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���������	
�	�
���������������������������� 
��!	 multiplex staining �����#
�� �
����
���$���!	����%&�'	�&����	

$	�� 
���() (���������(*
#��$���#�!���$#�+�������%�,���(���+-��(�� �
����
� (core needle biopsy) +���%


���#���0
�����-�1,�� ��� ()��� 158 ��# $	��	�������3���� �0����	()��� 49 ��# (�
�#�� 31) $	�������(#
��

�����$������%&�'	�&����	 �����1#� ��3 benign lesion �
0 malignant tumor 1���	��������(�#%���� 20 ��# (�
�#

��12.7) $	�=��������#��#
���������($	�1�����=3
   ������(�� �
����
�=����	#���������#
�������$������%&�'	�

&����	 $)�,
�
���	����
3 �
����
��,��(���%
���#1�����3������ 
�������
����%
���# 1�����#
��100 multiplex stain

(� ��#1�
=+�
>,��	
=3
 ���(���

�#
� ��#�,
�#�!�1�$#����������,#
3���������3%�=�3�1�����#���������	#0

�$	#0����1�����������$	�(�����(*
#��=3
3	#���+�
�&3#�*����#���#�������?	+�����1#�&��+�������%�,���$	�#��

����=3
�����!	���#
�� �
����
�3
�#�$��������%&�'	�&����	 100 multiplex stain ��-���!	���$	������� ��#1�
=+

�
>,� �
����
�=����	#���������#
�� �����#��#
���������(����(*
#=3
 @�����-���!	$	�������$)=3
���# �,
����3��-�

1���3���� 
(��# 1��#
� ��#�,
�#�!�1�$#��,-�����1������=3
 
3�(� ���#����������(*
#�� (���,���$	�(��)��

� 
��������()�
� ��-�����
A����?B���%�����C������ (����������	
��� 2552;29:46-52.)

�������	
����
���������������������
��
����������-
���� ��� Multiplex Staining ��
����� Benign Lesions
��� Carcinoma

��	�
����  ���	!���*

�������"	 #���
��$
�"%�����*

�&������ �������*

�
'
��� ���#��	��
*

������  �����(&�*


�������

Abstract Multiplex stain for differentiation of benign lesions, PIN from prostate carcinoma

by Patcharin Homcha-em*, Anantnuch Sakapibunnan*, Maneerut Mus-u-dee*, Vichitra Hemsrichart*, Anant Karalak*

Department of  Pathology,  National Cancer Institute,  Bangkok,  Thailand.

The aim of this study is to evaluate the multiplex stain for replacement of the conventional method and

solving the problem of inadequacy of tissue sections. Pathological reports of  158  cases with prostate

*�������	
���
�
���   �����	��������������
 ������
 10400
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core biopsies at the National Cancer Institute between  June 2007  and  October  2008 were made.

Immunohistochemistry (IHC) tests were needed in 49 cases (31%) fordifferentiation of benign lesions

from prostate cancer.Of these 49 cases, 20 cases (12.7 %) had inadequate specimen for IHC staining and

rebiopsies were needed. Formerly, P504S IHC was stained together with 2-3 basal cell markers (p63,

34BE12, CK5, CK14). In problematic cases, at least 3-4 tissue sections were needed for IHC stains. In order

to save tissue sections for adequate stains,  a  new method of staining was taken into use. Multiplex staining

method stains one slide with a mixture of four antibodies including three basal epithelial markers (p63, CK5,

CK14) and one tumor marker of glandular epithelium (P504S or AMACR).

In conclusion, multiplex stain is superior to conventional technique especially in term of laboratory time

and interpretation time. It can replace the conventional technique and it can solve the problem of inadequate

tissue sections.(Thai Cancer J 2009;29:46-52.)

���)
�������	
���
���
���������������	����
����


����� 7 ��������������	
�����!�����	��
��"��

#	�

50 ��  $%!���1  ��!�	#�&	#���'	��
(���������)������

�"
���  (%��*��!��	&����+��
,���!���$����! &*����

��!�	#���	��	��
�
��&����+��#(����!(�

����#(�	��


�����(*��  ���
���(����-
���-	
��&���	���!������

prostatic  specific antigen (PSA) �����&��#���"
���

��
���	� PSA &����
 �&��#	���!�	#�(����#���&�	��

$
��������	
���
���
2  1%	�����)(��!
��*
����#(

$�!��	
�� �������)(���!�$���(���2!���-!
�	
���
���


(core needle biopsy) ����#(������32#2�����-	


#2�2(4������-������ �������$
�����	
��


����#(������32#2������#23�
���!
� hema-

toxylin and eosin (H&E) &����+#2�2(4������!��	�
�

�������	��
������	������$
��1��)������
,9�$
�

������
�	������(� &*���������	�������!��
 �!
�
�:��


����#(�!
��2�:,��� 
2�����;�&������ (IHC) 1%	���!

��<��������"�����2�
���!
���- 	
��!���#����# ��

�#���"	���
$
�
���#�
���!
��� ������"9=�����2	�

$%!� �	#���
��#2�2(4�������!
�	��+�
�!
� �����	��*

 ��
��:%
,��� !
�	�#+%�#23�
����#(�!
��!#�

����2� IHC ������	 �-
 multiplex staining3,4 1% 	�

�����&*����
��#2�2(4����������32#2���$
��	
���


���
 ��-	
��!������#�����
����<���"9=��$
�
��

��#(#2�2(4��������32#2���#	�����#23�
����	��- 	
+-
��!

������#�������&���������(*#����	�>2���2
��	

����"��!�
+����
��
���!
��� marker 4 ��2� : CK5, CK14, p63

��� P504S5 +!���!#23��!
��2�:,���
2�����;�&������ ��	

�� !
�� 	 �� 2�(��!
��!
���&�&�)�� 	��
��	� ��!#(%�

incubate �!#� secondary antibodies ��	 conjugate

�!#��
���1�) horseradish peroxidase (HRP) &*����


���!
� CK5, CK14, p63  ����
���1�) alkaline

phosphatase (AP) &*����
���!
� P504S 6,7

Multiplex staining ��	��!��
��#2�2(4����
�
�

���$
��	
���
���
����
���!
��� markers ����

��2���!
�
����&���)�2!���-!
��	�����#
��1%	����

�

�!#� primary antibodies(PIN-4 cocktail) 2 
�"	� �-


mouse monoclonal antibodies ��!
����#(��

CK5,CK14, p63 ��� rabbit polyclonal antibodies ��!

��#(�� P504S8,9  �����! secondary antibodies

cocktail (BiocareOs Double Stain kit#2) ���� double

stain polymer detection 7 �-
����!� conjugated goat

anti-mouse polymer HRP ��� conjugated goat anti-

rabbit polymer AP �#�
����� secondary antibodies

(��*�>2
2�2��
����!� heavy and light chains �� mouse

and rabbit IgG �����	(*�����!
���! avidin-biotin

blocking  ��������"9&����2���� rapid double stain
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������ 1 �&����
���!
� IHC (multiplex staining) ��-	
��
 normal,BPH,PIN ��� invasive adenocarcinoma

A,B ���C ��2�#9 normal  ��� BPH ���� basal epithelium �2�&��!*��� ( p63,CK5,CK14 )  ���

glandular epithelium ��	�2�&� A,C ��� D ��2�#9 PIN ���� basal epithelium �2�&��!*���(p63,CK5,CK14)

��� glandular epithelium �2�&���� ( P504S) �� cytoplasm   B,C ��� D  ��2�#9  invasive  adenocar-

cinoma  ���� glandular epithelial cytoplasm   �2�&���� (P504S) ��	��	�2�&���	 basal epithelium.

 
PIN 

 C  D 
 BPH 

  Invasive CA 

 PIN 

 Invasive CA 

 A  B 

 

PIN
NI

Normal 

Normal 

 Invasive CA 

 
PIN 
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�����! chromogen  2 ��2� ��
���*��!�
2�&� �-
 DAB

(3,3OVDiaminobenzidine tetrahydrochloride)(��2�&�

��
�"	�$
��
���1�) HRP �-
 CK5, CK14, P63 ��� Fast

Red  (��2�&���
�"	�$
��
���1�) AP �-
 P504S 1%	�(��*

��!� 2�&��4����� 	$
��1��)����"9&����2$
���	��

marker ���&����+��
��2�$
��1��) ��! �-
  HMW

Cytokeratins (CK5 and CK14) (��2�&��� normal basal

epithelia $
� prostate glands ��	 cytoplasm ����&�

�!*���$
� DAB  &*���� p63 (��2�&��� normal basal

epithelia $
� prostate glands ��	 nucleus ����&��!*���

$
� DAB &*���� P504S (��2�&��� malignant ���

premalignant cells ��	cytoplasm ����&����$
� Fast

Red �� glandular  epithelium  (�����	 1)

�
+����������� multiplex staining
��
��:%
,���! ��!��#
�	����#(��	���� formalin-

fixed, paraffin- embedded tissue sections (*�#���!�

��� 49 ��� ��!
���!� positive ��� negative controls

����(�
�* blocks ��	��!������!#����-	
� microtome ��!

���#�������	 3 ����
� ��%��2!���-!
����&���)��	���-
�

�!#� (3 V aminopropyl) triethoxysilane �*��
�����!
�

�� 	
 "9�=��2 80 
�:��1��1��& ��� 60 ���� ��!#

deparaffinize 20 ���� �!#� xylene ��� rehydration

�!#� absolute alcohol �*&���)��	���!*
��	� 
	
��!
�

���block endogenous enzyme �!#� 3% hydrogen

peroxide���!*
��	� ��� 30 ���� retrieval antigens ���


����!�#���!
�(�
 pressure cooker �����#�� 2 ����

��!# block non-specific protein binding �!#� 3%

normal serum 30 ���� 
	
��*&���)���!
��	
 incubate

�!#� primary antibodies (PIN-4cocktail ��!�
	

CK5+CK14+p63+P504S) ��� 40 ���� �!��


�!#�

TBST (tris-buffer saline, 0.005 M, pH 7.6, 0.1%

Tween20) 3 ���!� ���!��� 5 ���� ����(�
��!� incubate

�!#� secondary antibodies (BiocareOs Double Stain

kit # 2) ��� 30 ���� ��!#�!��


�!#� TBST 3 ���!� ���!�

�� 5 ���� ��!#�*��!�
2�&��!#�&���	 1 ��� incubate �!#�

DAB 10 ���� ��	
"9�=��2�!
� �!���!*
��	�  ���incubate

&���	 2 �-
 red substrate chromogen (fast red) 10 ���� ��	


"9�=��2�!
� �!���!*
��	� ��� counterstain �!#� MayerOs

hematoxylin 5 ����10  ��� mount �!#� permount  �2�

cover slip ��!#�2� label �*&	����32����)��-	

	�����

�����

����
�
',��.���/ IHC 0�/ �����������
Normal prostate glands �� glandular

epithelium ��� basal epithelium ��-	
�!
� basal

marker p63 (��2�&��!*�����	 nuclei ��� CK5, CK14

(��2�&��!*����� cytoplasm &	#�
���!
� tumor

marker P504S (���	�2�&��� glandular epithelium

��2�#9��	���� prostatic intraepithelial neoplasia (PIN)

�� basal epithelium �2�&��!*���$
� p63, CK5, CK14

����� abnormal glandular epithelium �2�&����$
�

P504S �� cytoplasm &*������ prostate carcinoma

(invasive adenocarcinoma) ��	�2�&���	 basal epithelium

��	 abnormal glandular epithelium �����2�&����$
�

P504S �� cytoplasm (�����	 1)

.����#1�(�
       
��:%
,�$!
�����	��!(�
��
����#(������32

#2���(�
 core needle biopsy $
��	
���
���
��

������32#2��� &+������������	����2 ���#	����-
�

�2+"���� 2550 +%� ��-
� �"���� 2551 (*�#� 158 ���

��#	����� benign prostatic tissue 66 ��� benign

prostatic hyperplasia (BPH) 29 ���, Chronic

prostatitis 4 ���, prostatic intraepithelial neoplasia

(PIN) 4 ���, invasive prostatic carcinoma 35 ��� ���

����#
�	���2!���-!
��	��	������
&*����
����#(��2	���2�


�
 20 ��� ��-	
�(�
&����"�����! �-
 ��
��	 1 ��� ��	�2!���-!


��	������
��!���	
���!
� H&E, �� 1 �����	�2!���-!
��	�
��

$�!��
��!
� IHC,�� 11 �����	�2!���-!
���-
�!
���
��-	


�*���!
� IHC (%���	������
�	

��#2�2(4����, �� 3 ���

��	�2!���-!
��	&����+&�"���
��#2�2(4����!�����
�
 4 ���

��	���2!���-!
���� suggestive of  BPH, PIN, carcinoma

��-	
�(�
��  atypical small gland in one core or small
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area ��- 	
�����������#23�
���!
���� single ���

multiplex ��#	�
���!
���� multiplex ��!(*�#�&���)

�2!���-!
  (*�#��2!���-!
  ��2��9�!*���	��_ ��	��!��
��

�!
� ����#����	��!��
��
	��&���)�2!���-!
 �!
�
#	�#23�

single ��
  (�������	 1)

�
'��&�
Prostate gland ���

��!#� cells 2 ��2� �-


luminal epithelial cells ��� basal epithelial cells 11

prostate gland ��-	
����	������������ luminal epithelial

cells (�����	������ malignant cells, architecture

(�����	������� basal epithelial cells (������ 12

��
��#2�2(4�� prostate cancer ���
����#(

���("����32  
�(��	&����+�-������!��	�
���������

����4���  needle biopsy ��	������!�������� 2-3 glands

�� 	&�&��#	�(��������� ����-
 benign mimics $
�

prostate cancer 
�(��!
��#2�2(4����!��	 atypical small

acinar proliferation suspected to be but not

diagnosed as malignant 12 ��
�9���!
����! IHC ��-	


�2&�(�) absence of basal epithelium (����#��(*����

�	
 basal markers ��	��!
��	 ��!�
	 high molecular weight

cytokeratins(CK5,  CK14 , 34BE12 ) 1%	�&��!
�(��2�
��	

�� cytoplasm ��� p63 1% 	�&�(��2��� nucleus 13

sensitivity ��� specificity $
� basal markers (��	��


�� ��� 34BE12 �� sensitivity 40% 14 CK5/6 �� sensitivity

97-100% 14,15 ��� specificity 57% p63 sensitivity 100%

specificity 87% 15

Marker 
�
��2���% 	� �-
 α napthylacyl

coenzyme racemase ( AMRCR , P504 ) 1%	����� enzyme

�� 	  express ����4����� neoplastic glandular

epithelium marker ��!&����+�!
���!���#23� IHC ���

���� positive marker &*���� prostate cancer ��

sensitivity 80-100% $
� prostate cancer ��� 21%

�2�&� weak , focal �� benign glands4

Cocktails &	#���'	���

��!#� AMACR ���

basal markers 1-3 ��2� ��	� AMACR/p63 , AMACR/

p63/34BE12 , AMACR/CK5/CK14/p63 (�

��:%
,�

$
� Molinie et al 15 ��#	� sensitivity  $
� CK5/6 = 56.9%

(*�#�&���) 4 38 31     113 49 49

��2��9 diluted

primary & secondary 8800 7600 6200 22600 9800 9800

antibodies (μl) ��	��!

