 1 1,6
2 g.13151C>T 1 0 0 1 1,6

O exon 4 gip 2 vi tri dot bién ca hai vi tri ndy déu xdy ra & 1 mau bénh nhan
ung thu da té bao ddy, hai vi tri dot bién nay nam sat nhau trén vi tri caa gen,
nhung thudc hai bo ba ma hoa hai acid amin khac nhau.
* Bién doi & doan IVS5

- Trong nghién ctru nay ching toi khong thay bién d6i ¢ ving IVS4 &
tat ca cac mau ung thu da.

- O vang IVS5 chi gip 1 bién d6i & vi tri g.13451G>C cua loai ung
thu té bao day chiém 4,8%, bién doi nay & trang thai di hop tir.
* Dot bién & doan Exon 6

Bang 3.10. Ty 1¢ dt bién & doan Exon 6

uT uT uT "
Vi tri dot ., | Tong (n=63)
STT , TB day TB vay | TB hac to
bién

(n=21) (n=21) (n=21) n %

1 g.14049C>T 1 0 0 1 1,6

2 g.14060G>T 7 0 0 7 111
3 g.14062C>A 7 0 0 7 11,1
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Két qua & bang trén cho thiy: dot bién & exon 6 chi xuat hién & cac
mau ung thu té bao day. Khong thiy dot bién exon 6 xay ra voi cac mau ung
thu té bao vay va ung thu t& bao hac td. Cac dot bién exon 6 cia cic mau ung
thu té bao day déu la dot bién dong hop tir, cac dot bién nay gay thay ddi
trinh tu ma hoa cac acid amin. C6 7 mau bi dot bién dong thoi ¢ ca hai vi tri
2.14060G>T va g.14062C>A, hai vi tri nay trén exon 6 lién quan dén 1 bd ba
ma hoa (GGC, ma hoa acid amin 1a Glycine), khi dong thoi hai dot bién xay
ra, bo ba ma nay bj doi thanh TGA, chuyén thanh ma két thtc (hinh 3.10).

* Bién doi ¢ doan 1VS6

Két qua bién d6i xay ra & IVS6 gip voi tan suét cao, trong d6 ung thu
té bao day ciing chiém chu yéu cac bién ddi ¢ IVS6, tiép d6 1a ung thu té bao
vay va cudi cung 1 ung thu té bao hic t6. Mic du cac bién d6i IVS & ung thu
té bao héc t6 it, nhung 13 toan bd c4c miu xay ra cung mot bién d6i. Cac bién
d6i & dang thay thé nucleotid tai ving intron 13 ving khong ma héa nén vé
mit 1y thuyét s& khong anh hudéng téi sy phién mi va hau phién ma. Tuy
nhién trong s6 35 bién doi IVS6, ¢6 3 bién do6i chén thém nucleotid trén doan
gen la 0.14245-14246insG, .14247-14248insG va ¢.14251-14252insG (bang
3.4).

* Ty 1¢ cdc bién déi phéi hop ciia gen TP53
Chung t6i thong ké ty 18 cac mau ung thu da ¢ cac bién d6i phdi hop
cta timg doan gen va trén toan bd gen TP53 di phan tich. Hau hét cac mau

ung thu da céc loai déu co tir 2 bién doi tro 1én.
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Bang 3.11. Bién d6i phdi hop cac diém trén gen TP53 & cac loai

ung thw da
S6 bién UTTB | UTTB | UTTB Téng (n=63)
doi phdi day vay hic to

hep | (n=21) | (n=21) | (n=21) | v

1 4 0 0 4 6,3
2 7 5 0 12 19,0

3 1 3 0 4 6,3

4 1 4 0 5 7,9

5 1 4 0 5 7,9

6 6 0 0 6 9,5

9 0 1 0 1 1,6
10 0 0 21 21 33,3
13 1 0 0 1 1,6
14 0 1 0 1 1,6
15 0 1 0 1 1,6
19 0 2 0 2 3,2
Tong 21 21 21 63 100

Két qua & bang trén cho thay co t6i 93,7% cac mau ung thu da cé tir 2
bién d6i trd 1én trén gen TP53, trong d6 c6 41,3% c6 tir 10 bién ddi tro 1én va

¢6 2 mau ung thu da té bao vay co t6i 19 bién doi trén gen TP53.
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3.2.2. Két qud xdc dinh biéu 1 protein p53 dét bién bang phwong phdp
héa mé mién dich

3.2.2.1. M{t s6 hinh dnh dot bién protein p53 trong mé ung thie da.
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Hinh 3.13. Hinh anh biéu 1§ protein p53 Am tinh
(d6 phéng dai 200 lan)
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Hinh 3.14. Hinh anh biéu 1§ protein p53 dwong tinh (+)
(d6 phéng dai 200 lan)
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Hinh 3.15. Hinh anh biéu 1 protein p53 dwong tinh (++)
(d6 phéng dai 200 lan)

Hinh 3.16. Hinh anh biéu 1§ protein p53 dwong tinh (+++)
(d6 phong dai 200 lan)



3.2.2.2. Két qua xdc dinh protein p53 dét bién trong mé ung thu da
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Bang 3.12. Ty 1¢ biéu 19 protein p53 dot bién trong mo ung thw da

, Dotbién | Biulpps3 | Ty %
Cacloai UT da | So6 lugng )
gen TP53 dot bien
UT TB day 21 14 14 66,7
UT TB vay 21 3 3 14,3
UT TB hic t6 21 0 0 0
Tong s6 63 17 17 27,0

Bang trén cho thay, ty 18 biéu 10 protein p53 dot bién trong mo ung thur
da 1a 27,0%. Trong d6 ty 1& dot bién cao nhét 12 & loai ung thu té bao day
14/21 mau, sau d6 1a ung thu té bao vay 3/21 mau, khong phét hién dugc
biéu 19 protein p53 ddt bién & cac mau ung thu té bao hic t6. O cac miu cd
d6t bién gen TP53 & cac vung exon thi & déu co biéu 1 protein p53 trong md
ung thu da. Cac mau chi c¢6 bién d6i ¢ cac ving intron thi khong phat hién
duogc biéu 1 protein p53 dot bién & trong mo.

3.3. KET QUA PHAN TiCH POQT BIEN GEN BRAF (V600E) O CAC
MAU UNG THU DA

3.3.1. Phén tich dpt bién gen BRAF (V600E) bang phwong phdp gidi trinh
tw gen

3.3.1.1. Két qua khuéch dai gen BRAF

V&i cac mau DNA duoc tach chiét tr mo ung thu da, chung t61 tién
hanh dong thoi khuéch dai cac doan gen TP53 va gen BRAF, két qua thu
dugc doan gen BRAF c¢6 kich thudc tuong dong voi doan gen thiét ké 1a

171bp (hinh 3.17).
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10

- 171bp

Hinh 3.17. San pham PCR dwoc khuéch dai tir gen BRAF (171bp)

Két qua phan tich bién d6i V60OE cta gen BRAF trong mo ung thu da, tit ca
cac mau ung thu té bao day va ung thu té bao vay déu ¢ dang wild type
(khong c6 dot bién), vi tri codon 600 vaAn 1a md GTG, ma hoa cho acid amin
Valine (V). Néu dot bién thi vi tri ma 600, bo 3 GTG bién d6i nucleotid & vi
tri gitta Thymine - Adenine, tao thanh GAG, ma hoa cho acid amin
Glutamate (V600E). Chi c6 1 mau ung thu té bao hic t6 phat hién thay co dot
bién V60OE. Két qua phan tich dot bién V600E & 63 mau ung thu da, dugc

trinh bay trong bang sau:

Bang 3.13. Ty 1¢ dot bién gen BRAF & cac miu ung thw da

Cac loai UT da S6 lwong Bién d6i BRAF Ty 18 %
UT TB day 21 0 0
UT TB vay 21 0 0

UT TB hic t6 21 1 4.8
Tong sb 63 1 1,6
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Két qua & bang trén cho thdy, 63 mau ung thu da, trong d6 gdm ung
thu té bao day, ung thu té bao vay va ung thu té bao héc té chi phat hién thay
c6 1 @6t bién V60OE ctia gen BRAF ¢ trang thai di hop tr & 1 mau ung thu té
bao hic t6.

3.3.1.2. Mot s6 hinh dnh phén tich gen BRAF

AAN y!

/\M /M W

Chiéu ngugc (reverse): CAC

Hinh 3.18. Trinh tw nguoc chiéu (reverse) gen phén tich

cua cac mau ung thu da

[

GRGATT

GATT
TCCAGACAACTGTTCAAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACRACTGITCRRAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGRCRACTGTTCRRAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGRTT
TCCAGACRACTGTTCARACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
CCAGRCRACTGTTCARACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACAACTGTTCRAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCTRGECEACTGITCRARACTGATGEGACCCACTCCATCGAGRTT
TCCAGRCRACTGTTCRRAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGRTT
TCCAGACRACTGTTCARACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACAACTGTTCAAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACAACTGTTCRAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCTCRCRACTGITCTATGTGATGEGACCCACTCCATCGAGRTT
TCCAGACRACTGTTCRRAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACRACTGTTCARACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCACACAACTGTTCAAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACRACTGITCRRAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
CCTCTRCRACTGITCRARACTGATGEGACCCACTCCATCGRAGRTT
TCCAGACRACTGTTCRRAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACRACTGTTCARACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACAACTGTTCAAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACRACTGITCRRAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCRGRCRACTGITCRARACTGATGEGACCCACTCCATCGRAGRTT
CCCTCACRACTGTTCARATTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACRACTGTTCRRACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACAACTGTTCAAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACRACTGITCRRAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
CCCRGRCRACTGTTCRRAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGRTT
TCCAGACRACTGTTCARACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACRACTGTTCRRACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCAGACAACTGTTCRAACTGATGGGACCCACTCCATCGAGATT
TCCRGECRACTGITCARACTGATGEGACCCACTCCATCGAGRTT

TUTE R T IR R ET TR [ RU R T VR R TN TR E U PRI RN T [ RURT DU [P T R R [ UR T [T e

1050 . 1060 1070 1080 1050

1100 1110 1120 1130 1140 1

GTAGCTAGACCARAATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRAATATAT
GTAGCTRAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRAATATAT
GTAGCTRAGACCARLATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGRAGRALTATAT
GTAGCTAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGETCCTCATGARGRARTARAT
GTAGCTAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRARTATAT
GTAGCTAGACCRRRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCAGRA-GRAATATAT
GTAGCTRGACCARARATCACCTATTTTTACTGTGAGETCTTCATGRAGRAATATAT
GTAGCTRAGACCARLATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGRRAGRALTATAT
GTAGCTAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRARTATAT
GTAGCTAGACCARAATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRAATATAT
GTAGCTAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGRAAGARARTAT.
GTAGCTRGACCARARATCACCTATTTTTACTGTGAGETCTTCATGRAGRAATATAT
GTAGCTRAGACCARLATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGRARAGRALTATAT
GTAGCTAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRARTATAT
GTAGCTAGACCARAATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRAATATAT
GTAGCTRAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRAATATAT
GTAGCTRGRCCARAATCACCTATTTTTACTGTGAGETCTTCATGRAGRALTATAT
GTAGCTRAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGRARAGRALTATAT
GTAGCTAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRARTATAT
GTAGCTAGACCARAATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRAATATAT
GTAGCTRAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRAATATAT
GTAGCTRGRCCARARTCACCTATTTTTACTETGAGETCTTC
GTAGCTAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRARTATAT
GTAGCTAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRARTATAT
GTAGCTAGACCARAATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRAATATAT
GTAGCTRAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRAATATAT
GTAGCTRAGACCARLATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGRRAGRALTATAT
GTAGCTAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRARTATAT
GTAGCTAGACCARRATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRARTATAT
GTAGCTAGACCRARATCACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCATGARGRAATATAT
GTAGCTRGRACCARARATCACCTATTTTTACTGTGAGETCTTCATGRAGRARTATAT