(*�#��2!���-!
 44 38 31                   113                     49            49

(tissue sections)

�����#����
��
	�� 88 76 62                   226                     98                     98

&���) ( ���� )

�	�	
��� 1 �&��
�������������#23�
���!
� single stain ��� multiplex stain PIN-4

                              Single stain Multiplex stain PIN-4

P504S Cytokeratins     p63   Total PIN-4 Total
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p63 = 86.3%   p63/P504 cocktail = 95.2%   negative

��� positive predictive value ( NPV , PPV ) $
� p63/

P504 cocktail = 96.8% ��� 96.3% ����*��� 1%	���
#	�

CK5/6 ��� p63 ���	�#_ (CK5/6 NPV = 60.4% PPV =

86.2% p63  NPV = 86.2% PPV = 94.8% )

(�
��
����#(������32#2����!#�
���!
�

H&E ����!�	#���	��
�
���2��
�2$
��	
���
���
  (*�#�

��!���� 158  ��� ��#	�(��!
�&	��!
��2�:,���
2�����

;�&��������-	
#2�2(4����-
�-������ ��!��!��
����#(��	

��	�
�+�
�!
�(*�#� 49 ���  (�!
���31) ��	����
��

��#((*�#�  20 ��� (� !
���12.7) �� 	��	&����+

�-������
����#(��	��	�
���!   ��-	
�(�
�2!���-!
��	��!(�



���* core needle biopsy (���!�2!���-!
�!
���
+!�

��
��&�	���#(�!
��2�:,�������!�������� markers ��	

(��!
���! differentiation (%�����'��#	� �2 !���- !
��

��	������
�	

����#(  ��(("���
����#(�!
��2�:,

��!��#23�
���!
�������	�-
 multiplex  stain &*����

��!�!
��2!���-!
�� section ����#��	��!���� markers  1%	�

�*��!��'����	��&*����
�9���	�2!���-!
���!
����(*
��

��!������  
�
��!��	#���!���32����)��������#��
��

��&���)����	���	

��������������#����
�	����


���� 	(�#2�2(4����!���2 	�$% !�����4�����
�9�$
�
��

differentiation lesions $
� prostate glands ��	��
��


��
	���������� ��-	
�����������
��
��:%
,�
-	�

(���#	������ series ��	�� lesion ��	�	�&�&�� ��	��(*�#�

glands �!
� (*�����!
�:%
,��!#� IHC +%��!
��� 49 $
�

cases9

(�

��:%
,���
��#2�2(4��������32#2���

$
��	
���
���
 (*�#� 158 ��� $
�&+������������	�

���2 ��#	�����!�	#�(*�#� 49 ��� (�!
���31) ��	&	��!
�

�2�:,��� IHC ��-	
�*����2����	�!#�
���!
���� IHC

���� multiplex staining &����+�*��!���32����)��!

�#����
��#2�2(4����!�#����#�2 	�$% !� (�

���!
��&��

�#����&���)����	�� marker �-
 CK5, CK14, p63,

P504S ��!�	#� 1 ����!
���+%� 4 &���) #23����	(����-
�����

&���)����#��	��� !� ��!
��� !������#����
�	��
�	��

����(� ���������������������!�	��$%!� ��'��(�
�2!�

��-!
��	������
$
� core needle biopsy 1%	�#23���2���	��
��	

�!
���12.7 �!
�����2!���-!
+%� 6 section (�#� negative

��� positive control) ��	#23����	 ���-
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P53 tumor suppressor gene (P53) ��������	
��
�����������������
������������������� P53 �����������

���������� ����������!	�������"��"��#��$������ �������%��&'$�"� P53 ��� germline mutation *�+"��
���*���

*���!��%��&'���� (polymorphism) �����,��!�� codon 72 �� exon 4 !	
*� P53 �����-.�!��%��&'����!�������������

P53 /��������� 2 0��� 
+" Arginine (Arg, CGC ���� wild type) *�+" Proline (Pro, CCC ���� mutant type) ���!���/� P53

codon 72 polymorphism �� 3 genotypes 
+" Arg/Arg (A/A), Arg/Pro (A/P) ��� Pro/Pro (P/P) genotypes ��������

��������� P53 !���� Arg �����8!	
*��#��$���/�������������� P53 !���� Pro ���%�����9�!���� P/P genotype ���"���

��������"���������
�������"��9������9�!���� A/A genotype �����*�'��� P/P genotype :,��������������!�����:�
0�����������

0��!��%��&'�����"����������
�������"�
�
�/!�/�� ���;,�-���������8'�����
$�%+�"���:
����"�*�
���8���"��9�!����

P/P genotype �"� P53 codon 72 polymorphism 
�
�����!��<9���	���"�9�
�:��*����	���:	��� 850 ��� �������

���:*� A/A, A/P ��� P/P genotypes �"� P53 codon 72 polymorphism ���
0���&� real-time polymerase chain

reaction-SimpleProbe  probe %����
���8���"��9�!���� A/A, A/P ��� P/P genotypes �"� P53 codon 72 polymorphism

:���9����������
�����!���*����
���!�������"��� 23.1, 52.7 ��� 24.2 ����	��� �����
��
���8���"� Arg allele ���

Pro allele �!����� 0.49 ��� 0.51 ����	��� �9�!�����������
��������!���*�������%;0�� 559 ��� ����%;*��� 291 ���

%����
���8���"��9�!���� A/A, A/P ��� P/P genotypes �"� P53 codon 72 polymorphism 
��%;0�� ��
���!�������"���

22.5, 55.5 ��� 22.0 ����	��� �.�!��
��%;*�����
���!�������"��� 24.1, 47.4  ��� 28.5 ����	��� ��+�"�����9���������

�
�����!���*��""����� 2 ��'�� 
+"��'���9�!���9��'*���:	��� 586 ��� ��� ��'���9�!��/���9��'*������!	���
�!����
����������9�

�������	

���������  P53 Codon 72 Polymorphism
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Abstract

:	��� 264 ��� %����
���8���"��9�!���� A/A, A/P ��� P/P genotypes �"� P53 codon 72 polymorphism 
���'���9�!���9�

�'*�����
���!�������"��� 23.2, 53.6 ��� 23.2 ����	���  
��.�!����'���9�!��/���9��'*������!	���
�!����
����������9���
��

�!�������"��� 22.7, 50.8 ��� 26.5 ����	��� ���"�������
���*$��"�9�/��%�
����������"����������	
��!���8���

�"�
���8���"� P53 codon 72 polymorphism ��*�����%;0������%;*��� �����*�����9�!���9��'*�������9�!��/���9��'*������

!	���
�!����
����������9� ���%����
��%;*���������������:%�
���8���"� P/P genotype /���9�����
��%;0�� 
�

!	�"���������/��%�
����������"����������	
��!���8����"�
���8���"� P53 codon 72 polymorphism ��*�����%;

0������%;*���
���'���9�!���9��'*��� ����
���'���9�!��/���9��'*���%����
���8���"� P/P genotype !��%�
��%;*�����
���9�

����
��%;0��"����0���:� �"�:��������:�����;,�-�������%����
���8���"��9�!���� P/P genotype �"� P53 codon 72

polymorphism 
����0���:��*����	�����
���9�����!��%�
����0���:��*�����'��!%H#,��/��:�����;,�-�
����!������ ���

�%;*������:%� variant genotype P/P /���������
��%;0�� ����������;,�-�������
*�
	��,�-� ����I����������

������
�������"�
����0���:��*����	���!���� P/P genotype �"� P53 codon 72 polymorphism �%+�"�����"���� ���


��*���
�������"�������������:,�
��������	������"/� (
��
����������� 2552; 29:53-62.)

Detection of P53 Codon 72 Polymorphism in Lung Cancer High-Risk Subjects in Lampang Province
by Surathat Pongnikorn*, Danai Tiwawech**, Supumas Laingoen*, Duriya Fongmoon* and Wichit  Suwan*

* Lampang Cancer Center, Division of Medical Services, Ministry of Public Health, Lampang Province 52000

**Research  Division,  National  Cancer  Institute, Division of Medical Services, Ministry of Public Health,

Bangkok 10400

The P53 tumor suppressor gene (P53) encodes for P53 protein to inhibit cell proliferation and

induceapoptosis of cancer cell.  P53 is one of the most commonly mutated genes (somatic mutation) in all

types of human cancer. Actually, the P53 exhibits germ-line mutation or polymorphism at the codon 72 on the

4th exon,
 
which produces 2 different proteins (variants) with an arginine

 
amino acid (Arg, CGC: wild type) or

proline amino acid (Pro, CCC: mutant type). In general, there are 3 genotypes of the P53 codon 72 polymorphism:

Arg/Arg (A/A), Arg/Pro (A/P) and Pro/Pro (P/P) genotypes. It has been reported that P53 variant with an Arg

induced cell death more effectively than those with the Pro.  Individuals with P/P genotype have been reported

to be at higher risk for
 
lung cancer compared to those with A/A genotype. It is suggested that P/P genotype of

the P53 codon 72 polymorphism is the risk genotype. Therefore, it may be used as a genetic risk marker for

lung cancer in Thai population. The purpose of the present study is to detect the frequency of individuals with

P/P genotype of the P53 codon 72 polymorphism in 850 healthy subjects in Lampang province by detecting A/

A, A/P and P/P genotypes of the P53 codon 72 polymorphism using the Real-Time Polymerase Chain Reaction-

Simple Probe Probe assay. The frequencies of individuals with A/A, A/P and P/P genotypes of the P53 codon

72 polymorphism were 23.1% (196/850), 52.7% (448/580) and 24.2% (206/850), respectively. The allele

frequencies of Arg and Pro were 0.49 and 0.51, respectively. Among all subjects, there were 559 males and

291 females. The frequencies of A/A, A/P and P/P genotypes of the P53 codon 72 polymorphism in males

were 22.5% (126/559), 55.5% (310/559) and 22.0% (123/559), respectively, whereas in females were 24.1%

(70/291), 47.4% (138/291) and 28.5% (83/291), respectively. When all subjects were divided into 2 groups of

586 smokers and 264 non smokers with the occupational high-risk,  the frequencies of A/A, A/P and P/P

genotypes of the P53 codon 72 polymorphism in smokers were 23.2% (136/586), 53.6% (314/586) and 23.2%

(136/586), whereas in non smokers, but with the occupational high-risk, there were 22.7% (60/264), 50.8%

(134/264) and 26.5% (70/264), respectively. Among all subjects, there were no significant differences of the
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�
���(�������"	��(����� -�������	������������$����,!�*��	
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�&&�"
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�&&�"����"	����
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�����	
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��(� '(�
�������	����0���� ��� �+����06 ������0���� �


����0���"�������������� 1000 )��� '(�
�����

50 )�������
�������������	 �)�� ���+��*�>���� '(����

polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)7-10 '*����

��������	 (carcinogens) ������
�&��"!����!
 pro-

carcinogens >/ �	&��
��*��	,!����*� ����" phase I

frequency of P53 codon 72 polymorphisms between males and females and between smokers and non-

smokers who work in the high-risk factory. However, females seem to have a higher frequency of P/P

genotype than males. In addition, no significant difference of the frequency of P53 codon 72 polymorphisms

was observed between males and females in smokers group. On the other hand, there were significant

differences of the frequency of P53 codon 72 polymorphisms between males and females in the non-smoker

group who work in the high-risk factory and females had higher frequency of P/P genotype than males. The

results of this study showed that the frequency of individuals with P/P genotype of the P53 codon 72 polymorphism

in healthy subjects in Lampang province was higher than in Bangkok from the previous study and females had

tendency to have higher frequency of P/P genotype than males. Further study on the intensive follow-up,

counseling and surveillance in these P/P genotype carriers for prevention and early detection of lung cancer is

needed. (Thai Cancer J 2009;29: 53-62.)
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enzymes [cytochrome 450 super gene family]
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'00 somatic mutation -0+���������	���)���18-22 '(�
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 P53 codon 72 0� exon 4  &������
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genotype ���<!���&�"+��#/�$� genotypes ��	�(�����

��+�"��"�)��!
'00 case-control study -0��� P53

codon 72 polymorphism ��"�L-�� genotype )���

P/P ���������-���3��0��������"	�����������������	


�� ("�	+��*�-��-3<(�����&�") ��	����&/	*��	����*�%�����

���*��&�� variant genotype )��� P/P ��	 P53 codon

72 polymorphism ������&������,�����)�
���")�3��

���*��&����������"	���&��
����������	����
�*�����"!�

���?�-'��(������@�������0<!�
��"��������	+�� �)�� <!�

�����
����*�����!00����� '(�<!������	�����������������"	�!	

�)����	������		��<(�*���@��	
�������<��>�����

&������!(�����&�">/ �	-0������+��� �0������

�����	���+��*�>���� '(���� PAHs ������0����� '(�

�(-�$ ��&�
��
�&&�"�����������
�������������������	


������32,33 '(���+�"����-M*���������"	�����+����0

�����������	��(������������	�!	 ���&�����"�	-0��� P53

codon 72 polymorphism ��0�0������"����	��0�������

��������	
������+�"���"�)����� ��	����&/	�)@��������

#/�$��-@��*��&�����(�������"	��	�����	
����"���

*��&�� variant genotype )��� P/P ��	 P53 codon 72

polymorphism �������������
��� '(���@��	&����


����#+�""�	+��������!(���#/�$���� �"���0��@ ��	��	

�(��� L��������#/�$�������,����	 P53 codon 72

polymorphism ���+������"	�����&��
������!(�0@��	*��

�-@����+
�)������*��*�������<!�
��"�����	
����"�

�����'�����(���<!��������������"	�!	 -�������	����������

�!������
��	���*���	&��
�&&�"����"	'(������������

��(�	��"�-@������	?!��*������ ���*��*����	*���-@��

*��&����������	
����"������'�� '(����*��*����	

*���-@ ��������$������"���������	�� ��0����
�����

��	���)�	���'00��0�	&�������&��
���("���3�������


������������*���������'(���*�����*�"&�����

�����	
����
��)���+�"(�(	+��

��/�	���*��&��  P53 codon 72 polymorphism

���"����  polymerase chain reaction-restriction

fragment length polymorphism (PCR-RFLP)  ����)����

��"����+
��
�&&�0��+����������&��)������*��&������	

*���"��	�����&���������'*�(�����	+�� ��@��	&���
���������

�)���(���� (������� 16 )�����	) '(�*��	����"	��0���
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�� ������   57 P53 codon 72 polymorphism �������	�	
��
���������
��������

+����0�����������	��������	���*��& ��	�������#/�$�

����	������<!���&�"&/	+��-�S������ Real-Time Polymerase

Chain Reaction-SimpleProbe Probe (R-PCR-SP)  >/�	

�
����������)���(����" (
����� 2 )�����	) '(�+��*��	����"	

��0���+��� �0�����������	�/ �����)��
����� �	'���-@ ��

��'������  PCR-RFLP  ��"����*,�
���	�3�-@��*��&��

����,����	<!������  P/P genotype ��	 P53 codon 72

polymorphism   ��
��)����(�������"	��	�����	
�����

��?!��(�����"!���&�	����(�
�	

               �����)���#+����
������(�,��&�����&
��������������������

���0����!(��"������?�$�3 
����*�  ���#/�$�

����&�0
��"   ����!00�����   ����@������  ��)�-  �?�-

'��(�����	�����	��  ?����(-�$'(��@��C  &��<!�����

�������	�����&�"��&�	����(�
�	  ��"<!�)��"�����&�"���

<������W/��0��   &�����������&�"&��������?�$�3>�����"

(� 5 ��	�(���*���"��	���	����-@������0����,!�*��	

��	����!(

������(����������-������&
��������������������
�&���(@����	<!������������	�����&�"��&�	����

(�
�	 >/ �	�
��<! �����0���*��&���	��"���#!�"3�����	

&�	����(�
�	'(�+��-0��������	&����  850  ��"C (�

7 ��((�(�*� �����  EDTA tube (EDTA blood 7 ml)  &��

����
���'"������(@����������������  2500 rpm  ���  20

���� '(�����0�����(@��������+�����	���+����� -40o> &�����

&���+
�)�

������� DNA ���������-�����
�)����"������&�!
 QuickGene DNA whole blood

kit S '(����@ ��	  QuickGene-810  (FUJIFILM

Corporation, Japan) ����  DNA  &�������(@��������

�(���	����&�" �,�0�������	'��	)�*���"������*����	��� �@�

��� protease 30     l, buffy coat 50 μl, phosphate buffer

saline 150 μl '(� lysis buffer 250 μl *��(���0 (	��

sterile micro tube  1.5 ml  '(�<���������������"  vortex

mixer &�������� sterile micro tube +
+����*!��0���

����?!�� 560> ��� 3 ���� ��@��0������&'(����� 100%

ethanol 250 μl '(�<������������ �!�������	��������

filter column ����"!�?�"�����@��	 nucleic acid isolation

system QuickGene-810  (�
�����@��	 Automate) ���


����� 8 ���� > / �	&��������0����� binding

process (pressurization), washing process '(�

elution process  �/��?�"�����@��	  QuickGene-810  *��

�
�'������+��*��	+�� '(���������&�+�� DNA >/�	�"!����!
��	

���(�(�"����  collecting tubes  *��&��������  DNA

���+�����0+����*!�')�'��	�������?!�� -40o> &�����&���+
�)�

��������� P53 codon 72 polymorphism .���#+�
R-PCR-SP

�����*��&���"���� R-PCR-SP �)�  forward

primer 5`-GATGCTGTCCCCGGACGA-3`, reverse

primer 5`-AGGGGCCGCCGGTGTAG-3` '(�

SimpleProbe  probe 5`-TCCCCCCGTXIICCCCTG

CACC P-3` (TIB MOLBIOL,  Germany)  '(��)����@��	

LightCycler   model 1.5  '(����"������&�!
  The

LightCycler  FastStart DNA HybProbe (Roche,

Germany) �
�� master mix

�� PCR reaction mixture 20 μl [double

distilled water 13.1 μl + master mix 2.0 μl + MgCl
2

1.0 μl + 20 pmole forward primer 1.0 μl + 20 pmole

reverse primer 0.7 μl + SimpleProbe probe 0.2 μl +

DNA template 2.0 μl]  >/�	�"!����(��  capillary  �����

���@��	  LightCycler   model 1.5  ���*��	�
�'���+����	���

pre-incubate  ��� 950> ��� 10 ����,  R-PCR &����  40

��0 �-@���-���&����  DNA  ��� 95o> ��� 10 ������, 61o>

15 ������ '(� 72o> ��� 6 ������, �� melting curve   ���

95o> ��� 0 ������  [ramp rate =20.0], 40o> 30 ������

[ramp rate=20.0]  '(� 80o> ��� 0 ������ [ramp

rate=0.15]  <(���+��&��  R-PCR-SP  &�'��	�������

(��$����	  melting peak  ���������?!��*��	C��	���

melting peak  ���������?!�� 55o> �����0 A/A genotype,

61o> �����0 P/P genotype '(� 55+61o> �����0 A/P

®

μ

®

®

®
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genotype ������� R-PCR-SP �������	�)�  double

distilled water  �
��  negative control  >/�	*��&+��-0

melting peak ��C ���<!���&�"+������0<(���*��&��

P53 codon 72 polymorphism ���+��&������ PCR-RFLP

'(� R-PCR-SP ��	*���"��	&���� 30 *���"��	 -0���

���<(���@����� (�!
��� 1, 1a '(�1b)

����#�0���������1#�#
�����#/�$���� �)� Chi-square test ��������3

����!(��	�,�*� �-@���
��"0���"0����'*�*��	��	����

,����	 A/A, A/P '(� P/P genotypes ��	 P53 codon 72

polymorphism ������	�-#)�"��0�-#�
�	&��

*���"��	���	��� '(�������	�(�����	<!������-M*��������

�!00�������0�(�����	<!������-M*�����+���!00�����'*�����(@��

�L-��<!������	�����������������"	�!	 (��		��<(�*���@��	


�������<��>�����) ������	������	�-#)�"��0�-#�
�	

���(�����	<!��� ��!00����� '(��(�����	<!��� �+���!00�����'*�

��	�����������������"	�!	 '(��������� P ��� 0.05 �
��

�����"����
��	�,�*�

3�����4�"�
<!������������	���������	�������"�������	 20-93


� 
����0���" 2 �(�����	����@� <!������
����*��!00�����&����

586 ��" '(�<!����+����
����*��!00�����'*���	�������������

����"	�!	��	��������	
�� (��	������		��<(�*���@��	


�������<��>�����) 264 ��"

�����0<(��	���*��&�� P53 codon 72

polymorphism ���"���� R-PCR-SP +��'��	+�����!
��� 1b

��"-0���*���"��	 genomic DNA ��	<!������ A/A, A/P '(�

P/P genotype '��	�����	 melting peak �������?!��

55o>, 55+61o> '(�61o> *��(���0 ���� double

distilled water ��@� negative control +��-0 melting

peak ���&�����"�	-0���<(���*��&�� P53 codon 72

polymorphism ���"���� R-PCR-SP '(� PCR-RFLP &��

*���"��	&���� 30 *���"��	 ���<(*�	��� ��	'��	+����

�!
��� 1

 <(���*��&�� P53 codon 72 polymorphism

����
�*����?!��(�����"!���&�	����(�
�	&���� 850

��" ���"���� R-PCR-SP +��'��	+����*���	��� 1 -0���

����,����	<!������ A/A, A/P '(� P/P genotype ��	 P53

a

b

������ 1  <(���*��&�� A/A, A/P '(� P/P genotype ��	 P53 codon 72 polymorphism ���"���� PCR-RFLP (a) '(�
R-PCR-SP (b) -0������	��	�������<(���@����� *���"��	����
�� A/A genotype ������ PCR-RFLP >/�	�� 2 DNA-
band (78 '(�125 bp) &��� melting peak ��� 55o> ������ PCR-RFLP, *���"��	����
�� A/P genotype ������PCR-
RFLP >/�	�� 3 DNA-band (78, 125 '(� 203 bp) &��� melting peak ��� 55+61o> ������ R-PCR-SP '(�*���"��	
����
�� P/P genotype ������ PCR-RFLP >/�	�� 1 DNA-band (203 bp) &��� melting peak ��� 61o>  ������ PCR-
RFLP *��(���0 ���� negative control +��-0 DNA-band ������ PCR-RFLP '(�+��-0 melting peak ������ R-
PCR-SP.
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�� ������   59 P53 codon 72 polymorphism �������	�	
��
���������
��������

codon 72 polymorphism �����������0���"(� 23.1 (196/

850 ��"), 52.7 (448/580 ��") '(� 24.2 (206/850 ��")

*��(���0 '(�-0����������,����	 Arg allele '(� Pro

allele ����
�*����?!��(�����"!���&�	����(�
�	���������

��0 0.49 '(� 0.51 *��(���0 >/�	����(��	��0 Hardy-

Weinberg equilibrium model

��&����<!������������	������	��� 850 ��"


����0���"�-#)�" 559 ��" '(��-#�
�	 291 ��"

-0�����"���+��-0����'*�*��	��	����,����	 P53

codon 72 polymorphism ������	�-#)�"��0�-#�
�	

�"��	����"����
��	�,�*� (P = 0.053) '���������,����	

<!������ P/P genotype ���-#�
�	 (���"(� 28.5) ������!	

�������-#)�" (���"(� 22.0) ��@��'0�	<!������������	���

���	�������
�� 2 �(��� �@��(���<!�����!00�����&���� 586

��" '(��(���<!����+���!00�����'*���	�����������������"	�!	

&���� 264 ��"-0�����"�������,����	 P53 codon

72 polymorphism ������	�(���<!��!00�������0�(���+���!0

0�����'*���	�����������������"	�!	+��������'*�*��	���

�"��	����"����
��	�,�*� (P = 0.57) �����0���(���<!����

�!00�����&���� 586 ��" 
����0���"�-#)�" 488 ��"

'(��-#�
�	 98 ��" -0�����"�������,����	 P53

codon 72 polymorphism ������	�-#)�"��0�-#�
�	

+��������'*�*��	����"��	����"����
��	�,�*� (P =

0.42) �)����� �������(���<!����+���!00�����'*���	���������

��������"	�!	&���� 264 ��" 
����0���"�-#)�" 71

��" '(��-#�
�	 193 ��" -0����-#�
�	������,����	

P/P genotype �!	�������-#)�" (���"(� 30.5 '(� 15.5

*��(���0) �"��	����"����
��	�,�*� (P = 0.042)

(*���	��� 1)

�#���'�)������
���#/�$��� ���0�
����� �	'���� �'��	����������

�����,*��&-0 A/A, A/P '(� P/P genotype ��	 P53

codon 72 polymorphism &�� genomic DNA �������

��&�������(@��������"���� R-PCR-SP +���"��	�����

������� '(�
(��?�"���� ���� PCR-RFLP '00���	����

   �������	
���
                   ���	�                P53 genotypes  ���	� (��
���)                 Allele frequency

��	
���
     A/A                A/P               P/P              Arg       Pro

<!��������	���    850 196 (23.1)         448 (52.7)        206 (24.2)          0.49  0.51

)�"    559 126 (22.5)         310 (55.5)        123 (22.0)

�
�	    291   70 (24.1)         138 (47.4)          83 (28.5)

<!�����!00�����    586 136 (23.2)         314 (53.6)        136 (23.2)

)�"    488 109 (22.3)         267 (54.7)        112 (23.0)

�
�	      98    27(27.6)            47 (48.0)          24 (24.4)

<!����+���!00�����'*�    264   60 (22.7)         134 (50.8)          70 (26.5)

��	�����������������"	�!	

)�"      71   17 (23.9)            43 (60.6)          11 (15.5)

�
�	    193   43 (22.3)            91 (47.2)          59 (30.5)*

*, P=0.042, A/A = Arginine/Arginine genotype, P/P = Proline/Proline genotype, A/P = Arginine/Proline

genotype, Arg =  Arginine allele,  Pro = Proline allele.