Hinh 3.19. Hinh siip xép nucleotid ciia gen BRAF ¢ ciAc miu ung thw da
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A: Wild type (GTG: V600); B: Bét bién T = A (GAG: E600)
Hinh 3.20. Dot bién gen BRAF (V600E) & bénh nhin ung thw
té bao hic to
3.3.2. Két qud xdc dinh protein BRAF (V600E) trong mo ung thu da
3.3.2.1. Hinh anh nhuém héa mé mién dich dot bién BRAF(V600E).
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Hinh 3.21. Hinh anh nhuém HMMD cé két qua
dot bién BRAF(V600E) 4m tinh (4 phéng dai 200 lin).
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Hinh 3.22. Hinh anh nhuém HMMD c¢é két qua
dot bién BRAF(V600E) dwong tinh (d6 phéng dai 400 1in)

3.3.2.2. Két qua biéu 14 protein BRAF dét bién (V600E) trong mé UT da
Bang 3.14. Ty 1¢ biéu 16 protein BRAF(V600E) dt bién & cAc miu UT da

>~

Cac loai S Pot bién gen | Biéu 10 protein | Ty 1é

UT da lwgng | BRAF(V600E) | BRAF(V600E) %

UT TB day 21 0 0 0
UT TB vay 21 0 0 0
UT TBhictd | 21 1 1 4,8

Tﬁng 0 63 1 1 1,6

Két qua ¢ bang trén cho thdy, 63 miu ung thu da, trong d6 gém ung
thu té bao day, ung thu té bao vay va ung thu té bao hic td, chi phat hién

thay c6 1 truong hop co biéu 16 protein BRAF dot bién V600E ¢ bénh nhan
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ung thu té bao hic t6. Day ciing 1a bénh nhin c6 d6t bién gen BRAF
(V600E), con céac truong hop khong c6 dot bién gen BRAF (V600E) thi ciing
khong thay biéu 16 protein BRAF (V600E) dot bién.
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Chuong 4
BAN LUAN

4.1. THONG TIN CHUNG VE BENH NHAN NGHIEN CUU

Ciing nhu mot sb bénh ung thu khac, ung thu da c6 lién quan dén mot
sb cac dic trung cd nhan nhu tudi, gidi, chung tdc, noi sinh séng... cua bénh
nhan. Céc nghién ctru & trong nudc va ngoai nude déu cho thay nguy co ung
thu da déu lién quan dén tudi tac, ngudi 16n tudi thudng co nguy co dé mac
ung thu da hon nguoi tré tudi va c6 khoang trén 90% bénh nhan ung thu da
xuat hién & lua tudi 50 va cao hon nita [83],[84],[85]. Nghién ciru ciia chiing
t61 6 tudi hay mac ung thu da nhat ciing tir 40 tudi trd 1én, trong d6 cao nhat
& Itra tudi 50 — 59 va trén 70 tudi co ty 1¢ twong ung 1a 33,3% va 31,7%, & lta
tu6i dudi 40 ty 1é ung thu da 1a thap nhat 4,8%. Két qua nay ciing phu hop véi
mot s6 nghién ciru khac & mot sé nudc trén thé gisi [84],[86],[87],[88]. Piéu
nay cho thay tudi dong vai trd quan trong trong viéc hinh thanh va phat trién
ung thu da. Cac nghién ctru déu cho thdy ung thu da noi chung va dic biét 1a
ung thu té bao day thuong c6 lién quan dén tiép xtic voi anh sang mit troi kéo
dai va thudng xuyén, gidng cac yéu to phoi nhiém khéc, tiép xtc véi anh sang
mit troi phu thude vao 2 yéu td, d6 1a cuong do tiép xuc va thoi gian tiép xuc.
Do tudi trung binh ctia cac bénh nhan trong nghién ciru ctia ching t6i cling
twong duong voi cac nghién ctru khac & chau A [84],[89],[90] nhung cao hon
so v6i ngudi da tring [91],[92]. Piéu ndy hoan toan hop 1y, nguoi da tring
thuong song & cac nudc phat trién c6 trinh do hiéu biét vé bénh hon, do d6 c6
diéu kién va kha nang dy phong chdng nang tét hon. Mit khac nguoi da tring
thuong sdng & cac nudc phat trién do d6 ho cé diéu kién bao vé va tiép can
v6i cac co so y té tot hon vi thé ty 1& mac ung thu da cta ho ciing thap hon.

Céc nghién ctru vé ung thu da & chau Au, M¥ va chau Uc déu cho thay

ty 1€ ung thu & nam gidi cao hon so véi nit gidi [83],[86],[93]. Trong khi do,
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cac nghién ciru & chau A déu cho thiy c6 sy chénh léch khong nhiéu giita
nam va nir [84],[88]. Nghién ctru ctia chiing toi, ty 16 bénh & nam va nit 1a gan
tuong duong nhau, ty 1& gidi nam/nit trong sé bénh nhan ung thu da 1a 1,1. Sy
khéc biét vé ty 18 gidi tinh nam/nir trong ung thu da c6 thé do sy khac nhau vé
mau da cling nhu 16i séng, khi hau va thoi gian lam viéc ngoai trdi. Theo cac
tac gia & chau Au nam giéi méc ung thu da nhiéu hon nir 1a do nam giéi phai
1am nhing cong viéc & ngoai troi nang (cong nhan, trong trot). Trong khi do,
nit gioi thuong 1am céac cong viéc & trong nha. Con & chau A, co 18 ty 1é phu
nit 1am céc cong viéc ¢ ngoai troi nang nhiéu nén ty 1&é mac bénh ¢ nit c6 cao
hon ¢ nam gigi. O Viét Nam, két qua nghién ctru ciia Hoang Anh Tuan, vé
ung thu da loai té bao day ving mi mat ciing cho ty 1& nit/nam 1a 1,1 [94].

4.2. POT BIEN GEN TP53 TRONG UNG THU DA

Trong cé&c nghién ctru vé co ché bénh sinh ung thu néi chung va ung thu
da noi riéng thi huéng tiép can chinh 1a nghién ctru vé di truyén phan tir nham
tim ra cac gen gy ung thu hay cac ton thuong cta hé di truyén té bao do cac
tac nhan tai chd hay cac tic nhan bén ngoai. Cac tac nhan nay duogc truyén vao
trong nhan té bao thong qua cic con dudng tin hiéu, qua mot loat phan tng day
chuyén dé tac dong 1én qué trinh sao chép DNA va qua d6 tham gia sy diéu
hoa sy ting sinh va biét hoa té bao.

Trong hang loat cac tac nhan gy bién dbi lam réi loan phan bao, ting
sinh khong gi6i han va r6i loan biét hoa té bao thi co thé ciing c6 nhiing co
ché bao vé chéng lai su rdi loan d6. Mot trong cac yéu to d6 1a protein p53 do
gen TP53 ma hoa cd hoat tinh chong sy ting sinh té bao, stra chita cac DNA
ton thuong ngin can su dot bién té bao chdng bién chuyén 4ac tinh va trong
mdt sb truong hop giy chét té bao theo chuong trinh.

Gen TP53 con duoc goi 1a gen tre ché khdi u, né nam trén nhanh ngin

thudc ving 1, biang 3 bang phu 1 ctia NST s6 17 (17p13.1). Gen TP53 ¢6 kich
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thude 22.000bp, gdm 11 exon ma hoa cho protein p53 cé trong lwong phén tir
53kDa. Binh thuong gen TP53 & trang thai khong hoat dong. Gen TP53 dugc
hoat dong khi co su sai 1éch vé vat chét di truyén nham [37],[38],[39]:

- Chdng tang sinh té bao, chdng té bao chuyén 4c tinh bang kiém soat
chu ki té bao, cam mg qué trinh chét theo chuong trinh (apoptosis).

- Sira chita cac ton thuong DNA, ngan can su xuét hién dot bién cua té
bao.

- Kich thich hoat tinh cac gen tc ché ung thu khac, duoc coi 1a gen dich
cua gen TP53.

Khi c6 cac dot bién gen TP53 s& lam mat chirc ning cta phin ti
protein p53 dan dén cac té bao ung thu dé dang xuét hién va phat trién thanh
mo ung thu. Dot bién gen TP53 1a bién d6i di truyén thuong gip nhat trong
cac loai ung thu & nguoi. Do gen TP53 diéu hoa su 6n dinh cua b gen va
ngin can té bao budc vao chu trinh phan bao khi c¢6 ton thuong DNA nén khi
gen TP53 bi dot bién, protein p53 mét chirc ning s& lién quan dén kha ning
trc ché su phat trién té bao, do d6 s& tang ty 1¢ té bao sinh san.

Dot bién gen TP53 14 bién doi di truyén hay gip trong nhiéu loai ung
thu & nguoi, dac biét 1a cac loai ung thu da, phé)i, va va dai trang... Cac dot
bién hau hét 1a dot bién diém trong ving exon 2 dén 9, két qua lam cho san
pham protein ciia gen bi mét chirc nang nhung né lai tré nén bén viing hon va
gay tich tu vo1 mat néng dd cao trong nhan té bao, tao ra cac san phém goi la
protein p53 dot bién.

San pham protein p53 dugc chon 14 phan tir ctia nam 1993, 1a chia khoa
di truyén cua su phat trién ung thu. Protein p53 c6 kha ning han ché cac dot
bién xay ra ¢ té bao thong qua tac dung cta né trén chu ky té bao.

Nghién ctru nay chiing toi tién hanh song song ca hai k¥ thuét giai trinh

tu gen TP53 va ki thuat héa mé mién dich trén cting moét mau mo dé xac dinh
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dot bién. K¥ thuat giai trinh ty gen xac dinh trinh ty cac nucleotid trén cac
doan gen TP53, tir d6 x4c dinh cac dot bién va bién d6i trén gen. Ky thuat hoa
mo mién dich dé xac dinh biéu 16 phan tir protein p53 dot bién trong mé cua
cac thé ung thu da hay gip 1a ung thu t& bao day, ung thu té bao vay va ung
thu té bao héc 6.

Trong nghién ctru nay chung t61 lya chon 63 bénh nhan ung thu da da
dugc chan dodn md bénh hoc, gom 3 thé ung thu da 13 ung thu té bao day (21
bénh nhan), ung thu té bao vay (21 bénh nhan) va ung thu té bao hac t6 (21
bénh nhan). Cac mau mo ctia bénh nhan duogc chiét taich DNA va kiém tra do
tinh sach va dat gay cua phan tt DNA dam bao cho phan tiing PCR.