�	�	
��� 1. ����,����	 P53 genotypes '(� P53 allele ����
�*������?!��(�����"!���&�	����(�
�	



60   ���������
�����                                                                                           ����� 29 ������� 2 ������ - �
������ 2552

��"���<(�����*��&������@����� ���<!���&�"�)@��������

*��&�� P53 codon 72 polymorphism ���"���� R-PCR-

SP ������&���
���")�3����	�(���� '(���"��)��
�����@��	

�@������*��&������	��<!�����
���(�������"	��	�����	


�� '(���������	�@��C *��+
+��

&��<(���*��&�� P53 codon 72 polymor-

phism ����
�*����?!��(�����"!���&�	����(�
�	&����

850 ��" ���"���� R-PCR-SP -0�������,����	<!������ A/A,

A/P '(� P/P genotypes �����������0���"(� 23.1 (196/

850 ��"),  52.7 (448/580 ��")  '(� 24.2 (206/850

��") *��(���0 >/�	-0���������'*�*��	��0����
�*����

?!��(�����"!���&�	�������	��-� (A/A, A/P '(� P/P

genotypes �����������0���"(� 33.8, 47.3 '(�18.9 *��

(���0)34�"��	����"����
��	�,�*� (P=0.017) ����'*�

*��	��	����,�����-0������	��
�*���&�	����(�
�	��0

��&�	�������	��-���� ��&����&��*���"��	��	��
�*����

?!��(�����"!���&�	�������	��-������������(���(�"

��	
��)���������� ��@��	&�������"��",���%����	


��)�����&������?!��?��*��	C ��	
����#�������"!�

������ ����
��)�����&�	����(�
�	����
��)������	

����
 ������� ��	, � ��> / � 	� ������(���(�"��	


��)������"��� ����"	����� P53 codon 72 poly-

morphism  ������'*�*��	�����'*�(��)@ ��)�*���	

���$"3 ��"-0�������,����	 Arg allele &�-0+������)��

��
��)�������"!����	+�(&��0���������#!�"3�!*�35 '(�

-0���'���
��)�� Cau-casians ���"���'*��"! ���(�


����#��������,����	 Pro allele *��	���18,27 ��	������

���#/�$���	������0�����"�'(���0�����"����(��(

�������(@��*���"��	������)@��)�*���(����"	������������

&/	�
����@��	�������������
���'(����������������

����	�
���"��	"��	���������(@��*���"��	������)@��)�*�'*�

*��	���+
�)������#/�$����"���� �-���&������<(��	

���#/�$������(����(@���+��

&��<(���#/�$����-0�������!00�����+����<(*��

���*��&-0����,� ���	 P53 codon 72 polymor-

phism '(���@��'"�#/�$�������	�-#���(���<!��!0'(�

+���!00�����-0������(���<!��!00�����+��������'*�*��	���

��	 genotype ��	�(�����������	�-#)�"'(��
�	 '*�

���(���<!�+���!00�����>/�	��	�����������������"	�!	-0���

�-#�
�	�� genotype )��� P/P �!	�����-#)�"  >/�	<(���

+��������&��
������!(�0@��	*���-@����+
*��*�������<!�
��"

�����	
����"������'��*��+


���#/�$�'00*����@��	�-@��*��*�������
�/�$�

'(��W������	���������������	
����
��)���&�	����

(�
�	�� ��� P/P genotype ��	 P53 codon72 poly-

morphism �-@�����
��	��� '(�����������	
����"�

�����'��&/	�����������������*��+


                    �#��#����������
���	�����&�"���+����0������0����	0
�����

&��������'-�"3 ������	��������� 
��&�
�
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P53 tumor suppressor gene (P53) ��������	
���
��������
����������������
����� P53 �����������������
���	�!"�#�	�����������$���%""&������ ��������	���	���"���"������'�*����� (polymorphism) ��� codon
72 
� exon 4 $�� P53 ��+�����,�&!��"�����"'�,-�����'�*�����$�� P53 ��������'�.�� 3 #��� (genotypes) ���
Arginine/Arginine (Arg/Arg), Arginine/Proline (Arg/Pro) !"� Proline/Proline (Pro/Pro) !"��
	��16������ Pro/Pro
$�� P53 codon 72 polymorphism ��
��������������������
�����������  ��������'���	�!"�
����"'���6��6�
�	��16������ Arg/Arg  +������	��� P53 codon 72 polymorphism ��	�	�*� polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) �'��.������������+#����������	��'���������'
�'	��������	����
.�������������$'�����%'
%���������� +#��	"���� !"������������������'�1'��'
������������+�$-���	� �'���
'�
��������	�������	�!

+�����	�	�*� real-time polymerase chain reaction-SimpleProbe probe (R-PCR-SP) ����
	�*����������'
�����	��'��������	���"���"������'�*�����������'	��������	����.��
��.��������� �	����	
!"�.�������������������'�1'��'
������������ 	'�9�������&$�����:;�,���'������������	��� P53 codon 72
polymorphism +�16���	����������
��+#�	�*� R-PCR-SP !"������
����
1"���.���'
1"�����	���	�	�*� PCR-RFLP
+����:;�,�+#� DNA �����'���� peripheral blood leukocyte $��16���	�������������	� 70 ��� �������	��� P53
codon 72 polymorphism ��	�	�*� R-PCR-SP !"�	�*� PCR-RFLP 1"���:;�,��
	�������	��� P53 codon 72
polymorphism ��	�	�*� R-PCR-SP +��1"����"����'
1"���.�����	�*� PCR-RFLP (κ = 1.0, 95%CI=1.0-1.0) ���+��
1"����'������� 
���
 genotype #��� Arg/Arg ���	� 12 ��� Arg/Pro ���	� 41 ��� !"� Pro/Pro ���	� 17
��� ����������'��
	��+������	��� P53 codon 72 polymorphism ��	�	�*� R-PCR-SP �'����.���	����	  !"���
�	���"��E'�����	��	�*� PCR-RFLP �����	� 1"������:;�,���'�����!���	��	�*� R-PCR-SP %;��+#� SimpleProbe
probe �����	����	�������& melting curve �����9+#���	��� P53 codon 72 polymorphism +�16���	����������
.��!"�	�*������	�!

+������+��1"�����	�����"����'
	�*� PCR-RFLP ����������� �'��'���;�����.��	��	�*� R-PCR-
SP �������.�+#�+������	��'������� P53 codon 72 polymorphism $��16���������"�������������������
��������
���+���.��.�� (����������	
��� 2552; 29:63-71.)
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Detection of P53 Codon 72 Polymorphism in Lung Cancer Patients by Real Time Polymerase

Chain Reaction - SimpleProbe Probe Aassay
by Danai Tiwawech*, Suratat Pongnikorn**,  Adisak Sornprom***, Anant Karalak

+

 and Takafumi  Ishida
++

*Research Division, ***Surgery Division, 
+

Pathology Divisions, National Cancer Institute, Department of

Medical Services, Ministry of Public Health,  Bangkok 10400  ** Lampang Province  Cancer  Center,

Division of Medical Services, Ministry of Public Health, Lampang Province 52000 
++

Unit of Human

Biology  and  Genetics, Department of Biological Sciences, School of Science, University of Tokyo,

Tokyo, Japan.

The P53 tumor suppressor gene (P53) is a key gene involved in cancer control by producing P53

protein to inhibit proliferation and enhance apoptosis of cancer cells.  It has been reported that the polymorphism

at the codon 72 on the exon 4 of P53 resulted in 3 different genotypes of the P53: Arginine/Arginine (Arg/Arg),

Arginine/Proline (Arg/Pro) and Proline/Proline (Pro/Pro) genotypes, and found that individual with Pro/Pro of

P53 codon 72 polymorphism had a higher risk for lung, bladder and nasopharyngeal cancers than those with

Arg/Arg. Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) assay used to

detect P53 codon 72 polymorphism is not suitable for a mass screening since it is complicated, time-

consuming and at risk for carcinogen exposure. Recently, real-time polymerase chain reaction-SimpleProbe

probe (R-PCR-SP) assay has been suggested to be suitable for a mass screening of various genetic

polymorphisms with a faster and safer way. The aim of this study is to detect P53 codon 72 polymorphism in

Thai patients with lung cancer by the R-PCR-SP assay using SimpleProbe probe and melting curve analysis

and the PCR-RFLP assay. The findings from these two methods were then comparable. Seventy DNA

samples from peripheral blood leukocyte of lung cancer cases were recruited in this study. The results of P53

codon 72 polymorphism detected by the R-PCR-SP and the PCR-RFLP assays were completely accordant

(κ= 1.0, 95%CI = 1.0-1.0). The findings demonstrated 12 individuals with Arg/Arg, 41 cases with Arg/Pro and

17 cases with Pro/Pro. In addition, we found that the R-PCR-SP assay was a faster and safer method for

detection of P53 codon 72 polymorphism than the PCR-RFLP assay. Results of the present study suggest

that the R-PCR-SP assay with SimpleProbe probe and melting curve analysis may be a useful screening tool

for detection of P53 codon 72 polymorphism in the high risk group of  lung cancer in Thais.(Thai Cancer J

2009;29:63-71.)
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� �
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��)7 �	!�� real-time polymerase chain reaction-

SimpleProbe probe assay (R-PCR-SP) ����!&@���������

��������!�
�
��	�����!���)� �������@*������ ��	�


!���"������	�����&
��
������>?������!	�������!����

�
��
�����* ������!
���! '(������	��"������	����
����

"����	������
13-18 '���������������������!&@� R-PCR-SP

������*��,�)��������!��� P53 codon 72 polymor-

phism ���(*��5#���!��������	
 
����������?�$�
��������?�

��!��B*���"�
,��7�	��!��� P53 codon 72 polymor-

phism ��5#���!��������	
�
�!&@� R-PCR-SP >? ���)�

SimpleProbe probe ���
�!����!&�
����, melting

curve '(�!&@� PCR-RFLP '(�!�����������5(����
����

���� 2 !&@�

             ���	�)%���
����
������'�����������	�%,�	.��

�����(7	
0	�5#���!��������	
�������������!�

'(����$���"B����������'���)��&���!� 70 ���E (�

7 �&((&(&���"��� EDTA tube (EDTA blood 7 ml)  ���

��������'�����
�(7	
0�!���
!�����! 2500 rpm  ��� 20

����'(��������
�(7	
0�!����
�������
�!����-40o> ���!��

�������)�

������	 DNA
�����
�(7	
0�!0	�5# ���!��������	
�*����

��"��
 DNA 
�!������"������#�  QuickGene DNA

whole blood kit S '(��)��
�7�	�"��
�*�� QuickGene-

810 (FUJIFILM Corporation, Japan) �
��W&���&���


�'������������)*
�����  DNA  ���"��
�
���
!���0��

0��������� 40 ng/ml  ��������� DNA ���"��
�
��������!�

���#�')�'0�����	*+�Y#�&-40o> ���!���������)�

���������  P53  codon 72 polymorphism 	
��
��
�  PCR-RFLP

�����!�
�!�!&@� PCR-RFLP �)� primer 5ZCCC

GGA CGA TAT TGA ACA-3Z '(� 5Z-AGA AGC CCA

GAC GGA AAC-3Z ��7�	��&�����!�0	� P53 exon 4 �
�


!��"�
����� 
�!����*�������?�$�'(���[��!&@����

��!�����!���)��������@*��������	�
!���"������	���

��&
��
�������	
 (genetic risk marker for lung

cancer) ��7�	�)�)�!�
����5#������(���"������	�������������

�	
'(�)�!�!&�&�\����
�������	
����
�����'��������&��

'����5#���������(*���"�����������������$���
�������	


�����"&�@&Y��'(����"&�@&5(
��&��0?��

P53 tumor suppressor gene (P53) ������������


!��"�
��'(����"��������7�	���� P53 >?��	�#���

chromosome 17p13 �� �"����B
!�
*������&
��


�������
� �
����!�� P53 (Wild type) �����������"����

������ P53 ����������'�����!0	��>((,��������������&��

���!����0?��'(�����*������>((,��������(����!�	�

0?�� ������*�����������!�� codon 72 polymorphism ��

exon 4 0	� P53 �������&
���"���������� P53 ���'��

������� 2 )�&

7	��  arginine (Arg, CGC) ��7	 proline

(Pro, CCC)  '(��������*$�,'��(�
���  genotype 0	�

P53 '����������
� 3 )�&
 
7	  Arginine/Arginine  (Arg/

Arg), Arginine/Proline (Arg/Pro) '(� Proline/Proline

(Pro/Pro) genotype
4-8

  ������������5�����������?�$�

��!��5#������  genotype  )�&
  Pro/Pro  �����	��"�"����

��	���������
�������	

9, 10

, ���������""�!�
11

 '(�

�����(����#�
12

"#��!��5#������ genotype  )�&
 Arg/Arg 
��

�� �������!��� Pro/Pro 0	� P53  codon 72

polymorphism �?�������������)�,�����
����5#������
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�����!���  P53 codon 72 polymorphism 
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polymerase chain reaction-restriction fragment

length polymorphism (PCR-RFLP) ����)����	�#��
&�����

��������������)��������!�
�
��	���!	������������!�

����
������!������!&@������
!��>��>�	��*����� �)��!(�

��� '(��"������	����
����"����	�����������!������

��	� DNA  ��  gel  ���5�������� gel electrophoresis

��7�	��!���'B�  DNA  0	� PCR  '(� RFLP  product
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�� PCR reaction mixture 50 μl [double distilled water

32.8 μl + PCR buffer 5 μl + 25 mM MgCl
2
 4 μl + 2 mM

dNTP 5 μl  + 20 pmole of each primer 1 μl + 5 U/ μl

Taq DNA polymerase 0.2 Unit + DNA template 1 μl]

�� incubate ��� 950> ��� 9 ���� ��	������ PCR  ���

�� ���������& �����!� DNA �
������ PCR ���

���'���
����	����� 940> ��� 1 ����, 630> 1 ���� '(�

720> ��� 1 ���� �������!� 40 �	�'(�!���
�!� 72 0>

��� 4 ����  PCR  product ����
�����0��
 203 base

pair (bp) ��7�	 run electrophoresis �� 2.5% agarose

gel '(���	�
�!� ethidium bromide ������� PCR

�*�
�����)� double distilled water ���� negative control

���������  PCR product ����
����� RFLP  �
���	�
�!�

BstU1 enzyme (enzyme ����
 DNA �\�����&�!+�����

sequence ���� CGC) ���	*+�Y#�& 370> ��� 10 )��!���

�����"*
���
� DNA product ����������� Arg/Arg ��0��


125 '(� 78 bp "�!� Pro/Pro �����B#� enzyme ��
�����

�
� DNA product  ��0��
 203 bp �����
&� "����� Arg/

Pro  ���� PCR product ��B#� enzyme ��
��� DNA �"���


�"����?��>?������ CGC ������
� DNA product ���������0��


203,125 '(� 78 bp (�#���� 1)