Gen TP53 duoc giai trinh tu ¢ 3 doan, doan 1 tir exon 2 - 4, doan 2 tur
exon 5 - 6, doan 3 tr exon 7 - 9. Khi khuéch dai cac doan gen TP53 bﬁng ky
thuat PCR, chung toi thu dugc cac san pham theo phan doan, exon 2 - 4 14
611 bp, exon 5 - 6 12 378 bp va exon 7 - 9 1a 755 bp. Cac san pham cia phan
tmg PCR duoc kiém tra bang thang chuan DNA va cho két qua phu hop véi
kich thudc ctia doan gen di thiét ké. Vi két qua khuéch dai gen nay viée giai
trinh tu cac doan gen sau nay sé& dam bao ding doan gen can phan tich.

San pham cua khuéch dai gen TP53 cila cac mau ung thu da thu dugc
bao gdm trinh ty tir exon 2 dén exon 9, trong d6 bao gdm ca cac doan exon va
intron (intronl - 1VS1, exon 2, IVS2, exon 3, IVS3, exon 4, IVS4, exon 5,
IVSS5, exon 6, IVS6, exon 7, IVS 7, exon 8, IVS8, exon 9, IVS9). bBay cling 1a
cac doan gen duogc cac tic gia nudc ngoai nghién ctru va cho thiy thudng co
bién d6i khi bénh nhan bi ung thu da [95],[96],[97],[98].

4.2.1. Phan logi cdc bién déi ¢ cdc doan gen TP53
Khi phan tich gen TP53 & cac mau ung thu da cac loai, chung toi déu

phat hién duoc su bién d6i gen TP53 ¢ 100% cac mau nghién ctru. Cac bién
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d6i nay phat hién thay c6 ca ¢ ving intron (IVS) la ving khong ma hoéa va
viing exon 1a viing ma hoa chi phéi tong hop phan tir protein. Pong thoi gip
rat nhiéu loai bién ddi nucleotid trén cac doan gen TP53 khac nhau, tong 6
loai bién d6i ching t61 gap 1a 52 loai. Trong do, vi tri bién doi nucleotid xuét
hién trén cac doan exon 1a 10 loai, & vung intron c6 dén 42 loai. Cac bién dbi
phan 16n & trang thai dong hop tir, mot sd it ¢ trang thai di hop tir, nhu cac
bién d6i: 9.11827-11828insC (IVS1); .12139C>G (exon 3): g.13150C>T va
g.13151C>T (exon 4); 0.13248G>A; ¢.13451G>C (IVS5); ¢.14133C>A,
0.14183T>C, §.14189T>C va §.14203G>T (IVS6). Bién doi g.12139C>A &
exon 3 gdp voi ty 1& kha cao, bién doi & exon 4 chi c6 2 loai thi ca 2 loai nay
déu gap di hop ttr. Tuy nhién, cac bién doi xay ra hau hét 1a bién d6i phéi hop,
nén trong 1 mau néu c6 bién ddi di hop vdi mot exon nao d6 thi ciing lai con
mot bién d6i & exon khéc.

Vi bién doi trén gen TP53, ngudi ta chia 2 loai la:

- Pa hinh di truyén 1a truong hop bién ddi & ving intron va khong anh
huong dén cac exon tiép theo hodc co thay thé hodc déo nucleotid nhung ma
di truyén van quy dinh acid amin nhu gen hoang da. Truong hop ndy protein
do gen quy dinh khong c6 thay d6i acid amin.

- Pot bién 1a trudng hop thay doi trinh tu cac nucleotid & trén gen dan
dén thay d6i cac ma di truyén giy ra thay doi acid amin trong phan tir protein
do gen d6 quy dinh. Khi cdu triic cua phan tir protein bi thay doi, chirc ning
ctia phan tir ciing bién ddi, c6 thé lam hoat tinh ctia phéan tir protein bi giam
hodc mat di.

* Bién déi ¢ cdc dogn intron

Céc bién doi trén ving intron 13 cac bién doi da hinh di truyén, cac bién

d6i nay khong lam thay d6i cu tric va chitc niang ctia phan tir protein. Mot so
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bién dbi trén vung intron ciling tac dong t6i qua trinh tong hop phan tir protein.
Trong cac bién ddi xay ra & viung intron, thi chu yéu gip & ving IVS1, IVS5
va IVS6, cac vung intron con lai 1a IVS2, IVS3, IVS4, IVS7, IVSS8 déu khong
phat hién thy c6 bién doi.

Két qua ¢ bang 3.7 cho thay, cac bién doi trén ving IVS1 ¢6 6 bién doi,
trong d6 chi yéu 13 bién doi thay thé va chén thém nuleotid xay ra & cac vi tri
9.11818-11819insC, 11874-11875C chiém ty 1¢ 1an lan luot 1a 30.2% va
73,0%, bién doi chén thém nucleeotid & vi tri g11827-11828C c6 ty 1¢ thap
hon 6,3% trong cac mau ung da, bién ddi thay thé nucleotid g.11827C>G,
11849G>A va 11903T>A déu chiém ty 1& kha thap (1,6%). Dic biét bién ddi
chén nucleotid & vi tri §.11874-11875insC x4y ra 100% & cac cac mau ung thu
té bao hic to.

Céc bién d6i nucleoid & ving intron hau hét khong anh hudng gi dén biéu
hién gen, nhét 1a cac thay thé, d4o vi tri ciia nucleotide khong giy ra hau qua gi,
loai bién d6i nay lai 1a bién doi nhiéu nhét. Tuy nhién véi cic dot bién cheén
nucleotide hozic mat nucleotide thi doi khi c6 thé anh huéng dén exon tiép theo
ctia intron ndy. Viéc ca mot ving clia exon 2 trinh ty nucleotid khong thé so sanh
duoc véi trinh ty gen gde can duge nghién ctru tiép vi khi tham khao cac nghién
clru cla cac tac gia khac thi ho ciing chi dua ra nhan xét 1a c6 nhiéu bién doi ¢
ving intron chir khong binh ludn, liéu c6 loai nao trong s ndy co thé giy anh
huong dén exon tiép theo. Céc tac gia ciing chii yéu phan tich cac bién ddi
nucleotid & cac vung exon.

O vung IVS2, TVS3, IVS4 khong phat hién thdy c6 bién doi trinh ty
nucleotid & tit ca cac mau ung thu da.

Ving IVS5, chi phat hién duge 1 bién d6i nucleotid vi tri g.13451 thay
thé nucleotid Guanine thanh Cytosine (g.13451G>C). Bién d6i nay ciing chi

quan sat thdy & 1 mau ung thu té bao day, con ung thu té bao vay va ung thu
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té bao hic té déu khong phat hién dugc.
Céc bién ddi xay ra & IVS6 gip véi tan suét cao, trong d6 ung thu té bao day
cling chiém chu yéu cac bién d6i & IVS6, tiép d6 1a ung thu té bao vay va cudi
cuing 13 ung thu té bao hic t6. Mic du sb lugng cac bién ddi IVS6 & ung thu té
bao hic t6 it, nhung 13 toan bo maiu xay ra cung mot bién doi. Trong sb 35
bién ddi cua vung IVS6, c6 3 bién ddi chén thém nucleotid trén doan IVS6
cua gen la 9.14245-14246insG, g.14247-14248insG va g.14251-14252insG, 32
bién d6i 1a thay thé nucleotid ¢ cac vi tri §.14129C>A, ¢.14181C>T,
g.14133C>A, ¢.14170T>G, .14177G>T, .14187T7>G, .14183T>C,
0.14185T>C, (¢.14189T>C, .14201T>G, .14203G>T, .14236T>C,
0.14237T>C, .14238C>T, (.14239C>T, 0.14242T>C, .142747>C,
0.14276T>C, .14280C>T, ¢.14319A>C, .14320C>A, ¢.14321A>C,
0.14322C>A, 0.14322C>T, 0.14323T>A, ¢.14324T7>C, (¢.14325C>A,
g.14325A>T, g.14326C>A, 9.14328T>C, 9.14329A>T .14243T>C. Nhiing
bién doi thay thé va chén thém nucleotid xdy ra ¢ IVS 1a ving khong ma hoa
vi vy vé Iy thuyét s& khong lam bién ddi cac acid amin ctia phan tir protein.
Céc ving intron 1VS7, IVS8 cling khong phat hién thay co bién doi
trinh ty nucleotid & tit ca cac mau ung thu da. Cac bién ddi phan 16n 1a thay
thé nucleotid nay bang nucleotid khéac, hién tuong nay xdy ra & hau hét cac
doan gen dugc phan tich va tim thdy bién doi. Véi loai bién doi chén nucleotid
thi ca 6 loai ma ching 61 gip déu & cac vung intron, 3 loai gip ¢ IVS1, 3 loai con
lai gidp 0 IVS6. Két qua nay ciing tuong tu két qua ciia cac tac gia khac [97],
[99], [100],[101],[102],[103],[104],[105]. Anh hudng cta cac bién d6i nay nhu
thé nao, lidu co gy thay d6i ma di truyén & exon tiép theo hay khong can c6 danh
gia & cac nghién citu tiép theo vi trong nghién ciru nay chung t6i gip chu yéu la
cac bién d6i phdi hop. Trén 1 bénh nhan c6 thé gip nhiéu bién ddi nucleotide &

cac vi tri khac nhau, ca trén intron dong thoi lai ¢6 ca ¢ exon nén chua dua ra
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duoc nhan xét gi vé cac thay ddi chén thém nucleotid ¢ cac ving intron. C6 18 cac
tac gia nghién ctru trude day cling gip tinh trang tuong tu nén nhin chung ho déu
chi tap trung ban va phén tich cac bién d6i nucleotid & cac viing exon.

* Bién déi ¢ cdc dogn exon

Khi giai trinh tu gen TP53 cac doan tir exon 2 dén exon 9 & cic mau
mo bénh nhan ung da, ddy 1a ving thuong xay ra dot bién cia gen TP53
[101],[103],[104],[105],[106]. Két qua chung t6i phat hién 10 vi tri bién d6i
nucleotid ndm rai rac trén cac doan exon. Cac bién d6i 1a cac dot bién diém
xay ra O exon 3, exon 4 va exon 6, khong thay cac bién d6i & exon 2, exon 5
va exon 7 dén exon 9.

Trong cac bién d6i & exon, khi so sanh voi genebank, ¢ 10 loai bién doi
phat hién duoc, chung t6i thiy c6 8 bién ddi nucleotid c6 sy thay dbi acid
amin trong phan tir protein, day chinh 1a cic dot bién ctia gen TP53. C6 2 loai
bién doi thay thé nucleotid tai vi tri g.13150C>T & exon 4 va gl4062C>A, c4
2 bién d6i nay déu khong gay ra sy thay doi acid amin cua phan tir protein.

O doan exon 3, ¢6 5 vi tri dot bién, tat ca cac dot bién nay déu 1a dot
bién thay thé cac nucleotid, su thay thé nay déu lam thay d6i acid amin trén
phan tir protein. O vi tri g.12072 ctia gen TP53 Adenine duoc thay thé bang
Guanine (9.12112A>G) dan dén acid amin & vi tri 63 bién d6i tir Alanin thanh
Serine (p.A63S). Tuong ty nhu vay & vi tri 9.12139 bién do6i Cytosine duoc
thay thé bang Adenine (g12139C>A), lam cho acid amin & vi tri 72 bi bién
d6i tir Proline hodc Histamine (p.P72H). Vi tri g12143T>A trén gen TP53 bi
thay thé Thymine bang Adenine 1am phan tir protein bi dot bién & acid amin
73 chuyén Valine thanh Glutamate (p.VV73E). Vi tri g.12145 cta gen Guanine
thay thé bang Thymine (g12145G>T), su thay thé nay lam thay do6i acid amin
& vi tri 74 Alanine thanh Serine (p.A74S). Tai vi tri g12239, thay thé
nucleotid Guanine bang Adenine (g.12239G>A), lam bién ddi acid amin ¢ vi
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tri 105 Glycine thanh Apartate (p.G105D).

Trong doan exon 4, xay ra 2 vi tri dot bién, trong do6 chi 1 vi tri dot bién
lam thay d6i acid amin d6 1a vi trf g.13151 Cytosine bi thay thé bang
Thymine, 1am cho phan tir protein & vi tri 158 bi bién d6i acid amin tir
Arginin thanh Cysteine (p.A158C). Vi tri g.13150 ciing bi thay thé nucleotid
Cytosine thanh Thymine lam thay d6i bo ba GTC thanh GTT, nhung khong
1am thay doi acid amin vi ca hai bd ba nay déu ma hoa cho Valine.

Poan exon 6 cua gen TP53, ¢6 3 vi tri dot bién, 14 vi tri 2.14049 duoc
thay thé ncleotid Cytosine bang Thymine, 1am cho acid amin bién d6i Senine
thanh phenylalanine (p.S241F), con vi tri g.14060 nucleotid Guanine duoc
thay thé bang Thymine lam bién doi acid amin & vi tri 245 thay thé acid amin
Glycine thanh Cysteine (p.G245C). Tai vi tri g.14062, Cytosine duoc thay thé
bang Adenine, bo ba ma hoa GGC chuyén thanh GGA, nhung khong 1am thay
d6i acid amin cua phan tir protein vi ca hai bo ba nay déu ma héa cho acid
amin Glycine (p.G245G). Ciing tai exon ndy, c6 miu dong thoi xay ra hai dot
bién & vi tri g.14060 va g.14062 cta gen dan dén thay doi trén cDNA 1a
¢.733G>T va ¢.735C>A, dot bién nay xay ra tai 1 codon, GGC ma hoa cho
acid amin Glycine (G) bi bién d6i thanh TGA 1a ma két thac (X). Trudng hop
nay, su bién doi trong phan tir protein 1 nhiéu vi gen s& ngan lai, két thic
ngay khi xuat hién dot bién.

Nghién ctru cia Forbes S. va cs [107] ciing ¢ cac bénh nhan ung thu té
bao vay vung dau, ¢ thdy cac dot bién hay giap ¢ gen TP53 dan dén thay d6i
cac acid amin la Argl75His, Glul80Fs, Ser183Stop, GIn52InF, His179Arg,
His193Leu, Gly266Arg, va mot sd dot bién it gap khac.

Mot nghién ctru khéc 1a ctia Telmer C. A. va cs [108] ciing tién hanh &
cac bénh nhan ung thu té bao vay vung dau, cd thdy cac dot bién hay gip o

gen TP53 lam bién ddi cac acid amin & cac vi tri: Arg306Stop, Thrl55Pro,
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His179Tyr, Arg248GIn, Argl75His, Arg273His, Prol51His, Glu224Stop,
Arg282Trp, Thrl55Pro, Glu294Stop, Arg2880Thr, lle195Phe, Arg248Gin,
His179Asn, Prol77Arg.

Cung nghién cru & mot loai bénh nhan ung thu té bao vay ving dau,
cd, tuy nhién cac bién doi ma theo Viros A. va cs, Forbes S. va cs va cua
Telmer C. A. va cs cho thiy cac dot bién trén gen TP53 & cac nghién ctru cia
tac gia hau hét 13 khac nhau. Trong nhiéu dot bién ma céc tac gia nay dé cap
chi c6 dot bién Argl75His 1a ca 3 tac gia déu cung phat hién thay, dot bién
Prol51His thi ca Viros A. va Telmer C. A. cung phat hién thay, cac dot bién
con lai chi ¢6 1 tac gia dé cap [107],[108],[109].

Nim 2007, Thierry Soussi [110] khi théng ké nhiéu bao céo nghién ciu
vé bién d6i gen TP53 & cac bénh nhan ung thu té bao vay ving dau, cb cla
cac tac gia khac nhau, tién hanh nghién ctru & cc dia diém khac nhau va thay
64 loai bién d6i & gen TP53 da duoc phat hién, tuy nhién chi c6 20 bién d6i 1a
c6 tir 2 nghién ctru tré 1én cing phat hién thiy, co t6i 44 bién doi chi gap
trong 1 nghién ctru. Nhu vay, bién ddi cua gen TP53 rat da dang, rat c6 thé n6
nhitng bién doi phu thudc vao ching toc ngudi khac nhau va dia du khic nhau
thi c6 cac bién ddi khac nhau.

C6 18 v6i cac 1y do trén ma cac bién doi & gen TP53 trong nghién ctru
ctia chung t0i vin c6 mot sé bién d6i khong giéng voi céc tac gia khac. Trong
10 dot bién ma chiing t6i phat hién thay & viing exon thi c6 8 dot bién, 2 dot
bién con lai mic du c6 thay ddi nucleotide nhung khong thay doi acid amin
nén khong giy bién d6i & protein, day la cac dot bién cam ling. Trong 10 dot
bién ma ching t6i phat hién thay & bénh nhan ung thu da thi c6 6 dot bién 1a
d3 duogc nhiéu nghién ctru trude d6 dé cap dén do 1a:

Dot bién Ser241Phe (p.S241F) va Gly245Cys (p.G245C) ¢ exon 6. Dot

bién p.S241F da dugc nhiéu tic gia nghién ctru ¢ nhitng bénh nhan ung thu
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da, ung thu dai truc trang va mot s ung thu khac phat hién thdy nhu:
Rodrigues N. R.va cs (1990) [111], Weiss J.va cs [112], Kastrinakis W. V.va
cs (1995) [113], Rieger K. M.va cs (1995) [114], Van Gele M.va cs (2000)
[115]. Dot bién p.G245C da duogc cac tac gia: Mitsudomi T.va cs (1992)
[116], Forbes S. va cs (2006) [107] nghién ciru ¢ bénh nhan ung thu da va cac
ung thu khac phéat hién thdy. Nghién ctu cua Guiseppina Giglia Mari va
Alanin Sarasin (2003) [117] ciing phat hién thay dot bién p.G245C ciia gen
TP53 ¢ nhitng bénh nhan ung thu da.

Dot bién ¢.472C>T (p.R158C) & exon 4 ciing di dugc dé cap trong
bang danh muc vé dot bién trong ung thu [44] cta Anh véi code Cosm 87549.
Pong thoi ciing trong bang danh muc ndy bién d6i cam ling c.471C>T
(p.V157V) & exon 4 do thay thé nucleotid Thymine bang Cytosine, ma hoang
da 1a GTC nay d6i thanh GTT nhung acid amin van 1a Valine, trong nghién
ctru ctia chiing toi phat hién thay thi trong catalogue ciing dé cip dén 1a bién
d6i 6 thé c6 & bénh nhan ung thu da véi ma s6 12 Cosm44526 [118].

Hai dot bién ¢.733G>T va c.735C>A, 2 thay dbi nucleotid & 2 vi tri
khac nhau nhung déu & mot ma khi cung xuat hién dan dén tao thanh ma két
thiic, dot bién trén phan tir protein 1a p.G245X, két qua lam cho gen bi ngan
lai, két thic ngay & noi xay ra dot bién. Loai dot bién nay xuat hién & exon 6
cua gen TP53 cling da dugc Guiseppina Giglia Mari va Alanin Sarasin (2003)
dé cap trong nghién ctru & cac bénh nhan bi ung thu da [117].

Céac d6t bién gen TP53, lam thay ddi cu triic phan tir protein p53, tiy
timg diém dot bién khac nhau, c6 thé anh huong dén ciu hinh khong gian
khac nhau ctia phan tir protein, tir d6 anh huéng dén chirc ning cua phan tir
protein [119]. Cac nghién ctru hau hét chua chi & dugc bién dbi chirc ning cu
thé cua phan tir protein voi cac diém dot bién. Mot s6 nghién ciru da tap trung

vao timg vi tri dot bién cta gen TP53 nham tim hiéu anh hudng cua cac dot
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bién dén chirc ning cua phén tr protein p53 va mdi lién quan cua cac diém
dot bién véi cac loai ung thu [120], [121]. Nghién ctru ctia Dong Z. va di chi
ra dot bién gen TP53 & vi tri codon 72 ¢6 lién quan dén dén ung thu dai truc
trang, ung thu biéu mé té bao vay [120]. Nghién ctru ctia Zampiga V. cho
thay c6 méi lién quan dot bién gen TP53 & codon 175 ¢6 lién quan dén hoi
chtng Li — Fraumeni [122]. Mastellaro M.J ciing c6 két luan c6 mdi lién quan
giita dot bién gen TP53 tai codon 337 c6 mdi lién quan dén khdi u vo thuong
than & tré em [121]. Dot bién & exon 3 ¢.215C>A dan dén thay dbi acid amin
& phan tir protein cta p53 1a p.P72H ma ching t6i thay trong nghién ctru nay
cling dd duoc nhiéu tac gia dé cap nhu Zafeirious D. 1. va cs (2001)... [119]
phat hién khi nghién ctru & nhitng bénh nhi bi ung thu da. Khi tim ra dugc
mdi lién quan cua céc loai ung thu véi timg diém dot bién, cac nha khoa hoc
c6 thé tim dugc cac chat gin véi diém dot bién nham khoéi phuc chirc ning
gen TP53, tir d6 gop phan vao diéu tri b trg ung thu.

Nhu vay trong 10 dot bién cua protein p53 ma ching toi phat hién thay
& bénh nhan ung thu da, c6 6 dot bién da duoc mot sd tac gia khac dé cap 1a p.
P72H, p.V157V, p.R158C, p.S241F, p.G245C, p.G245G, 4 dot bién con lai
chi thdy ¢ trong nghién ctu cua ching tdi 1a p.A63S, p.V73E, p.A74S,
p.G105D. Trong 2 d6t bién thay thé nucleotid ma khong gay bién d6i acid
amin cua phan tuo protein, mot dot bién & exon 4 (c.471C>T: biéu hién trén
protein 1a p.V157V) va mot & exon 6 c.735C>A (& protein la p.G245G) thi
dot bién & exon 4 da duogc dé cap trong bang danh myc vé dot bién ¢ bénh
nhan ung thu [118], dot bién & exon 6 13 ¢.735C>A (biéu hién trén protein 13
p.G245G) ciing di duoc Guiseppina Giglia Mari va Alanin Sarasin (2003) dé
cap trong nghién ctru & cac bénh nhan bi ung thu da [117].

Cac dot bién p.A63S, p.V73E, p.A74S va p.G105D tuy chwa duoc cac

tac gia khac dé cap nhung khi cc dot bién co giy thay ddi acid amin trong
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phan tir protein thi déu c¢6 anh huéng dén kiéu hinh phan tir protein ctia ca thé
mang dot bien do.