��������� P53 codon 72 polymorphism
	
����
� R-PCR-SP
      �����!�
�!�!&@�  R-PCR-SP  �)�  forward primer

5Z-GATGCTGTCCCCGGACGA-3Z,reverse primer5Z-

AGGGGCCGCCGGTGTAG-3Z,SimpleProbe probe

5Z--TCCCCCCGT XI ICCCCTGCACC P-3Z (TIB

MOLBIOL, Germany) '(������ master mix "������#�

The LightCycler  FastStart  DNA  HybProbe  (Roche,

Germany) "������
�7 �	��� ��)���!�
7	 LightCycler

model 1.5  (Roche,Germany)

�� PCR reaction mixture 20 μl [double

distilled water 13.1 μl + master mix 2.0 μl + 25 mM

MgCl
2
 1.0 μl + 20 pmole forward primer 1.0 μl + 20

pmole reverse primer 0.7 μl + SimpleProbe probe

0.2 μl + DNA template 2.0 μl]  >?��	�#����(	
  capillary

�"����
�7�	�  LightCycler  model 1.5  '(���&�����!�

'"
�5(�����!��� P53 codon 72 polymorphism 
�!�!&@� PCR-RFLP ��5#���!� 7 ��� (�(0 1-7) �(��

�������� PCR ���
� PCR product 0��
 203bp ���7	�����*������ agarose gel (2.5%) electrophoresis

'(���	�
�!� ethidium bromide (A) '����7�	�� PCR product ����
����� RFLP �
������	�
�!� BstU1

restriction enzyme  ���	*+�Y#�& 370> ��� 10 )��!��� ���
� DNA product ���� 3 )�&
 
7	 0��
 125 '(� 78

bp (Arg/Arg ������ 2), 203 bp (Pro/Pro ������ 3 '(� 7)  '(� 203, 125  '(�  78  bp  (Arg/Pro ������ 1, 4,

5 '(�6) (B)  �������   PCR   �*�
�����)�   double distilled water (DW) ���� negative control, M=DNA size

marker

������ 1

®

®

®

®

A

B
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DNA �����	����������'���
����	�����
7	 �� pre-

incubate  ��� 950> ��� 10 ���� ���
�!������  R-PCR

���!� 40 �	� ��� 95o> ��� !&����, 61o> 15 !&���� '(�

72o> ��� 6 !&���� '(���  melting curve  ��� 95o> ���

0 !&���� [ramp rate =20.0], 40o> 30 !&���� [ramp

rate=20.0]  '(� 80o> ��� 0 !&���� [ramp rate=0.15]

5(����
���������!�
�!�!&@� R-PCR-SP  ��'"
�����

melting curve  �����	*+�Y#�&������� 3 )�&
 
7	 ��  melting

'"
�
!��"	

(�	����!���5(0	������!��� P53 codon 72 polymorphism 
�!�!&@� R-PCR-SP '(�
PCR-RFLP 5#�������� Arg/Arg >?���� melting point ��� 55o> ��!&@� R-PCR-SP ��!���'B� DNA 2 'B� 0	�
Arg/Arg (78 '(�125 bp) ��!&@� PCR-RFLP "�!�5#�������� Arg/Pro >?���� melting point ��� 55 '(� 61o> ��!&@�
R-PCR-SP ��!���'B� DNA 3 'B�0	� Arg/Pro (78, 125 '(� 203 bp) ��!&@� PCR-RFLP "�����5#��������
Pro/Pro >?���� melting point ��� 61o> ��!&@� R-PCR-SP ��!���'B� DNA 1 'B�0	� Pro/Pro (203 bp) ��!&@�
PCR-RFLP

������ 2

'"
�5(�����!��� P53 codon 72 polymorphism 
�!�!&@� R-PCR-SP 5(����
��� melting curves 3 )�&


7	)�&
����� melting point ���	*+�Y#�& 55o> (Arg/Arg),55 '(�61o> (Arg/Pro) '(�61o> (Pro/Pro) �����
��!�
�!�!&@� R-PCR-SP ������� positive controls ������� Arg/Arg,  Arg/Pro,  Pro/Pro '(� negative control
(double distilled water) ��!�
�!��*�
����

������ 3

+

Negative control
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point  �����	*+�Y#�& 55o>, 55o>, '(� 61o> '(� 61o> ���

(�
�� �
���!�� melting curve  )�&
�����  melting point

���	*+�Y#�& 55 o> ���5(������ Arg/Arg (��!���'B�

DNA 2  'B���� 125 '(� 78 bp)  ��!&@�  PCR-RFLP  "�!�

melting curve  )�&
����� melting point ���	*+�Y#�& 55 '(�

61 o>  ���5(������ Arg/Pro (��!���'B�  DNA 3 'B�

��� 203, 125 '(� 78 bp) ��!&@� PCR-RELP "�����

melting curve )�&
����� melting point ���	*+�Y#�& 61 o>

���5(������   Pro/Pro  (��!���'B�  DNA 1 'B����203

bp)��!&@�  PCR-RFLP  (�#����3)

������/����"����0���
����?�$�����)����'��� The Quick Cals online

calculators for scientists19 �����
��!���
��0	�

Kappa (κ ) >?��
��0	� κ ����)�������	�B?���
������	�

�����
!��"	

(�	�0	�!&@����������?�$� 2 !&@��
��
�

����
�����7�	
��0	�κ 	�#����!��� 0-0.4 '"
�!������


�!���	����B?�
�	�0�������
�!� ��7 �	
��0	� κ 	�# �

���!��� 0.4-0.8 '"
�!������
�!�����(��B?�����
�!�

'(���7�	
��0	�κ 	�#����!��� 0.8-1.0 '"
�!������
�!�

	�������

          �%���!1�$�
5#���!��������	
����0����!�������?�$������	��*

���!��� 31-90 �� ����	�
�!�5#���!�)�� 51 ��� '(�5#�

��!���&� 19 ��� 5(0	����������
!��B��0	� P53

codon 72 polymorphism �!(�����)�����)�"����	������

(ethidium bromide)  '(�
��0	� κ �������!�
�!�!&@�

R-PCR-SP '(� PCR-RFLP  �
�'"
��!����������� 1 ��7�	

�&���+������!���
!��B��0	� P53 codon 72 polymor-

phism  ��!�������!�
�!�!&@�  R-PCR-SP  ���!&@�  PCR-

RFLP  ��5#���!��������	
 70 ����������� 2 !&@� ��!���5#����

��  P53 codon 72 polymorphism  ���� genotype )�&


Arg/Arg ���!� 12 ��� (��	�(� 22.86)  )�&
  Arg/Pro

���!� 41 ��� (��	�(� 48.57) '(�)�&
 Pro/Pro  ���!�

17 ��� (��	�(� 28.57) ����	
��!����"B&�&'(�!�
�
��

0	�κ = 1 '(�
��0	� 95% confidence interval = 1.0-

1.0 '"
�!������ 2 !&@�������5(�������*����

�(��������"��
 DNA ��!���)��!(��������!�

�� P53 codon 72 polymorphism  
�!�!&@� R-PCR-SP

�����+ 2 )��!��� ��0+����!&@� PCR-RFLP ��	��)��!(�

��������+ 18 )��!��� �	������������!��!&@� R-PCR-

SP ��
!���(	
Y������!��!&@� PCR-RFLP 	��
�!���7�	�

��������	��)�"����	������ (ethidium bromide) �����

��	� DNA ��7�	��!���'B�0	� DNA �� agarose gel

�����&")%�����
�������	
����������������
���"�@��+"*00	�

��������� �����!�!&�&�\�������5#���!�����'��������&��

'��'(����������$����B#���	������!�����)�!����5#���!�

���������	�#��	
���0?�� �������������!�������&
0	�

��
�������	
���
�!����������$��� ��!
���!���!����


!��"�
����������
!�
*�'(���	������
��� 
�!�

���*
���(��!'���,�?���������	��� genetic risk factor

��7�	�)�)�!���!�
�
��	�'(�
����5#���!���
�������	


������&��'��������
����!��	�����������'���������

�	�	
��� 1 
!��B��0	� P53 codon 72 polymorphism �!(�����)� '(�"����	����������)��������!�
�!�!&@� R-PCR-SP

   ��(� PCR-RFLP

�������	��
                      P53 codon 72 polymorphism       ����
�����     ������������
�����     κ (95%CI)

R-PCR-SP 12                   41                 17   2 ����)
                 1.0 (1.0-1.0)

PCR-RFLP     12                   41                 17  18     �)


                                                                              (�����
�)        (ethidium  bromide)Arg/Arg         Arg/Pro         Pro/Pro
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0	���
 �!������)�)�!�����������+,��
0	�5# ���!�

'��(���� >?���������5(������$�0	�'���,�����"&�@&

Y��
��& ��0? �� ����*��������������!������!�� P53

codon 72 polymorphism �����!0�	��������"������	���

��&
��
�������(��)�&
 '���,	���������)���!�
�


��	���5#���������(*���"����'(�)�!�
����5#���!���
������

������& ��'��	������)�!������!��'5�������$�������

5#���!������� ��7 �	������!�� P53 codon 72 gene

polymorphism ��
!��"�����@,�������0	���
������

�(��)�&

�!�
20-26

 5#������ P53 codon 72 gene

polymorphism )�&
 Pro/Pro ��!����
!���"���������

��&
��
������"#��!��5#�������� Arg/Arg �����+ 2-3 ����

�	�������������!��5#���!������������ Pro/Pro ��������

�����+,��
���
� 
�����������!��� P53 codon 72

gene polymorphism �?��������)�,���
(&�&���	5#���!�

������

�
����!���������!��� P53 codon72  polymor-

phism ����	���&���&��������&���)�!&@� PCR-RFLP >?����

2 0����	��(���
���	E
�����
7	 0����	�'�����������

PCR ���
�!� gel electrophoresis '(������	� DNA

"�!�0����	����"	����������  RFLP (�)� BstU1 restriction

enzyme)  ���
�!� gel electrophoresis  '(������	�

DNA �
��)��!(��������!�
�!�!&@� PCR-RFLP ������


�����+ 18 )��!��� >?���������
�!�������!��� P53

codon 72 polymorphism 
�!�!&@� PCR-RFLP ��
!��

>��>�	��*����� �)��!(����'(��"������	����
����"����	

�����������!��������	� DNA �� gel ���5��������

electrophoresis ��7�	��!���'B� DNA  0	�  PCR-  '(�

RFLP-products  
������!&@�  PCR-RFLP  �?������������

���)��������!�
�
��	�"�������!	������������!����

����*�����!����!&@�  R-PCR-SP  >?������!&@�����
��������	�

���!��������������)���!�
�
��	�����!���)��������@*

��������	�
!���"������	�����&
��
������	����������!&@�

������
������
�5(���!�
��)��!(������+ 2 )��!��� '(�

�����	��"������	����
����"����	��������7�	���������0���

�	������	�'B� DNA �� agarose gel  >?����	��)�"��

��7	�'"�(ethidium bromide)�������"����	������
13-18

����?�$�
�������
+�5#�!&����
��������[��!&@� R-

PCR-SP  0?����������7�	�)��������!���  Arg/Arg, Arg/

Pro '(� Pro/Pro 0	� P53 codon 72 polymorphism

��5#���!��������	
)�!���>?��!&@�����)��(����� Simple

Probe    genotyping  analysis  assay  0	� Roche

Diagnostics (Mannheim, Germany) �
������		�'��

"���
����, fluorescent oligonucleotide probe  0?����

1 �"��"�������!��� single-nucleotide polymor-

phism (SNP) 1  ��'����0	� mutant-type(Pro/Pro) ��

codon 72 �� exon 4 0	� P53 >?�� probe ���������&


\(���!�
�!� reporter dye '(� linker  ��7�	�����������

DNA sequence �����������	�# �(�	��	� SNP 0	�

variant  �������  mutant-type  �����	������!��� '�������

��������  variant  	7��E '(������		�'��  primer 1 
#����

�����"��������)� probe 
���(��! �����!��������

PCR 0+���� probe �0�������� DNA sequence ��������

��)�!������&
  annealing  (61o>) ���������(����'�(�

�#�����0	�  reporter dye '(� linker �����  reporter dye

��7	�'"�		������)�!�
(7�� 530 ���������
� (B�� probe

	�#�	����	&"��  reporter dye  �������7	�'"�) ��
�&
 R-

PCR-SP ���"����B�)�'��5#������ alleles '���������		����

����
��
�	����
!��'������0	� melting temperature

(T
m
) �
���0����	�
�����
7	 �����!�������� melting

curve analysis ���� ��7�	 PCR product B#� denature ���

	*+�Y#�& 95o> ���(������  single stranded DNA  '(�!

probe  ��'��		�����	&"��'(������7	�'"� �������

�����(
	*+�Y#�&���� 40o> '(�!
�	�E��&��	*+�Y#�&0?��

	����)��E��(���	������� 95 o> 	��
������?�� >?����)�!�0	�

�����&��	*+�Y#�&���0+����	*+�Y#�&��&��0?��B?� 61o> ����

���  single stranded DNA ���
#�������� double stranded

DNA '(������ probe  "����B�0�������� PCR product

'(���7	�'"�		����
�	�� (���	���� probe ��������  PCR

product �����������  wild-type  '(� mutant-type)  '(�

��7�		*+�Y#�&��&��0?����	����(���	���� 61o> ���� 95 o>

������� probe 
�	�E�(*
		���� PCR product >?�����

�(*
0	�  probe ������'������ SNP �� mutant-type

sequence ���)� (T
m 

)���"#��!����7�	������������(*
0	�
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72

�������� methylation �	
���
�	
����	������� p16INK4a  ��������������������	��
�
	����	��������
� !�

��	"#�$�������%&��
'�������()�	�*�����+���	�'������%
����
��������������!�%&��������	���,�����������
-�

methylation specific-PCR (MS-PCR) 
��*�����������'���,������	�����1���,���������
�	
������������'2���

29 	�� �2��������4��*���5���� modified ���� sodium bisulfite  1����
��'2����������5�	����	� p16INK4a methylation

1�� p16INK4a unmethylation 1�����	����4���%���	�	�'4��5�����%�4�����-
��
�
����%&����� %���	"#�$������

*���	(�	�'���������� methylation �	
���
�	
����	������� p16INK4a !���+����+�����	���,������ 	����� 41.4 1��

��+����+��������
�	
������������ 	����� 6.9 ��	"#�$����5��������*�����-�	��������	��
��������� methylation �	
���


�	
����	������� p16INK4a  ���%�4�����-
��
�
� 1�����	���	��&�	�����%&����� %�'����	"#�$����1*��!������

���*���	(�	�'���������� methylation ������ p16INK4a !�%&��������	���,�����������54� ���������	��
���������

methylation �����������'��������������������	��
����	���,����������  (����������	
���  2552;29: 72-79.)