Tom lai két qua nghién ciru nay, ching t6i phat hién duge 100% bénh
nhan ung thu da c6 bién doi gen TP53. Trong d6 dot bién & ving exon chiém
27%, bién doi & vung intron chiém 95,2%, xay ra ca dot bién vung exon va
bién d6i ¢ ving intron 1a 22,2%. Xac dinh dugc 52 loai bién ddi nucleotide
trén gen TP53, trong d6 c6 10 dot bién & ving exon va 42 bién doi ¢ ving
intron. Trong 10 d6t bién & ving exon c¢6 5 dot bién & exon 3, 2 dot bién &
exon 4 va 3 dot bién & exon 6, cac vling exon 2, exon 5, exon 7, exon 8 va
exon 9 khong phat hién c6 dot bién. 10 dot bién & ving exon thi c6 6 dot bién
d3 duoc nhiéu tac gia khac cong bd & cac mau ung thu da cac loai, 4 dot bién
chi gap trong nghién ctru ctia ching toi. Trong cac dot bién & ving exon, thi
c6 8 dot bién 1a thay doi acid amin ctia phan tir protein con 2 dot bién khdng
lam thay ddi acid amin cta phan tir protein p53, ddy |a nhimg dot bién cam
lang. Trong 42 bién d6i & vung intron thi & IVSI c6 6 bién doi, IVS5 c6 1
bién doi, IVS6 ¢6 t6i 35 bién doi, cac vung 1VS2, IVS3, IVS4, IVS7 va IVS8
khong phat hién ¢ bién doi gen TP53.

4.2.2. Vé ty I¢ bién doi gen TP53 6 trong ung thu da

Trong cac doan gen TP53 di phan tich & cac mau ung thu da, ty 1& cac
mau ung thu da c6 dot bién gen TP53 1a 100%, trong d6 ¢ cac doan exon ty 1€
dot bién 14 27,0%, chi yéu 1a cac dot bién xay ra & exon 3, exon 4 va exon 6.
Trong cac dot bién nay, doan hay xay ra dot bién 13 exon 3 va exon 6 voi ty 1¢
gip O cac mau lan luot 12 25,4% va 12,7%, doan exon 4 chi gip 1 mau c6 dot
bién & bénh nhan ung thu té bao day chiém 1,6%. Céac doan exon 2, exon 5 va
exon 7 dén 9 khong phat hién thiy dot bién. Bién d6i & cac doan intron xay ra
& hau hét cac mau ung thu da chiém 95,2%, cac doan c6 nhiéu mau bién doi

cha yéu 1a IVS1, va IVS6, ty 1& bién d6i chung cho cac loai ung thu da twong
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g 13 85,7%, va 82,5%, doan IVS5 c6 ty 1& bién doi ty 1é bién ddi thap nhat
1a 1,6%. Cac doan IVS2, IVS3, IVS4 va IVS7, IVS8 khong thay c6 bién doi.
Bién d6i phdi hop cac doan exon va intron ciia gen TP53 chiém ty 1& 22,2%.

Theo Viros A. [109], cac dot bién gen TP53 gip ¢ bénh nhan ung thu
da c6 (His39Tyr, Ser124Phe, Arg245Cis, Arg270Cis, Cis272Gly) voi tan sb
40%. Burns J. E. va cs [121] nghién ctru ¢ cac bénh nhan ung thu té bao vay
vung dau, co théy cac dot bién hay gap l1a Trpl46X, 1le332InF, Leu308Fs,
Arg282Pro, Vall73InF, Tyrl26InF, GIn192Stop, Prol51His, Val216Gly,
Glu258Lys, Glu224Fs, Arg209Fs, Argl75His, Prol51Ser, va nhiéu dot bién
khac ntra it gap hon.

4.2.3. Bién déi gen TP53 ¢ trong tirng logi ung thw da

O cac mdu ung thu té bao day, cac bién ddi gen TP53 gip & 6 doan
IVS1, Exon3, exond, 1S5, exon6 va IVS6, cac bién doi tap trung & cac doan
IVS1, exon 3, IVS6 va exon 6 voéi ty 18 1an luot 1a 57,1%, 61,9%, 71,4%, va
38,1% . Bién doi xay ra ¢ ving VS5 va exon 6 chi gip & 1 mau va déu chiém
ty 18 1,6%. Pbi v6i miu ung thu té bao vay, bién ddi gen TP53 xdy ra & 3
doan IVS1, exon3 va IVS6, trong d6 doan IVS1 c0 bién doi xay ra & tat ca céc
mau ung thu té bao vay, doan IVS6 ciing cé ty 1& bién ddi cao 1a 76,2% va
bién d6i & doan exon 3 c6 ty 1& 14,3%, cac doan con lai khong phat hién thay
c6 bién d6i. Pi v6i ung thu té bao hic td, bién ddi chi xay ra ¢ 2 doan la
IVS1, IVS6 va xay ra & tat ca cic mau, chiém ty 1¢ 100%.

Néu chi dé cap dén cac bién doi 1a cac dot bién & exon thi v6i ung thu
té bao day, ty 16 mau c6 dot bién ¢ exon 3 da 1a 61,9%, & exon 6 1a 38,1%, &
exon 4 13 4,8%. Trong khi d6 ung thu té bao vay chi c¢6 14,3% mau c6 dot
bién & exon 3, khong phat hién thdy mau nio c6 dot bién & exon 4 va exon 6.
Vi ung thu té bao hic t6 thi chi thiy nhiing bién d6i ¢ intron, khong thay

nhirng dot bién ¢ exon.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Viros%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24919155
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Bién d6i gen TP53 gip chu yéu & ung thu té bao ddy, ciing di duoc
nhiéu tac gia dé cap [96],[98],[101],[102],[103]. Vi cac nghién ctru cia cac
tac gia nay cho thay dot bién & ving exon 3 trén gen TP53 gip véi ty 1¢
71,1% sé mau, trong d6 loai dot bién g.12139C>G (c.215C>G) chiém ty 1&
chu yéu, ¢6 t6i 51,3% cac mau ung thu té bao day bi dot bién ¢ dang nay.

Vi exon 4 chung t6i phét hién co6 1 mau cé dot bién & exon 4, & miu
nay dot bién & ca 2 vi tr, tuy nhién ¢ trang thai di hop tu. Hai vi tri dot bién
sat nhau trén gen 1a g.13150C>T va g.13151C>T, nhung thudc hai bd ba ma
hoa hai acid amin khac nhau. Tuy nhién, loai dot bién & vj tri g.13150C>T thi
khéng gay thay doi acid amin trén phan tir protein, day 1a cac dot bién cAm
lang.

Dot bién & exon 6 chi xuat hién & cdc mau ung thu té bao day. Khong
thay dot bién exon 6 dbi voi cac miu ung thu té bao vay va ung thu té bao hic
t6. Cac dot bién exon 6 ciia cac mau ung thu té bao ddy déu 1a dot bién hoan
toan, cac dot bién nay gay thay ddi trinh ty ma hoa cac acid amin. C6 7 mau
bi dot bién dong thoi & ca hai vi tri g.14060G>T va g.14062C>A, hai vi tri
nay trén exon 6 lién quan dén 1 bo ba ma hoa 1 acid amin 1a Glycine (GGC),
khi d6ng thoi hai dot bién xay ra, bd ba mé nay bi d6i thanh TGA, chuyén
thanh ma két thuc.

Trong cac bién d6i & cac doan gen TP53, c6 mot bién d6i xady ra ¢
nhiéu mau va c6 nhiéu miu cing bi mot bién d6i. Bén canh cac bién doi &
trén cac ving c6 sao ma exon, chung t6i cling gap nhiéu bién d6i ¢ cac ving
intron. Céc bién d6i ¢ ving intron hau hét 1a khong giy hau qua gi. Tuy nhién
c6 rat it cac truong hop bién ddi & ving intron nhung lai 1am cho ving khong
ma hoa nay c6 thé ma hoa va bién ddi nay ciing gdy nén cac biéu hién khac
thuong.

Mot bénh nhan c6 thé c¢6 nhicu bién doi xay ra, loai bién doi két hop
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hay gip nhét 1a bién d6i IVS1 va IVS6, ddy ciing 14 2 doan cta gen co ty 18
bién d6i cao, loai bién d6i phdi hop nay gip ¢ ca ung thu té bao day, té bao
vay va ung thu té bao hic t6. Bién doi phdi hop ¢ IVS1 va IVS6 1a bién d6i
hay gip ciing dugc mét sb tac gia khac dé cap [96],[102],[103]. Loai bién dbi
hay gip tiép theo 1a bién d6i IVS1 va IVS6 va exon 3. Céc loai bién d6i phdi
hop khac gap véi ty 1€ it.

Tuy nhién, hau hét cdc mau ung thu da cac loai déu c6 tir 2 bién doi tro
Ién, tham chi c6 mau bién doi toi 19 vi tri trén gen TP53. Céc bién ddi phdi
hop c6 thé & 1 ving nao d6 trén gen TP53, nhung cling c6 thé dong thoi xuét
hién & nhiéu ving khac nhau. Nhiéu nghién ctru da dé cap dén sy phdi hop
ctia cac bién doi gen TP53 trong ung thu nhu Ye X. H. va cs (2014) cho thiy
su tich lity cac bién ddi gen TP53 & codon 72, phdi hop véi bién d6i ¢ céac
doan intron 3 va intron 6, lam tang nguy co ung thu [124].
4.2.4. Phan tich biéu 1 protein p53 dpt bién trong mé ung thw da

Trong nghién ctru ndy, chiing t6i sir dung dong thoi hai phuong phap 1a
giai trinh tu gen dé xac dinh dot bién gen TP53 va nhudm héa mé mién dich
dé phat hién protein p53 dot bién trong mé ung thu da. Binh thudng, protein
P53 c6 doi séng ban hity ngan va khong phat hién duoc bang phuong phap
héa mé mién dich, nhung khi gen nay bi dot bién s& co doi sdng ban huy kéo
dai hon va c6 thé phat hién duogc béng hoa mo mién dich. Chinh vi vay, cac
nha san suat da cho ra hai loai ché pham 13 x4c dinh biéu 16 protein p53 va
protein p53 dot bién trong md ung thu. Chung t6i dd chon phuwong phap xac
dinh protein p53 dot bién trong moé ung thu da dé ¢ két qua so sanh véi két
qua dot bién gen TP53. Tur d6 c6 thé rut ra duoc su twong dong va khac biét
cling nhu két qua ctia hai phuong phap gitp dua ra goi y cho cac nha 1am
sang vé viéc str dung k¥ thuat nao dé xac dinh dot bién gen TP53 trong mo

ung thu.
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Nghién ctru nay ching t6i tién hanh nhuém hoéa mé mién dich véi 63
mAu ung thu da gdm 3 loai 1 ung thu té bao day, ung thu té bao vay va ung
thu té bao hic td (mdi loai 21 mau) dé phat hi¢n sy biéu 10 protein p53 dot
bién. Két qua thu dugc co 17 mau co két qua duong tinh chiém 27,0% tong s6
mAau ung thu da. Trong do ty 18 biéu 16 protein p53 dot bién & loai ung thu té
bao day 1a cao nhat (chiém 66,7% trong s6 bénh nhan ung thu da loai té bao
day) va chiém 14,3% trong ung thu té bao vay. O ung thu té bao héc t6 khong
thay c6 biéu 16 protein p53 dot bién.

Mot diéu tha vi 1a nhimg miu c6 dot bién gen TP53 & cac doan exon thi
chung t6i déu thay c6 biéu 16 protein p53 dot bién ¢ mé ung thu da. Nhiing
mau khong c6 dot bién & cic exon, ma c6 bién d6i & cac doan intron thi déu
khong thay biéu 16 protein p53 dot bién trong mo ung thu da. Trong sb céac
dot bién ¢ doan exon, c6 2 bién ddi khong 1am thay d6i acid amin, nhung cac
bién ddi nay lai két hop véi cac bién d6i & vi tri khac nén két qua mau do6 van
duong tinh véi protein p53 dot bién. Piéu nay cho thay c6 sy phu hop vé mat
chtrc ning cua cac doan gen khi tham gia vao qua trinh tong hop protein, chi
nhitng doan exon mai tham gia lam khudén mau dé téng hop phan tir protein,
nhiing doan intron khong tham gia 1am khuén miu dé tong hop protein nén
khi ¢ bién d6i ¢ doan intron s& khong gay nén su thay doi trinh tu acid amin
trén phan tir protein. Chinh vi vay nhitng bién dbi intron duoc x4c dinh bang
phuong phép giai trinh tu gen ma khong co bién d6i & doan exon thi ciing
khong c6 biéu 16 protein dot bién trong mé ung thu da.

Két qua cua ching t6i cling twong ty nhu két qua cua Lé Ptrc Minh
[16] nghién ctru biéu 1o protein p53 dot bién trong moé 131 bénh nhan ung thu
da loai té bao day cho thay ty 1¢ duong tinh 1 24,4%. Mot so tac gia nghién
ctru su biéu 16 protein p53 dot bién trong mé ung thu khac nhu két qua nghién

ctru ctia Ta Van To cho thy ty 1& protein p53 dot bién dwong tinh trong mo
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ung thu biéu mé tuyén va 13 42,1% (n=95) va su biéu 16 nay ting dan theo do
mo hoc. Viée tim hiéu mdi lién quan giira dot bién gen TP53 va sy biéu 16
protein p53 dot bién trong md ung thu 14 can thiét, két qua niy s& gip cac
nha 1am sang c6 thé lya chon k¥ thuat giai trinh tu gen dé xac dinh dot bién
gen TP53 hay bang k¥ thuat don gian hon. D¢ 1a ky thuét xéc dinh su bicu 16
protein p53 d6t bién bang phuong phap hdéa mdé mién dich, day ciing 1a xét
nghiém d& lam hon, gia thanh thap hon va cho phép phat hién sy tich luy bat
thuong cua protein p53 trong té bao ung thur.

Trén thé gidi nghién ciru dot bién gen TP53 va su biéu 16 protein p53
trong md ung thu da cling da dugc nhiéu tac gia thuc hién trén nhiéu d6i
tuong khac nhau. Venza M. va cs cho ré“mg su biéu 1o protein p53 & bénh nhéan
ung thu biéu mé té bao vay 1a 46,7% va khong co su khac biét giita ung thu
da nguyén phat va ung thu da tai phat c¢6 di can [125]. Bukhari M. H. va cs
X4c dinh dot bién gen TP53 va biéu 16 protein p53 dot bién ¢ 140 miu md
sinh thiét da cho thiy ca hai dau hiéu trén déu khong phat hién duogc trén da
binh thudng, nhung trong ung thu té bao day 1a 70% va trong ung thu té bao
vay 13 96,25% va dot bién gen TP53 c6 lién quan dén sy biéu 16 protein dot
bién [126]. Piéu nay ciing phit hop véi nghién ctru cia Mlmquist L. M. va cs
cho thdy c6 mébi lién quan giita ot bién gen TP53 va su biéu 10 protein p53
d6t bién trong mé ung thu da [127]. Nhu vy protein p53 1a mot yéu td quan
trong trong theo ddi, tién lwong ung thu da. Nhimng truong hop dot bién gen
TP53 thudng c6 dap tmg kém véi diéu tri hoa chét, do d6 xac dinh tinh trang
biéu 16 protein nay dugc dung dé lya chon phuong phap diéu tri bo trg thich
hop trong ung thu da.

Dot bién gen TP53 1a bién d6i di truyén hay gip trong nhiéu loai ung
thu & nguoi, dic biét 1a cac loai ung thu nhu: ung thu da, phé)i, vu va dai

trang... Cac dot bién hau hét 1a dot bién diém trong doan exon 2 dén 9, két qua
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1am cho san pham protein mat chtrc ning nhung né lai tré nén bén vitng hon
va gay tich tu v6i mot ndng do cao trong nhan té bao, tao ra cac san pham goi
la protein p53 dot bién.

Két qua dot bién gen TP53 hoidc biéu 1o protein p53 dot bién co thé
gitip cac nha 1am sang can thiép diéu tri khoéi phuc lai chirc ning cua protein
p53 @6t bién ciing nhu cam (g qua trinh té bao chét theo chuong trinh 1a mot
cach day htra hen dé diéu tri bénh ung thu. Trong thuc té, mot sd phuong
phap diéu tri ung thu da tic dong theo co ché chét té bao theo chuong trinh
cling dang dugc nghién ctru va irng dung.

Theo nghién ctru ciia Aggarwal va CS c6 thé kich hoat lai chirc ning
ctia protein p53 bi dot bién bang PEITC (phenethyl isothiocyanate), dic biét
trong cac truong hop co dot bién ¢ ving R175. Nghién ctru co ché cho thay
PEITC gin vao vi tri dot bién dic biét vi tri R175 tir d6 khoi phuc chirc ning
ctia phan tir protein p53 bi dot bién, cam tng qua trinh chét theo chuong trinh
ctia té bao [128].

Nghién ctru cia Zhang M. va CS di sir dung céc chét trc ché qué trinh
gin protein p53 bi dot bién voi Mdm?2 gy pha v cac lién két nay hodc tic
ché cac proteasom c6 thé 1am ting cudng hoat dong ciia cac phén tir protein
p53 [129].

Nghién ctru cia Fujjta Y. va CS cho thay khoi phuc chirc ning cta
protein p53 dot bién bang cac chit co trong luong phan tr nhd gén vao ving
d6t bién co thé ngan chin sy hinh thanh va phét trién ung thu [130],[131].

Nghién ctru ctia Tang X. va CS ciing cho thay phan tir CP-31398 phuc
hdi chirc ning wre ché khdi u cua protein p53 va tc ché su hinh thanh ung thu
da do UVB gay ra ¢ chuot [132].

Vi vay, nghién clru nay cua chung t61 budc dau gop phan vao viéc tim
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ra cac diém dot bién trén gen TP53, tir 6 co thé c6 nhitng goi ¥ cho cac nha
]am sang trong viéc lua chon phuong phap diéu tri bd tro méi thay thé hoic
phéi hop véi cac phuong phéap diéu tri bo tro hién nay.

4.3. POT BIEN GEN BRAF (V600E) O BENH NHAN UNG THU DA

Su phat trién, biét hoa va séng con cua té bao binh thuong duoc diéu
hoa bdi mot sb luong gidi han cac con duong tin hi¢u. Cac con duong tin hi¢u
truyén va két hop cac tin hiéu tir ngoai bao nhu cac yéu t6 phat trién, hormon,
cac lién két t& bao-té bao, té bao-khoang gian bao thong qua cac thy thé trén
mang té bao di vao bén trong té bao, roi tiép tuc qua cac protein dan truyén
trong bao tuong dé di vao nhan té bao. O ddy, ching hoat hoa cic gen sao
chép dan dén su tang sinh va biét hoa té bao. Cac loai protein tin hi€u, protein
mang, protein bao twong va protein nhan lién quan dén ting sinh, biét hoa té
bao déu 1a san pham cua c-oncogen (proto-oncogen) trong diéu kién binh
thuong. Khi cé su mat diéu hoa hoat dong cua chung, cac c-oncogen dot bién
tré thanh oncogen c6 thé xuit hién ung thu va trong tinh hudng niy con
duong tin hi¢u s€ tré thanh “con duong tin hi¢u sinh ung thu”.

Sy mat can bang giita gen sinh ung thu va gen trc ché ung thu, sy hoat
dong khong phu hop hoic su bat hoat cta cac con dudng tin hiéu 1a yéu to
quyét dinh dbi véi su phat trién ung thu ¢ ngudi. Nhidu gen sinh ung thu va
nhiéu gen @c ché ung thu ciing hoat dong trong khudn khd “con dudng tin
hiéu sinh ung thu” nay [50],[51].

Yéu to tin hiéu RAF thudc con duong tin hiéu MAPK c6 ba dong dang
13 ARAF, BRAF va CRAF. Pong dang CRAF biéu 16 khip noi trong khi
BRAF biéu 16 ¢ mitc cao hon trong té bao mau, than kinh va tinh hoan [72],
BRAF la dong dang ndi trdi ¢ té bao da. Mic du tat ca cac dong dang RAF
déu hoat hod MEK nhung chiing duoc hoat ho mét cach khac nhau boi RAS.
Theo Peyssonnaux C. va cs thi BRAF c¢¢ ai tinh cao hon voi MEK1 va MEK2



100

va c¢6 nhiéu kha niang photphoryl héa MEK hon cic dong dang RAF khac
[701,[71]1,[72]. Su thay d6i nay dan dén con duong tin hiéu MAPK bi kich
hoat lién tuc va khong dap ung voi sy kiém soat thong thuong.

Trong nghién ctru ndy, ching toi ciing tién hanh xac dinh dot bién
BRAF trén bénh nhan ung thu da cac thé ung thu té bao day, ung thu té bao
vay va ung thu té bao hic t6 bang 2 phuong phap song song nhau, tir d6 ddnh
gia wu nhugce diém cia timg phuong phap va do twong dong vé két qua cua
hai phuong phap. Pé xac dinh dot bién gen BRAF (V600E) trong mé ung thu
da ching toi st dung k¥ thuét giai trinh tu gen. Dé xac dinh biéu 10 protein
BRAF(V600E) dot bién trong mé ung thu da ching toi sir dung ky thuat hoa
md mién dich.

4.3.1. Phédn tich dot gen BRAF (V600E) 6 bénh nhédn ung thw da

Cac miu tach chiét DNA tir mo ung thu da ctia cic bénh nhan dugc sir
dung dong thoi x4c dinh dot bién gen TP53 va dot bién gen BRAF. Cac miu
sau khi chiét tich DNA déu duogc tién hanh kiém tra sb luong va d6 tinh sach
cia DNA dam bao cho phan tmg PCR. Vi gen BRAF chiing t6i da tién hanh
giai trinh ty nucleotid cta gen sau d6 dung phin mém biodit xac dinh dot bién
& vi tri V60OE, viéc giai trinh tu duoc tién hanh ca theo 2 chiéu xudi va
nguoc, ky thuat giai trinh tr va may moéc trang thiét bi ciing dugc tién hanh
v6i cing gen TP53. Hinh anh dién di san pham PCR vé6i gen BRAF 1én rd
rang dam bao cho chét luong phan tich trinh ty gen BRAF. Sau khi thu dugc
san pham khuéch dai doan gen BRAF, chung t6i tién hanh tinh sach san pham
PCR va giai trinh ty gen BRAF. Véi trinh ty gen BRAF thu dugc, bang phan
mém Biodit, ching toi so sanh v&i trinh tuw ciia gen BRAF trén genebank dé
xéc dinh do6t bién BRAF (V600E).