Detection of DNA methylation of p16INK4a in hepatocellular carcinoma by  methylation specific-

polymerase chain reaction
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�������� DNA methylation ��� p16 INK4a ����������	
���
�������

�'
,
�������	
����
������������
��������	��	
�����

�����������!"��	��	
#��������$%����1 
����������%�

��������
��&������������'���	
 (cholangiocarcinoma)

!"��������*""+�	
 (hepatocellular carcinoma) #����,

#'�	$-��
���������*""+�	
��%�.���"���	..	�*�����

�"��/����,��	� ���!�� ����%���/���&�	#�	
�	��#

�, �&�	#

�	
�	��#
*�, 1�&��	
!-��2, �������	
#�� aflatoxin B1 ���

����/������	
�����3, 3��+
��, !"�1�&�1��%�,���	�-��


,��"�	��44

������������� p16INK4a �
����
�
��
�
*� 9p21

�"%�
����� CDKN2A (cyclin dependence kinase

inhibitor)5 �'��������&
�,������"��������-��&�.�

�*""+ (cell cycle) .������ G1 �������� S (DNA

synthesis)
�������&-����	
����'���-��
����� p53

!"� retinoblastoma (Rb) �����"� ���!�"�-�����

p16 INK4a ��%�-� ������"�����!

 ���� homozygous

deletion,  point  mutation  !"������%���������  methy-

lation 
�%�&:
��
�����+ (promoter)6 *� �������"��

#'�	$�����������%�
����������%�����4���  �����%� DNA

methylation 
�%�&: CpG-rich ��/� CpG island 
�%�&:


��
�����+ (promoter) -����� p16INK4a ��%�-���.�����

��%���� �;methyl �� ��
# cytosine 
������*�+ DNA

methyltransferases (DNMTs)7 !���<%�%�%�����#����=

�����"	
��� (reversible)8  �����"����!�"��	��"��&���

�����&�������"����!�"����/��	�>,���� (epigenetic

changes) 
������������"����!�"�-���
#
�"'�	


�%&�"�
����+9 �����%��������� methylation �

�%�&:


��
�����+-����������������"����%��&��	����� p16INK4a

�'��������"�����=���	
�	�����=����	#(transcriptional-

inactivation) #���"�����%� gene silencing *������"������

#�$�#���������10

�����&.���������� methylation 
�%�&:
��
�-

����+-����� p16INK4a 
��&%>�  methylation specific-

polymerase chain reaction (MS-PCR) ��?	��"	����

���!

���+����+�� �!���&��!���������&���"'�	


�%&�"�
����+�����%� methylation (methylated allele) �	


"'�	
�%&�"�
����+����
 unmethylation (unmethylated

allele) ���.'����
�%�&:
��
�����+-����� *�����������

�����&.�
�����"� ���!�"�-����� p16 INK4a ��

"	�@:��	��"��&!"�&���*""+��������%�����4 ���!��

������"'�#� 11, ���������12,  ������������13, �������	


����14, �������"������� 15, �&��	���������	
16-17 !���	�

������������������&���� �:����&%.	�.������	E��&%>����

��&.���������� methylation -����� p16INK4a !"�&�����


����
�"�����&.�������	
�"������>%�"%�%�!"��	���

����������-�������&��������*""+�	


��)�.&����!"���
���
����(��
�
/�


�	&������%����/���������*""+�	
����'��?��@�����

��/����/�������&�#�&���������������*""+�	
!"���/����/���	


The purpose of this study is to investigate aberrant methylation of p16
INK4a

 in hepatocellular carcinoma

(HCC). We determined the methylation status of CpG island of p16
INK4a

 in 29 HCC and corresponding normal

liver tissues by methylation specific-PCR method. Aberrant methylation status was detected in 41.4% of

tumors and 6.9% of corresponding normal liver tissues. No significant correlations between methylation status

and clinico-pathological data were found. In addition, survival analysis by multivariate Cox regression analysis

showed that aberrant methylation status of p16
INK4a

 was not an independent prognostic factor for poor survival

among HCC patients. Our findings demonstrated that methylation of p16
INK4a

 were detectable in HCC tissues

of Thai patients and suggested that hypermethylation of p16
INK4a

 may contribute to the hepatocellular

carcinogenesis. (Thai Cancer J 2009:29:72-79.)

Key words: DNA methylation, methylation specific-PCR, Hepatocellular carcinoma
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-�������� (N) ��������   methylation   -����� p16INK4a  �
���	&����������"-  13T,  15T,  39N  !"�  39T

(M = methylation,U = unmethylation)

1

2

���%.�������&��������&�	� .'�&� 29 ��� ������	
���

��&.!"��	�@����
�����
�"?�����%���+ ���&%���"	�

-������� ���&����� �.? 2543-2549 
�����
��/����/��������

.����������	��&�������!��!-���,:�1��% -80 0* .��&��.����

���)����"�
�
�

�'�% ����/ ���������*""+�	
!"���/ ����/ ���	
���%

�����: 10 g ��
����"��� ���!" �&�'�*"" +� � �
�

"�������#����"��-��� 1.5 ml �����*""+��&�����*�+

proteinase K ����,:�1��% 56 0* �����&"� 16 �	�&
�� !"�&

#�	���������
��&%>� salting out18 "�"������������ TE

buffer !"�&�'����������������&	��&���-��-����&����/���

spectrophotometer
��&	�����������"/�!#� ultraviolet

����&����&�"/�� 260 !"� 280 ��
�����

Modified �"�
�
�
���� sodium bisulfite
�'�����������#�	������ modified ��/ ����"� ���

unmethylated cytosine ���� uracil #�&� methylated

cytosine .���#1����%�
������,���'�� EZ DNA

Methylation-Gold KitTM   (Zymo Research, Orange, CA)

*�����-	������	����  ��%� CT conversion reagent (�����


��&���' 700 μl, M-dilution buffer 300 μl !"� M-

dissolving buffer 50 μl) 110 μl "����"���������������

��%��: 1 μg �-���#��"�"������-���	�!"�&�'��&����

���/��� PCR 
�������	
�,:�1��%��� 98 0* 10 ���� !"����

�,:�1��% 64 0* 2   �	�&
�� .���	�����#��"�"���	�����

���#�"��� Zymo-Spin ICTM column *�������
� collection

tube ����� M-binding buffer 600 μl �	����&������� 13000 rpm

30 &%���� !"�&��%� M-wash buffer 100 μl �	����&�������

13000 rpm 30 &%���� ��%� M-desulphonation

buffer 200 μl "��� column !"�&&���&�����,:�1��%����

��� 20 ���� �"	�.���	���	����&������� 13000 rpm 30

&%���� �'���	��"��� 2 ��	����&� M-wash buffer 200 μl

�	����&������� 13000 rpm  30 &%���� !"�&"�"����������

��������&� M-elution buffer .'�&� 20 μl �'�����
������!��

!-�� -20 0* .��&��.��'��������

�������"�
�
�
 methylation 	
��"
  p16INK4a  ���
��!" methylation specific-PCR

�'���������� �#�	��������% ��.'�&������&����+

����+p16 INK4amethylation (forward:5[-TTATTAA

G G G T G G G G C G G A T C G C - 3 [ , reverse: 5 [ -

GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3[) �	
 p16INK4a

unmethylation (forward:5[-TTATTAGAGGGTGGGG

TGGATTGT, reverse: 5[- CAACCCCAAACCACAACC

ATAA-3[)19  ��&�&%>� methylation specific-PCR (MS-

PCR) 
���' reaction mixture ��%���� 25 μl *��������


��&��������� 100 ng, PCR buffer (50  mM KCl, 1.5 mM

MgCl
2,
,10 mM Tris-HCl, pH 9.0), 200 μM -�� dNTP

!��"���%� (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1 U -�� Taq

DNA polymerase !"� 20 pM -�����+����+!��"���%�

!"�&��%��.'�&�����������&�
��!����	���� �� ��,:�1��%

950*  5 ���� �����&� denaturation 95 0* ���  1 ����,

annealing ��� 650* (p16INK4a methylation) !"� 620*

(p16INK4a unmethylation)  30 &%���� !"�  extension  ���

72 0* 30 &%���� �&� 36 ��
 !"������&�  final extension

������ 1  methylation-specific PCR 
�%�&:
��
�����+-����� p16INK4a ���������*""+�	
 (T) !"���/����/���	
���%
�%�&:
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���
�������

��� 72 0* 7 ���� �'  PCR product  ���������'  electropho-

resis �� 2% agarose gel �����"
�����������&�

ethidium bromide !"�&��!=
�������������%���&�!#�

�,"�����&
��"� 
�������
����
�&���-��-��!=
������

�����&������+����+  methylation  �	
  unmethylation  ���

��-��� 150 !"� 151 bases pair (bp) ���"'�	
 
��

�	�&���	��
�&���-��-��!=
�������������%�.���	��#��

���+����+��#�&�������.����/����/���������*""+�	
 ��/���.��

���������/���-����/����/���	
���% (������ 1)

������+�����	�
���'��)0���
&%������+�"���?��@�
����� Fisher[s exact test

��/����#�
�&��#	��	�>+���&��� p16INK4a methylation

�	
�"������>%�"%�%� (���,, ��?, histological type,

tumor size, metastasis, treatment, HBsAg, anti-HCV)

!"�&%������+�"-�� p16INK4a methylation ����	������

�������-�������&� 
����� Kaplan-Meier !"� log-rank

test ���.���	����� Cox regression analysis &%������+

���	&�����:+
��������"����	�������������-�������&�

Parameter Odds ratio, (95%CI)                 P

Gender    0.42,  (0.04-4.66) 0.62
Male  14(56)                    11(44)
Female    3(75)                      1(25)

Age (years)    2.86, (0.61-13.34) 0.26
   50  10(71)                      4(29)

≥50    7(47)                       8(53)
Histological type    0.80, (0.04-17.20) 1.00

MD    4(44)                       5(56)
PD    1(50)                       1(50)
Unknown  12(67)                       6(33)

Tumor size (cm)    1.09,  (0.23-5.19) 1.00
   5    6(60)                       4(40)
   5  11(58)                       8(42)

Metastasis    0.89,  (0.20-3.90) 1.00
Negative    8(57)                       6(43)
Positive    9(60)                       6(40)

Treatment    0.23,  (0.05-1.18) 0.13
No CMT    7(44)                       9(56)
CMT  10(77)                       3(23)

HBsAg    1.29,  (0.24-6.83) 1.00
Negative    6(60)                       4(40)

            Positive    7(54)                       6(46)
Unknown    4(67)                       2(33)

Anti-HCV    3.60,(0.26-50.33) 0.54
Negative    9(64)                       5(36)

            Positive    1(33)                       2(67)
           Unknown    7(58)                       5(36)

p16
INK4a

�	�	
��� 1 !#���&��#	��	�>+���&����������� methylation -����� p16INK4a �	
�"������>%�"%�%�-�������&�������

M = methylation; U = unmethylation, CI = confidence interval, MD = moderately  differentiated, PD = poorly

differentiated, CMT = chemotherapeutic treatment, HBsAg = hepatitis B virus surface antigen, anti-HCV =

antibody to hepatitis C virus

 �*""+�	


U, n (%)             M, n (%)

≤
>

<
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�	
 12 ��� �%���������"� 41.4 !"�����/����/���	
���% 2

��� �%���������"� 6.9 ���?��@��������
�&��#	��	�>+

���&��������%��������� methylation 
�%�&:
��
�����+

-����� p16INK4a  �	
�"������>%�"%�%�-�������&����?��@�

(��������1) .�����&%������+�"-��p16INK4a methylation

����	�������������-�������&��������*""+�	
 �
&�������&�

����� p16INK4a methylation ����������������#	���&�������&�

�������� p16INK4a methylation (����	>�j��-������������

58 #	����+ !"� 103 #	����+ ���"'�	
) !��������&��

!��������������	�#'�	$���#=%�% (P= 0.19) �	������� 2

��/����� multivariate Cox regression model �����

&%������+�� prognostic factor (tumor size, metastasis,

treatment, p16INK4a methylation) ������"����	����������

���-�������&��������*""+�	
 �
&������� prognostic

factor ��������"����	�������������-�������&� �	����

"���������������� 2

�����1�
Hepatocellular carcinoma (HCC) ����
�����

�
����	�&
"�  #�&���$��
����������",�� Asian !"�

African ��#����,#'�	$.������%���/���&�	#�	
�	��#


��%� B (hepatitis B virus; HBV) !"��&�	#�	
�	��#
��%�

C (hepatitis C virus; HCV)20 �,
	�%���:+��%�
��������

�*""+�	
�������?
"���&	����
&����%��-���������

�&"� 10 �����������#/
��/���.��������%���/���&�	#�	


�	��#
��%��.'�&����-���21-22 !��&��.������?��@�=��

�	..	����#% ��!&�"�����������%��������*""+�	
�	�

                   Variable                                  Hazard ratio 95%CI   P

Tumor size;≥5 vs <5 3.01   0.65-13.89 0.158

Metastasis; positive vs negative 1.32 0.43-4.06 0.628

Treatment; CMT vs no.CMT 0.86 0.24-3.09 0.812

p16INK4a methylation; M vs U 1.87 0.59-5.87 0.282

�	�	
��� 2 &%������+���	&�����:+
��������"�������������-�������&��������*""+�	
 
����� multivariate Cox regression

CI = confidence interval, CMT = chemotherapeutic treatment, M = methylation; U = unmethylation

analysis

�������*""+�	
 !"������� P ��� 0.05 ��������	�#'�	$���

#=%�% �����&������������&%������+�	������������������

?��@������.'�&� 27 ��� *������������&��������	
����%����

�"����	�@���������� 300 #	����+ ��/�.�����	���#��

��&%� !"�����&������&� 2 ��� 
�� 1 ��� �#����&%�1����

4  #	����+!"���� 1  ��� -������%��������	�@� (lost

to follow-up)