Dot bién gen BRAF trong ung thu ndi chung va ung thu da néi riéng

thuong xay ra & vi tri: A1023G (P341P); A1227G (S409S); T1799A
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(V600E); A1383G (Q461Q); A1797C (T599T); A1929G (G643G); G2272A
(G758R). Trong d6 vi tri 1799 T->A lam thay thé acid amin valine bang
glutamate ctia chudi polypeptid (V600E), dot bién nay chiém ty 1¢ kha cao
khoang 80-90% [73].

Dot bién V60OE cua gen BRAF 1a dot bién & codon tht 600, trong do
bd ba GTG ma hoa cho Valine (V) bi thay thé boi bo ba GAG mi hoa cho
Glutamate (E), nucleotid Thymine bi thay thé boi nucleotid Adenine. Pay 1a
dot bién hay gip nhat trong ung thu da theo két qua cla cac tic gia nghién
clru & cac nude. Vé ki thuat phan tich ching t6i sir dung k¥ thuat giai trinh tur
gen 1a mot k¥ thuat dam bao chinh xac nén viéc khong phat hién thay dot bién
gen BRAF (V600E) cta chung t6i 1a tin cay.

Trong nghién ciru ndy, ching toi tién hanh giai trinh ty gen BRAF
(V600E) trén 63 bénh nhan ung thu da gdm 3 thé hay gip 1a ung thu té bao
day, ung thu té bao vay va ung thu té bao hic t6. Két qua chung toi phat hién
thay dot bién V60OE cua gen BRAF & 1/63 bénh nhan ung thu da chiém ty 18
1,6%. C4c thé ung thu té bao day va ung thu té bao vay khong phat hién thay
c6 dot bién, 1 bénh nhan c6 dot bién gen BRAF (VB600E) 1a & thé ung thu té
bao hic t6. Cac két qua nghién ctru vé dot bién gen BRAF (V600E) ciing rat
khac nhau. Cac nghién ctru & ngudi chau Au ty 18 dot bién gen BRAF (V600E)
kha cao nhu nghién ctru ctia Paul T.C. va cs da kham pha rang bién doi hoat
tinh gen sinh ung thu BRAF xay ra ¢ 2/3 cic u hic t6 4c tinh va o tan suit cao
trong cac ung thu khic. 70% dot bién gen BRAF duoc tim thay ¢ nhiing bénh
nhan ung thu da [45], trong khi d6 nghién ctru ciia Hugdah E. va CS cho thay
dot bién gen BRAF(V600E) la 35% [134], nghién ctru ctia Mar V. J. va CS
cho thay ty 1& dot bién nay 1a 39,2% [35]. Cac nghién clru & chau A cho thay
ty dot bién gen BRAF(V600E) thap hon, trong nghién ctru cia Si L. va CS thi
ty 1& dot bién gen BRAF cta nguoi Trung Qudc 1a 25,5%, trong d6 dot bién
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tai vi tri V60OE chiém 89,1% [136]. Mot nghién ctu khéc trén ngudi Dai
Loan ctia Sheen Y. S. va CS, ty 1& dot bién gen BRAF 1a 14,3% trong trong d6
dot bién tai vi tri V60OE chiém 88,2% [137]. Két qua nghién ctru cia chung
t61 thdp hon cac tac gia khac dd nghién ctru vé dot bién gen BRAF(V600E).
Pot bién gen BRAF(VB00E) c6 ty 18 khac nhau c6 thé do ving dia Iy khac
nhau, chuing tdc khac nhau, tdp quan sinh hoat khac nhau. Nghién ctru cua
Thomas N. E. va CS cho thdy c6 mdi lién quan giira dot bién gen BRAF véi
tudi va mau toc, tudi tré hon, mau toc nau, vang co ty 1¢ dot bién gen cao hon
[138]. Vi vay co thé day ciing 1a diém khac biét & Viét Nam so voi cac nudce
khac, diéu nay gop phan giai thich ty 1¢ ung thu da & Viét Nam khong cao.
4.3.2. Xdc dinh biéu 19 protein BRAF djt bién ¢ mé ung thu da

Trén cac mau dic parafin chung toi tién hanh k¥ thuat nhuém héa mo
mién dich dé xac dinh su biéu 16 cia protein BRAF d6t bién V600E. Két qua
nghién ctru cta chung ti cho thay, véi 63 bénh nhan gdm 3 nhom ung thu da
cht yéu 13 ung thu té bao day, ung thu té bao vay va ung thu té bao hic t6,
cling chi c6 1 truong hop c6 biéu 10 protein BRAF(V600E) dot bién 1a miu
ung thu té bao hic t6. Bénh nhan duong tinh nay ciing chinh 13 bénh nhan ¢6
dot bién gen BRAF (V600E) & phuong phap giai trinh tu gen. Nhu vay két qua
ctia hai phuong phap nay tuong doéng voi nhau, vdi cac mau phuong phap giai
trinh tu gen xac dinh 13 khong c6 dot bién gen BRAF (V600E) thi & phuong
phap nhuém hoa mé mién dich ciing cho két qua am tinh. Vi vay, dé xac dinh
dot bién protein BRAF (V600E) c6 thé dung phuong phap nhuém hoéa mo
mién dich thay thé cho phuwong phap giai trinh ty gen. Uu diém cta phuong
phap nhudom héa mé mién dich 1a thoi gian thuc hién xét nghiém it hon va
kinh phi dé thyc hién ciing tiét kiém hon. Hon nita, phuong phap giai trinh ty
gen 13 phuong phap phtrc tap hon, doi héi trang thiét bi cao cap hon, khong

thé thuc hién & cac co s& xét nghiém voi qui mo nho.
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Céc nghién ctru di khing dinh sy bién ddi gen BRAF 1a ddu 4n quan
trong cua kiéu hinh 1am sang va mo bénh hoc cua ung thu da, dac biét 1a ung
thu té bao héc td, nd tré thanh mot diu an chan doan va tién lugng cé gia tri.
Dua vao viéc st dung cac chét (e ché protein BRAF [139], cic nghién ctru
nay s& gop phan vao viéc chan doan sém ciing nhu trién vong diéu tri cho
bénh nhan ung thu da tir d6 cai thién thoi gian séng thém cia bénh nhan
[140].

Céc nghién ctru ciing phét hién ra rang khoang 50% khdi u 4c tinh c6
gen BRAF da dot bién hodc kich hoat di tao ra mot huéng mdi quan trong
trong diéu tri u ac tinh. C6 2 loai thudc uc ché protein BRAF 3ot bién 1a
Dabrafenib (Tafinlar) va vemurafenib (Zelboraf) di dugc FDA chip thuan
cho nhiing ngudi c6 ca giai doan IV va giai doan III melanoma ma khong thé
duoc phiu thuat cit bo. Nhimg loai thudc nay, duoc str dung dic biét khi trén
cac bénh nhan ung thu té bao hic co dot bién V60OE hoic V600K trong gen
BRAF. Nhiing loai thudc nay khong nén dugc sir dung cho nhitng bénh nhan
khéng c6 dot bién vi nd khong thuc su ¢6 hiéu qua [141].

Trong cac thtr nghiém 1dm sang cho nhitng nguodi c6 u 4c tinh di can
mang gen BRAF bi bién ddi, ca hai loai thudc trén déu c6 tac dung 1am giam
kich thudc khdi u & phan 16n nhitng bénh nhan ndy. Vemurafenib cho thay su
kéo dai sy sdng con cta bénh nhan trung binh gan mot nam. Tac dung cia
Dabrafenib di véi thoi gian séng thém toan bd dd dugc kiém chimg chinh
thirc. Dya trén nhing thir nghiém 1am sang ndy, ca hai loai thudc trén déu
duoc chép thuan str dung cho nhiing bénh nhan c6 u ac tinh giai doan III ma
khong thé loai bo duoc bang phiu thuat va cho bénh nhan khéi u ac tinh giai
doan IV, néu u 4c tinh c6 gen BRAF bj bién d6i.

Mot nghién ctru gan day ciing cho thay, sir dung phdi hop cac chat i
ché protein BRAF véi cac chit e ché con duong tin hiéu MAPK, thu thé
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EGFR hay cac con duong khac nhu PIK3 cho hiéu qua cao hon c6 y nghia so
v6i chi dung tc ché protein BRAF don thuan [142].

Két qua nghién ctru ctia chung toi cho thiy ty 1¢ dot bién gen BRAF
(V600E) ¢ bénh nhan ung thu da 1a khé thap, két qua ndy ciing gop phan dinh
hudng cho cic nha 1dm sang can huéng dén viéc tim céac vi tri khac cia gen
hodc cac nguyén nhan khac, cic gen khic gép phan vao co ché bénh sinh
trong ung thu da noéi chung va ung thu té bao hac to néi riéng. Tir d6 tim ra
huéng diéu tri bo trg nham tc ché cac yéu té gay phat sinh ung thu da.

4.4. MOI LIEN QUAN GIUA BIEN POI DI TRUYEN VA UNG THU
DA

Ngay nay, hau hét cic tac gia cho ung thu 13 bénh di truyén. Cac té bao
ung thu déu 1a nhimg té bao co dot bién (co thé 1a dot bién gen hodc dot bién
nhiém sac thé), cac dot bién nay tao ra cac protein bat thudng, tic dong gay
tang qua trinh phan bao. Trong chu ky té bao, trudc khi phan bao, & giai doan
G1 ¢6 su stra chita nhitng sai sot trong di truyén trude khi DNA nhan dbi, sau
khi nhan d61 DNA ¢ giai doan G2 cling c6 su stra chita cac sai sot sau nhan
d6i. Do tdng phan bao qua nhiéu dan dén té bao khong con kha ning sira chita
cac bat thudng trudc va sau mdi qua trinh phan bao nén giy ra cac loai dot
bién va gay hién tuong qua san. Do ting qua nhanh qué trinh phan bao, té bao
cling s& khong c6 du thoi gian trudong thanh tir ¢6 hinh thanh nén céc té bao
bat thuong d6 chinh 1a cac té bao ung thu.

C6 2 nhom gen lién quan dén ung thu 1a nhém gen gy ung thu (cac
proto-oncogen) va cac gen chdng ung thu. Proto-oncogen c6 2 loai C-proto
oncogen la gen & trong té bao va V-oncogen (c6 ngudn gbc tir virus). Néu cac
proto-oncogen chuyén thanh oncogen né s& gay ung thu. Nhém thi 2 14 céac
gen chéng ung thu. Néu cac gen chéng ung thu bi dot bién thi n6 khéng con

kha ning khdng ché ung thu ciing s& gy ung thu.
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Véi ung thu da gen gdy ung thu thuong gip 1a RAF véi 3 bién thé
(ARAF, BRAF va CRAF), trong d6 gen BRAF va gen CRAF lién quan nhiéu
hon, lién quan nhiéu nhat 1a gen BRAF. Cac gen chong ung thu lién quan
nhiéu vé6i ung thu da 1a TP53, gen Hedgehog, gen Patched... Day ciing chinh
la 1y do chung t6i lya chon 2 gen dién hinh 1a gen BRAF va gen TP53 thudc
hai nhém gen phat sinh ung thu va nhém gen trc ché sinh ung thu vao nghién
ctru. Theo céc tac gia, dot bién gen TP53 gip cao nhit & 70% bénh nhan ung
thu da. Trong nghién ctru cua chang toi, ty 16 dot bién gen TP53 phat hién
duoc 12 27% ung thu da néi chung. Néu chi tinh ung thu da loai té bao day thi
ty 1& nay 1 66,7%, trong d6 cac dot bién xdy ra 25,4% & exon 3, 1,6% & exon
4 va 12,7% & exon 6, ty 1& nay thap hon véi cac tac gia khac.