¼Å¡ÒÃÈÖ¡ÉÒ

.�������&.����������   methylation  
�%�&:


��
�����+-����� p16INK4a  ���*""+�������	
!"��*""+

�	
���%
�%�&:-��������-���� �� �&�.'�&� 29 ���

�
�������� methylation -����� p16INK4a ���������*""+

������ 2  �#�� curve !#���	�������������-�������&�������

�*""+�	
!
������"�����%� p16INK4a methyla-

tion �	
  p16INK4a unmethylation
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�������� DNA methylation ��� p16 INK4a ����������	
���
�������

������&���-&��  !���"�������%��������*""+�	
�	����

���
!���	�  �	��	�����?��@���������:���&&%���-��

�*""+��������/��������
=���"��!"�-	����������"����

!�"�-���������4  ��������&-���!"�����������,����*""+

���%��"����!�"������*""+�������&�=�����?��@����

��%��������� methylation 
�%�&:
��
�����+-�����

p16INK4a  .������
���+�����������.��'������
=���"��

�����%�
���������*""+�	
������%��-���

�����"����!�"�-��#���	�>,������%�����&


�,�
����

���/��	�>,���� (epigenetic changes)

������������ methylation �����%�-���.�������%��������%"

(-methyl) ���
# cytosine ������+
���'!������� 5 
��

����*�+ DNA methyltransferases (DNMTs) 
�%�&:

CpG-rich ��/� CpG island 
�%�&:
��
�����+ ��/�


�%�&: exon 1 -����� *������&����&�����: 1-2 �%
"

�
#23 ���������"����!�"���%����"'�	
�%&�"�
����+�	�

�����%���/����%� �
������������"����%� �&��	��

�������*""+�	
 16-17 �����"����!�"���%���������&-����	


����	
�	�����=����	#-����������������"����%� ����

�",���������&
�,�&�.���&%�-���*""+ (Retinoblastoma;

RB, cyclin-dependent kinase inhibitor 2A; CDKN2A,

cyclin-dependent kinase inhibitor 2B;  CDKN2B) �",��

transduction gene (RAS association domain family

1A; Rassf1a, LKB1/STK11 !"� adenomatous

polyposis coli; APC)   ����� ��'������ ���� ��&�	
����-


�"%*��������-.	�#���%@ (glutathione S-transferase

P1; GSTP1) �",���������'���������� ��&�	
������-��

�*""+ (death associated protein kinase; DAPK  !"�

caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase;

CASP8) �",�������������	&�	
3��+
�� (estrogen receptor;

ER, progesterone receptor; PGR, androgen receptor;

AR !"� retinoic receptor; RAR) !"������������&-����	


���#�����#���"/��!�� (thrombospondin 1; THBS1)24

���.���	�������%��������� methylation �	��	
�	�����

=����	#-�� imprinted genes, repetitive elements

��&�25

���?��@������&.�
�������� methylation 
�%�&:


��
�����+-����� p16INK4a -����/����/���������*""+�	


����"� 41.4 !"� �	��
����/����/���	
���%
�%�&:-���

����� ����"� 6.9 .�����?��@�������������
&���&��

=��-�������%��������� methylayion 
�%�&:
��
�����+

-����� p16INK4a �
����"� 0-91.7 !"��
#����������

�*""+�	
����%���/���&�	#�	
�	��#
����&������ �&��=��-��

�����%��������� methylation ���!�������	���.��#����,

��.��#1�����1��%?�#��+ ��/�����%!"�#����,�����%�


���������*""+�	
��������	���!��"�
,��"26
 ���.���	��

��.��%�.��-	���������%���������&.�����	�27  Kaneto

!"��:�28 �
�����%��������� methylation -�����

p16INK4a ����"� 72.7 ����/����/���������*""+�	
����%���/��

�&�	#�	
�	��#
��%� B ��/� C  Shim !"��:� 29 ���

������&�������%��������� methylation-����� p16INK4a

�� HCC ���&��#	��	�>+�	
����%���/�� HBV ���.�����

�������������&.�
�������� methylation ����/����/��

���������"������������ (premalignant stage) !#��

�������&�������%��������� methylation 
�%�&:
��
�����+

-����� p16INK4a �����&-����	
-
&������%��������*""+�	


�	��!������!��17 !"��	����������
�&��#	��	�>+�	


poor prognosis, ��?�$%� !"����,�� ���% ��-� ��-���� �

��&�30,31

���.�������� ���*""+� 	
!"�&� 	���������

�
�������� methylation -����� p16INK4a  ��
��������

��%��/�� �����������&�������"'�#��
&�����&��#	��	�>+�	


tumor differentiation, Dukes[ staging, poor prognosis

 !"� lymphatic invasion32-34  ���.���	���������&�������

�����%� non-small cell �
 p16INK4a methylation �����&

-����	
 advanced TNM staging !"� ���#�

,�����&�

�	�� poor survival35-36

)�.�
.���"���? ��@�� � ��
& ������� %�� � �� ����

mehtylation 
�%�&:
��
�����+-����� p16INK4a #����=

��&.�
����������&��������*""+�	
-������� �	��	��

p16INK4a methylation ���.������&-����	
-
&������%�

�������*""+�	
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80

����������	
��
��������	�����	���������������

����  �	�����!���

���������	�
��	 ���������
�������������
�� �����
�������� �����
����������� �
�����	 12000

��������	
������

�����
��
����
����������

���������������������
������ �������������
�
�

��!���������	
��"������
#�$%� 99.4 ������'
��
���

100 000 $�(����(����	���!����	�1 
)����"������ 

*��������
�
���!���������	
�� 20.5 $�������'
��


��� 100 000 $� (��������$�����������!����
���*��
#�

����������
�����+
��������
����#����
���"�,�

��"�+�������� �� �$�
��+�!,�'�� ���������
�$�,

�'���"��� �����	� �
�����������������
�
���!���������	


��
#�
����#���� 45 ��2 

��������
���!���������	
����

��
���++��*�	(���
���!�/$�
�
������*����
#�, �
���#�

"�
!��(���	����������!3, $�
�6��(�����7��8����� 

(�����
)$�,����
:�	����15-20 ��!�+
��
�<�
�

���$�
�6!����!�
����=�����3 "����� 10 �����6�
��


������!+��*��*�	 ��3
�
�'���������"�6#	������������	


����%��"�	*�	�	��#����+�����(���
�"��
����+����$

��	�(������(����! ��(��'���"��
���
��:8��$����

+��
�(6��
�� ��3
"�	� ����
!�= !/
��
��� 	�> � ��

+����
�<��"���$�
���	

� ���� � �� !��
����� ���(���"����� ����	
����

��
���������
)$�, *�	(�� tumor suppressor gene,

oncogene  (�����������%��?4 ����	��
� ��3
���3:�

����������������	������
���!���������	
����%��������	��

����
�
���
�!�$�
����(�������$+����$�
�
)$�,����

���
��!�� (�����3:��
����=��������'�'
�!��
�?��

$�
�(����
���� ����� 	��
� ��3
����� ���� ����	�����

��������	
��"�
���*��+����$�
�
)$�,(��+)������%��

����(���
�"��
����+�
��$����(����! ��(���
�

(6��
����3
"�	�����
!�=!/
���!����	�

1.  ���"�������������	 (tumor suppressor genes)
1.1 ��� BRCA 1 ��� BRCA 2

��� BRCA 1 (�� BRCA 2  ��#����$����>�$#����

17 (�� 13 �
��)���5,6 �
�<�
�����
����=�����(��

6�
����
������������
�����

���������������	
�����

���	���� 5-10 ���6#	������������	
����	����7 (��

����
��������	
���� ���!�+
��
�<�
�����
����=�

����+��������	��������
��'�!���	<���	���� 65 +
��
�

 ��3
����

����� ����
�6�
����
������$#��� 	+���$�
�

�
��������
�������������	
����!����	���%���
���
���	����

���
���%�����
�� 70 ����	�*�+���$�
��
����������������	


���	���� 50-85 "������ �����������
�
�6�
����


��������	��"�����

��� 1: 800 8


)�����
� ��3
�
�6�
����
������ BRCA1 (��

BRCA 2 $��	�(��"������ *����%���� �. . 2545 ���

$:���$�!$�
�(���8 ��
�!��
�����!�� ��� ��3
+
�

$���$���6#	������������	
��(�����������*��������
�<�
�

����
�6�
����
������$#���	 ���#�(������
�6�
����


��
�(�� �'�� (�� frame deletion, missense mutation,

intronic alteration (�� silent mutation (������
�
�

6�
����
�
�+�������$# �� � 	���$�*��(����
�+
�

'
��������(��'
����'��'
�!�%��?����$����
� ��3
�
9
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��++��������

����������� BRCA 1 (�� BRCA 2

����! (����� BRCA1 ��$�
���
���
��
����=�����

��%� single nucleotide polymorphism (SNP) �����!��:

��
� 3G ��%� 3G untranslated region �� ��)(����

5711+421 ��������
 G �������*����� T (������)(����

5711+1286  ��
 C �������*����� T ����
��6��)"�	��

�
�(
����������� BRCA1 (���������	������
���!�

��������	
���	��10

1.2  ���  p53

p53 ��#����$����>�$#���� 17 (17p13.1)11   ����	
���

"��
�$��$����K+�������>��8 +
��
� ��3
����
���

'�!���	���
�6�
����
(�� point mutation (�������*�	"�

��$��������
�'�!������"�����
�	���� 20-40  "��
�

���+�
�
�6�
����
������ p53 �������*����+�"'	�!=�

�
��
�)�����
 (sequencing) ��%�"'	�!=� immunohisto-

chemistry ��%���#/
���
�(
����� (over expression)

�����!�
:�����������!�+
���� p53 ���6�
����
 7

��%���� �. . 2541 Chariyalertsak (��$:�12 ���


<
���������(���'
�!*�	���+�
������ p53 +
�'!	���%	�

���6#	������������	
���	���!=� immunohistochemistry

����
�	���� 38.7 ���'!	���%	���� ��3
�������� p53 ���

(���������
6#	�����������	� p53 (�� HER-2 ���������


�
���#������)���
�� ����
�� �. . 2546 Sangrajrang (��

$:�13 *�	 ��3
 p53 (���!����"�>��������6#	����������

��	
�����"'	��$�!$ ELISA �������������������� p53

"�'!	���%	�6#	���� ����
�	���� 19 ���>�����6#	������ p53

(���!�������(������$�
�
�����=8������������$�����

$�
����(��
#� (stage IV) �:�����	���� 43.8 ���'!	���%	�

�������� p53 ���  ��%���#$�
�
�����=8�����	�
���!=�

����
>��� �����6#	��������� p53 (���!�������������+

�������� p53 "�'!	���%	��	�������<���	���� 71.4  "�

�� �. . 2550 Soontrapornchai (��$:�14 ���$:�(���

 

��8 ��
�!��
���
���
�$�!���8 *�	���+��!�
:

������ p53 "�6#	������������	
������>��8���������*��

����
�*���������	)���%�� (node-negative) ����
6#	����

�������	�������� p53 ���������	���� 17 ���
��	�(��*����

$�
�
�����=8�����
=!
/
������$

2. ���"���������	 (oncogenes )
��� HER-2

HER-2 ��%� c-erbB-2 ��%� neu ��#����$����>�

$#���� 17q2115 ������������ human epidermal growth

factor receptor �)��	
���'���"��
�(����������>��8(��

�����	��������
���!� apoptosis ��������%�6�6�!����

���'�!���	��#���6����>��8 >���<	
���
�(
������
���!�*�

+��)"�	�>��8(���������
�������� �
� ��3
 HER-2


���"�,�"'	�!=��
��!�
:�������	��  �!=�  immuno-

histochemistry ���������
:�	���� 25-30 ���

���� ���� 	
�� (����� �
6 # 	� ������� ���� 	
���� �� �

estrogen receptor (ER) ���<	
�� HER-2 ����	�����

+�*�����
�������
����3
�	��7��8��� ���+
���	�

�������
6#	��������� HER-2 ��� ������
�
���#������)

�	��7

"������ *�����
� ��3
�
�(
�����������

'�!���	��	�(���� �. . 2536  �������!+��+
�$:�(���

 

��8 !�!�
'��
�
� ��
�!��
�����!�� *�	���+�


�
�(
�������� HER-2 "�6#	����������'�!���
�?$%�

��������	
��, �)*
	, �����
��
�
�, �
���!��
�
�,

���(����� +
��
� ��3
��6�������������

HER-2 "�6#	������������	
���	���� 41 (���������)

*
	�	���� 12.5 
�����$������'�!��%��"�	6�������16

(������
"��� �. . 2544 $:��!+�����$:�(��� 

��8

 !�!�
'��
�
� ���*�	�
��
��
�(
�������� HER-

2 "��������������	
�� ���"'	'!	���%	����W���
�
X!�+)���

���
 500 �
� ����
�	���� 32 ���6#	������������ HER-

2 ���(����$�
�
�����=8�����
�����	��������, �
�

���+
�*���������	)���%�� (�� estrogen receptor

negative17 "��� �. . 2539 $:��!+�����
<
���������(���

'
�! *�	���+�
������ HER-2 "�'!	���%	����W���
�
X!����

6#	������������	
������
�	���� 29 ���6#	������������ HER-

2 ���(������
��$�
�
�����=8�����
�����	��������

���+
���	��������
6#	��������������� HER-2 ���������


�
���#������)���
6#	������������� HER-2 ��18  "��� 2540

���
��
��
����+�
�
���!��+)��� (gene amplifica-

tion) ��� HER-2 ���"'	��$�!$ polymerase chain
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reaction (PCR) "��
� ��3
������
�$:�6#	�!+��*�	

���+�
��� HER-2 ��	�"�6#	������������	
��(����%	����

=����
 (benigh) "���	
��+
��
� ��3
���
���!��

������ HER-2 �	���� 28.8 "������6#	����������(��*��

���
���!��+)���������'�!���	"�6#	������%	����=����
19

3. ���"���� hormone receptor
7��8����� �,!������6�����
�(����������>��8

��	
��$%���
����+� (estrogen) (������+
������

(progesterone) �������>��8��������7��8�����	� 2 '�!���	

*�	(�� ��������
����+� (estrogen receptor; ER) >���
�	
�

+
���� alpha-ER ���$����>�$#���� 6q25.120 (�� ���

�������+
������ (progesterone receptor; PR) 
�	
�

+
���������#����$����>�$#���� 11q22Z2321 +
��
� ��3


���6�
��
����
�
����+�
������ ER (�� PR '���

�)�
��
����
�������
����3
�	��7��8���*�	

��%���� �. . 2541 $:�6#	�!+�����
<
���������(���

'
�!*�	���+�
��!�
:������7��8����� 	�
��'�!����

���
�����
�	���� 36.1 ���6#	������������	
���� ER

���(���	���� 45.8 �� PR ��� ���+
���	��������
6#	

��������� ER �� +�������
�
���#������)22 ����
"���

�. . 2542 $:�6#	�!+��������
����*�	 ��3
��$�!$�
�

���+�
 ER ���"'	�!=� immunohistochemistry (IHC)

��������������6����*�	+
��!=� biochemistry >��������!=�

�
��[
����"'	����
�
� 6�+
��
� ��3
����
"��
�

���+�
 ER ����!=� IHC �� ER ����	���� 44.6 ���6#	

������� ��3
(�������$�
�
�����=8�������
�
���#����

��) (����%��"'	�!=� biochemistry �� ER ����	���� 36.1

(��*����$�
�
�����=8�������
�
���#�������6#	����  ���

��	��
�"'	��$�!$ IHC +�������!=�������
�"��
����+�


������ ER (�����'���"��
���
��:8��$"�6# 	����

��������	
��23 "����. .2541 $:�6# 	� !+��+
�$:�

(��� 

��8 !�!�
'��
�
�*�	 ��3
��	������� ER ���

�!=� IHC (�� ER mRNA ����!=� reverse transcriptase-

polymerase chain reaction (RT-PCR) "�6#	����������

��	
��+)��� 314 �
� ����
6#	�����	���� 53 ��������

ER ���(����������	���� 37.6 ���"�	6������%�����+

�	���!=� RT-PCR (������
��	�
���!=�"�	6����������<��

�	���� 71.8 ���+
���	��������
6#	��������������� ER

������+����
�(������+
�*���������	)���%��(����

HER-2 �� 6�+
��
� ��3
������
�(
��"�	������
�
�

�
��!�
:������ ER '���"��
���
��:8*�	�����
�
�

�
 ER mRNA ���6#	����24  "��� �. . 2545 $:�6#	�!+�����

$:�(��� 

��8+�\
����:8��
�!��
��� *�	���+�


ER (�� PR "�6#	������������	
��'�!� invasive ductal

carcinoma ����
�	���� 53.4 ���6#	������������ ER

���(���	���� 42.1 �� PR ���(���������
6#	���������

ER (�� PR ����$�
�
�����=8���$�
����(�������$,

�	����������
�"�,� (�����
�(������+
�*��������

�	)���%��25

4. ���"������"���"�����	�!#����#��$%����	&���
biotransformation
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4.1 �����	
� CYP1

CYP1 ���+
�+�'���"��
��)+��

��!3"���
�

�
�(�	�����������	��������
���!>�������
����+��	��

+��$
���
���'�!���	+���$�
�
�����=8����
���!�������

��	
�� �������!������ ���� 	����
�'�!�(����$�
�

��
���
��
����=�������%��� SNP ��
�(��� +
�

�
� ��3
���$:�6#	�!+�����
<
���������(���'
�!����


6#	�������� CYP1A2 (����$�
���
���
��
����=�����

���+�� SNP rs762551(A>C) ��$�
��
��������
���!�������

��	
��26

4.2 �����	
� glutathione S-transferase (GSTs)

���"���� �� GST ����
�'�!�(�����
� ��3


���
���	
���
� �'�� $:�6#	�!+�����$:���' 

��8���

�	�� ��
�!��
�����!�� *�	 ��3
$�
���
���
��
�

���=����������� (polymorphism) GST '�!� O1 (��
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��������
�

��!���$27 (�����
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<
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(���'
�!����
 GSTO1 '�!� wild-type (A140/A140)
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�����
� ��3
��� GST '�!��%��? $%� T1, M1, P1 (�� A1

>���6��
� ��3
����
�����	� 4 '�!�*���������	������
�

�
� �������
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 ��3
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�
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�
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5. ���"������"���"�����	�!#���%"��'%�&�������
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�����������������	������
�>���

(>����������
++�
��6�"�	��!�$�
��
���������������	


��*�	 �'�� ��� XRCC3 >�������!+�
�	
�����*>�8��	��
>���

(>��������������!� double-strand breaks "��� �. . 2550
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�����
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���
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'�!���	����)(���� rs861529 ��
����������	������
��
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����
���!���������	
�����
���*��30 (��"��� �. .

2551 ���
� ��3
���"��������	��� 3 '�!� $%� OGG1,
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�
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p53 Over expression ������

HER-2 Over expression ������

Gene amplification ��������

ER, PR Over expression ������

�����
�8������

CYP1, GST SNP ��%� $�
���
���
��
� ��������

XRCC,   OGG, ���=�����������

APEX

��������1  
���6��
� ��3
�	
�'�������������������������	������
���!���$��������	
��"�
���*��



84 ����������	
���                                                                                         ����� 29 ������� 2 	
��
� - 
�����
� 2552

  1. Parkin DM, Bray F, Ferlay J, Pisani P.  Global cancer

statistics, 2002. CA Cancer J Clin 2005; 55: 74-108.

  2. Khuhaprema T, Srivatanakul P, Sriprung H,

Wiangnon S,Sumitsawan Y, Attasara P editors.  Cancer

in Thailand. Vol VI, 1998-2000.  Bangkok; 2007.

  3. Nathanson KN, WoosteR, Weber BL.  Breast cancer

genetics: What we know and what we need.3.Nature

Medicine  2001; 7, 552 ! 6.

  4. Easton DF, Bishop DT, Ford D, Crockford GP.  Genetic

linkage analysis in familial breast and ovarian cancer :

result from 214 families.  Am J Hum Genet 1993; 52: 678-

701.

  5. Hall JM, Lee MK, Newman B, Morrow JE, Anderson LA,

Henry B, et al. Linkage of early-onset familial breast

cancer to chromosome 17q21.  Science 1990; 250:

1684-9.

  6. Wooster R, Bignell G, Lancaster J, Swift S, Seal S, Mangion

J. Identification of the breast cancer susceptibility gene

BRCA2.  Nature 1995;378:789-92.

  7. Sunpaweravong S, Sunpaweravong P. Recent

developments in critical genes in the molecular biology

of breast cancer. Asian J Surg 2005; 28: 71-5.

  8. Carroll JC, Cremin C, Allanson J, Blaine SM, Dorman H,

Gibbons CA, et al. Hereditary breast and ovarian

cancers. Can Fam Physician 2008;54:1691-2.

  9. Patmasiriwat P, Bhothisuwan K, Sinilnikova OM, Chopin S,

Methakijvaroon S, Badzioch M, et al.  Analysis of breast

cancer susceptibility genes BRCA1 and BRCA2 in Thai

familial and isolated early-onset breast and ovarian

cancer. Hum Mutat [DOI:10.1002/humu.9049]. 2002:

20. Available from: http:/www 3. interscience. wiley.

com/cgi-bin/fulltext/98015717/PDFSTART.  Accessed

June 11, 2009.

10. Pongsavee M, Yamkamon V, Dakeng S, O-charoenrat P,

Smith DR, Saunders GF, et al.  The BRCA1 3'-UTR:

5711+421T/T_5711+1286T/T genotype is a possible

breast and ovarian cancer risk factor. Genet Test Mol

Biomarkers 2009;13: 307-17.

11. Mcbride  OW, Merry D, Givol D. The gene for human p53

cellular tumor antigen is located on chromosome 17

short arm (17p13). Proc Natl Acad Sci USA 1986; 83:

130-4.

12. Chariyalertsak S, Chariyalertsak S, Cheirsilpa A,

Chindavijak K. Prognostic importance of p53 and c-erbB-

2 oncoproteins overexpression in patients with breast

cancer.  J Med Assoc Thai 1998; 81: 698-704.

13. Sangrajrang S, Arpornwirat W, Cheirsilpa A, Thisuphakorn

P, Kalalak A, Sornprom A. Serum p53 antibodies in

correlation to other biological parameters of breast

cancer. Cancer Detect Prev 2003; 27: 182-6.

14. Soontrapornchai P, Chanvitan A, Koontongkaew S,

Sunpaweravong S.The prognostic value of p53

mmunostaining in node-negative breast carcinoma. J Med

Assoc Thai 2007; 90: 1833-8.

15. Coussens L, Yang-Feng TL, Liao Y-C. Tyrosine kinase

receptor with extensive homology to EGF receptor shares

chromosomal location with neu oncogene.  Science 1985;

230: 1132-9.

16. Suwanagool P, Parichatikanond P, Maeda S.  Expression

of c-erbB-2 oncoprotein in primary human tumors: an

mmunohistochemistry study.  Asian Pac J Allergy Immunol

1993; 11: 119-22.

17. Chearskul S, Onreabroi S, Churintrapun M, Semprasert

N, Bhothisuwan  K.Immunohisto-chemical study of c-

erbB-2 expression in primary breast cancer.  Asian Pac

J Allergy Immunol 2001;19: 197-205.

18. Chariyalertsak S, Chariyalertsak S, Cheirsilpa A, Sugano

K, Ohkura H.  Immunohistochemical detection of c-erbB-

2 oncoprotein in patients with breast cancer. J Med Assoc

Thai 1996; 79: 715-21.

19. Supanaranond K, Sukarayodhin S, Tanyakaset M,

Balachandra K, Jullaksorn D, Rienkijkarn M, et al.

The significance of HER-2/neu/c-erbB-2 gene

amplification in benign and malignant breast disease.

Southeast Asian J Trop Med Public Health 1997; 28:

631-40.

20. Menasce LP, White GR, Harrison CJ, Boyle JM.

Localization of the estrogen receptor locus (ESR) to

chromosome 6q25.1 by FISH and a simple post-FISH

banding technique. Genomics 1993; 17: 263-5.

21. Rousseau-Merck MF , Misrahi M, Loosfelt H, Milgrom E,

Berger R. Localization of the human progesterone

receptor gene to chromosome 11q22-q23. Hum Genet

1987; 77: 280-2.

22. Chariyalertsak S,Chariylertsak S, Ruangvejvorachai P.

	������������



    �	��  ���������� � 85
����
����������
�
������	
���
��������������

Immunohistochemical detection of estrogen and

progesterone receptors in primary breast cancer. Asian

Pac J Allergy Immunol 1998; 16: 161-6.

23. Chariyalertsak S,Thisuphkorn P, Ruangvejvorachai P.

Correlation between immuno histochemical and

biochemical estrogen receptors in the prognosis of

patients with breast cancer. Asian Pac J Allergy Immunol

1999;17: 107-12.

24. Chearskul S, Bhothisuwan K, Churintrapun M,

Semprasert N, Onreabroi S. Estrogen receptor-alpha

mRNA in primary breast cancer: relationship to estrogen

and progesterone receptor proteins and other prognostic

factors.  Asian Pac J Allergy Immunol 2002; 20: 13-21.

25. Lertsanguansinchai P, Chottetanaprasith T,Chatamra K,

Sampatanukul P, Wannakrairot P, Rojpornpradit P, et al.

Estrogen and progesterone receptors status in Thai

female breast cancer patients: an analysis of 399 cases

at King Chulalongkorn Memorial Hospital. J Med Assoc

Thai 2002; 85 Suppl 1: S193-202.

26. Sangrajrang S, Sato Y, Sakamoto H, Ohnami S, Laird

NM, Khuhaprema T, et al. Genetic polymorphisms of

estrogen metabolizing enzyme and breast cancer risk in

Thai women.  Int J Cancer [DOI: 10.1002/ijc.24434].

2009: 19. Available from: http://www3.interscience.wiley.

com/journal/122267066/abstract. Accessed June 11,

2009.

27. Marahatta SB, Punyarit P, Bhudisawasdi V, Paupairoj

A,Wongkham  S ,Petmitr S.Polymor- phism of glutathione

S-transferase omega gene and risk of cancer. Cancer

Lett 2006; 236: 276-81.

28. Purisa W, Chariyalertsak S, Sangrajrang S. Association

between GSTO1 polymorphism and clinicopathological

features of patients with breast cancer. Thai Cancer J

2008; 28: 184-9

29. Pongtheerat T, Treetrisool M, Purisa W. Glutathione S-

transferase (GSTs) Polymorphism in breast cancer of

Thai patients. Asian Pac J Cancer Prev 2009; 10: 127-32.

30. Sangrajrang S, Schmezer P, Burkholder I, Boffetta P,

Brennan P, Woelfelschneider A, et al.The XRCC3

Thr241Met polymorphism and breast cancer risk: a case-

control study in a Thai population. Biomarkers. 2007; 12:

523-32.

31. Sangrajrang S, Schmezer P, Burkholder I, Waas P, Boffetta

P, Brennan P, et al.  Polymorphisms in three base excision

repair genes and breast cancer risk in Thai women.

Breast Cancer Res Treat 2008; 111: 279-88.


	ชื่อบรรณาธิการ
	คำแนะนำ
	44
	46
	53
	63
	72
	80