Vai tro ctia Human Papilloma virus (HPV) trong ung thu da: nhiéu
nghién ctru cho thiy su twong quan gitra HPV va ung thu da (Karagas). Vai
tro caa HPV type 5 va 8 trong bénh di san thugng bi dang hat com
(Epidermodisplasia veruciforme) da dugc lam ro (Pastel). Protein E6 cua
HPV tc ché hoat dong cia mot ) protein trong do cé protein p53, tor do lam
giam kha nang trc ché su phat trién cua cac té bao ung thu.

Ngoai anh sang mit troi va HPV, nhiém ddc mot s6 kim loai nang nhu
arsenic ciing 13 nguyén nhan cua ung thu da nhat 1a ung thu biéu mé té bao
vay. Nhiéu nghién ctru di chimg minh ty 1& ung thu té bao vay cao & nhiing
ving c6 nudce sinh hoat bi nhiém arsenic [143]. O nhiing ngudi c6 ndéng do
arsenic cao trong mong c6 nguy co mic ung thu té bao vay cao gap gan hai
1an so v&i ngudi binh thuong [144]. Ngoai ra, rat nhiéu nghién ctru dé cap dén
tac dung cua thudc 14, cac chat diét co, thudce trir sdu hai, chat diét nAm cling
1a nhitng nguyén nhan gay ung thu té bao vay [145].

Céac dot bién mai phat sinh c6 thé tic dong vao gen chong dot bién

TP53 hoidc tic dong vao cac gen giy ung thu nhu BRAF. Cac yéu t& moi
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truong & Viét Nam ciing can duge luu tAm. Trong nghién ctru ctia ching t6i,
ty 1& dot bién V60OE & gen BRAF rét thap c6 thé co cac kha ning sau:

- C6 thé & Viét Nam dot bién V60OE ¢ gen BRAF khong phd bién ma
c6 thé lai co dot bién & vi tri khac. Pé khang dinh diéu ndy can co cac nghién
ctru tiép theo voi ¢& mau 16n hon va phan tich day du hon & cac vung khéc
cua gen BRAF.

- Co thé dot bién BRAF ¢ Viét Nam 1a thdp hon cac nudc khac. Co 18
day 1a 1y do chinh lam cho ty 1¢ ung thu da ¢ Viét Nam thap hon cac nudc
nhu Australia, My va mot sé nudc chau Au. No6i cach khéc, ty 1é nguoi mang
gen gay ung thu da loai BRAF (V600E) ¢ Viét Nam théip, nhung ty 1€ dot
bién gen chdng ung thu nhu gen TP53 thi lai twong ty nhu cic nghién ctu
khéac & cac nude khac.

4.5. BAN LUAN VE UU NHUQC PIEM CUA QUY TRINH XAC PINH
POT BIEN GEN TP53 VA BRAF TRONG UNG THU DA

Két qua nghién ctru cua chung t6i cho thay, k¥ thuat xac dinh dot bién
gen TP53 va BRAF bang giai trinh ty gen va hda mé mién dich déu cho két
qua twong dong nhau. Déi v6i dot bién gen BRAF (V600E) c4c nha 1am sang
c6 thé lua chon phuwong phap héa mé mién dich thay cho phuong phéap giai
trinh tu gen. Vi ca hai phuong phap nay déu xac dinh duoc dot bién xay ra ¢
vi tri V60OE, phuong phap gidi trinh tu gen cho phép phat hién dugc
nucleotid bi thay thé ¢ vi tri g.1799T>A 1am bién ddi codon & vi tri 600, bo ba
GTG ma hda cho acid amin Valine dugc thay thé bang bd ba GAG ma hoa
cho acid amin Glutamate. Phuong phap hoa mé mién dich, véi viée st dung
khang thé don dong ciia chudt (khang thé 1) chdng khang nguyén 1a phan tir
protein dot bién V60OE cho phép phat hién dugc cac dot bién tai vi tri nay.
Vi phuong phép giai trinh tu gen thi ngoai viéc xac dinh dot bién V60OE, co

thé xac dinh dugc dot bién khac nhuw V600K hodc cic dot bién xay ra & cac
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acid amin khéc nita. Vé6i k¥ thuat hoa md mién dich xac dinh dot bién protein
BRAF (V600E) thi chi xac dinh dugc dot bién V60OE co hay khong ma
khong xac dinh dugc cac dot bién khac. K¥ thuat Héa md mién dich s& thuc
hién don giadn hon, thoi gian thuc hién k¥ thuat nhanh hon, thoi gian tra két
qua cho bénh nhan s& ngian hon va gia thanh thuc hién s& thip hon k¥ thuat
giai trinh tu gen.

Véi gen TP53, k¥ thuat héa md mién dich chi xac dinh duoc biéu 16
protein p53 dot bién chung, khong xac dinh dugc xem dot bién & vi tri acid
amin nao. Phuong phap giai trinh tu gen s€ khic phuc duoc han ché do,
phuong phap nay xac dinh duoc dot bién & vi tri nao cua gen TP53 tir d6 xac
dinh dugc vi tri cac acid amin bi bién dbi. Vi vay khi bac si 1am sang can xéc
dinh dot bién gen TP53 chung thi nén s dung phuong phdp héa md mién
dich, khi can xac dinh chinh xac vi tri dot bién cua gen TP53 thi lya chon
phuong phéap giai trinh tu gen. T d6 lya chon phuwong phap diéu tri bd tro
khoi phuc lai chtrc ning ctia gen TP53 chung hay gin cic phan tir vao cac vi

tri dot bién dé khoi phuc chirc ning cuia gen TP53.
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KET LUAN

Qua nghién ciru giai trinh tw gen TP53, BRAF(V600E) va khao sat biéu
16 protein p53 va protein BRAF(V600E) & 63 bénh nhan ung thu da gdm 21
bénh nhan ung thu té bao day, 21 bénh nhan ung thu té bao vay va 21 bénh
nhan ung thu té bao héc td chung t6i thu dugc két qua sau:
1. Xac dinh dt bién gen TP53 va BRAF & cac thé ung thu da.
* Pot bién gen TP53:
- Ty I¢ bién doi gen TP53:

+100% cac miu déu c6 bién ddi gen TP53.

+ Dot bién & cac doan exon chiém ty 1€ 27,0%.

+ Bién doi & cac doan intron chiém ty 1€ 95,2%

+ Dot bién & cac exon va bién ddi ¢ intron chiém ty 18 22,2%
- Xdc dinh dwoc 52 vi tri bién doi trén gen TP53 trong dé cé 10 dét bién ¢
cdc doan exon va 42 bién déi ¢ cdc doan intron.
- 10 dét bién gap 6 cac doan exon 3, exon 4 va exon 6 ciia gen TP53 gom:
+ O exon 3 c6 5 dot bién c.187G>T (p.A63S), ¢.215C>A (p.P72H),
c.218T>A (p.V73E), c.220G>T (p.A74S), ¢.314G>A (p.G105D).

+ O exon 4 ¢ 2 dot bién: ¢.471C>T (p.V157V), c.472C>T (p.R158C).

+ O exon 6 ¢6 3 dot bién: ¢.722C>T (p.S241F), ¢.733G>T (p.G2450),
C.735C>A (p.G245G).

- C6 4 dpt bién mdi trén gen TP53 chura thdy céng bo trong cdc nghién ciru
¢ cdc bénh nhan wng thuw da trén thé gisi 1a: ¢.187G>T (p.A63S), .218T>A
(p.V73E), ¢.220G>T (p.A74S), ¢.314G>A (p.G105D).

- 42 bién doi ¢ cac doan intron ciia gen TP53 gom: O IVS 6 c6 35 bién d6i,
viing 1VS 1 ¢d 6 bién ddi va ving IVS 5 ¢6 1 bién doi.
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- Cdc bién déi phéi hop ciia gen TP53: co t6i 93,7% cic mau ung thu da co
tir 2 d6t bién va bién d6i tro 1én trén gen TP53, ¢6 41,3% co tir 10 bién doi tro
1én va c6 2 mau ung thu da té bao vay c6 téi 19 bién doi trén gen TP53.
- Ty I¢ dét bién gen TP53 trong cdc thé ung thw da:

+ Ty 18 dot bién gen TP53 trong mo ung thu té bao day 13 cao nhat
chiém 66,7%.

+ Ty 1& dot bién gen TP53 trong md ung thu té bao vay 1a 14,3%.

+ Khong phat hién dugc dot bién gen TP53 trong ung thu té bao héc to.
* Pét bién gen BRAF(V600E):

Chi ¢ 1 trudng hop dot bién gen BRAF (V600E) & bénh nhan ung thu té
bao hic to chiém ty 1& 1,6%, khong thay c6 dot bién nay trong ung thu té bao
day va ung thu té bao vay.

2. Xac dinh biéu 19 protein p53 va BRAF (V600E) dt bién trong mé ung
thu da
- Ty 1¢ biéu 1 protein p53 dit bién trong mé ung thw da la 27,0%.

+ T4t ca cac dot bién & exon déu c6 biéu 10 protein p53 dot bién.

+ Khong gip trudng hop nio co biéu 16 protein p53 dot bién ¢ bénh nhan
chi ¢6 bién ddi ¢ intron.

- Chi ¢6 1 truwong hop cé biéu 1 protein dpt bién BRAF (V600E) chiém ty 1
1,6%.

+ Chi gap ¢ trudng hop c6 dot bién gen BRAF (V600E).

+ Khong gip & cac bénh nhan khong c6 dot bién gen BRAF (V600E).
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KIEN NGHI

1. Tiép tuc nghién ctru thém dot bién gen BRAF(V600E) & bénh nhan ung thu
da, dac biét 1a ung thu t& bao héc td, dé co sb liu du 16n co két luan vai trd

ctia dot bién gen BRAF(V600E) trong ung thu da & nguoi Viét Nam.

2. Can tiép tuc nghién ctru & cac ving khac ngoai ving V600 ciia gen BRAF

dé tim hiéu dic diém dot bién ctia gen nay ¢ ngudi Viét Nam bi ung thu da.
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PHU LUC



PHU LUC 1: DANH MUC CHU VIET TAT CAC ACID AMIN

STT Tén acid amin Tén viét tat Ky hi¢u
1. Alanine Ala

2. Arginine Arg R
3. Asparagine Asn B
4, Aspartate Asp D
5. Cysteine Cys C
6. Glutaminte Glu E
7. Glutamine Gln Q
8. Glycine Gly G
Q. Histidine His H
10. Isolcucine lle I
11. Leucine Leu L
12, Lysine Lys K
13. Methionine Met M
14, Phenylalanin Phe F
15. Proline Pro P
16. Serine Ser S
17. Threonine Thr T
18. Tryptophan Trp W
19. Tyrosine Tyr Y
20. Valine Val VvV




