Nghién ctru xdy dung quy trinh xac dinh d6t bién gene EGFR ...

NGHIEN CUU XAY DUNG QUY TRINH XAC DINH bOT BIEN
GENE EGFR & BENH NHAN UNG THU PHOI KHONG TE BAO NHO
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TOM TAT

D4t van dé: Xac dinh dot bién gene EGFR la mét yéu cdu cén thiét truéc khi diéu tri dich cho bénh
nhéan ung thu phéi khéng té bao nhé.

Muc tiéu: Xay dung quy trinh xét nghiém chén doan céc trang thai dot bién mét doan trén exon 19
{Del19 (746-750)} va dét bién diém trén Exon 21 (L858R).

Vat liéu va phwong phap: Céc dong té bao H1975, PC9, NCI-1650 va HCC-827 dwoc nudi cay trong
céc diéu kién chuén. Bénh phdm ung thw phdi dwoc thu nhéan, xir ly va tach chiét DNA téng sé. D6t
bién gene EGFR duoc xéc dinh bdng Real Time PCR d&c hiéu alen, PCR d&c hiéu hai huéng alen va
S0 sanh vdi giai trinh tw gene.

Két qua: D4 thiét Iap dwoc phuong phép xéc dinh dot bién mat doan trén exon 19 (delE746-A750)
cta EGFR theo Dahse va cong suw tai Khoa Sinh hoc phén t&r, Bénh vién TUQP 108. Phuong phap
nay cé dé nhay ky thuét cao hon ré rét so véi phwong phap doc trinh truc tiép (0,1% so véi 25%).
Béng Real Time PCR d&c hiéu alen chang t6i c6 thé phat hién dot bién gene trén Exon 21 (L858R)
6 néng do 1%.

Két luan: Quy trinh chén doén céc thé dot bién ciia EGFR da dwoc xay dung thanh céng va cé gia tri
cao hon so véi giai trinh tw gene.

Tw khéa: Ung thu phéi khdng té bao nhd, dot bién gen EGFR.

ABSTRACT
ESTABLISHMENT OF EPITHELIAL GROWTH FACTOR RECEPTOR MUTATION
ANALYSIS PROTOCOL FOR NON SMALL CELL LUNG CANCER PATIENTS
Ngo Tat Trung', Nguyen Trong Chinh', Nguyen Van Son’,
Nguyen Viet Long’, Regine Dahse? Dwong Hong Quan?® va Le Huu Song'

Introduction: It is indispensable to screen for EGFR mutations before indicating tyrosine - kinase —
inhibitor — based - targeted therapeutic regimens to non-small-ce/l#-ung-cancer patients.

Objectives: To set-up a molecular diagnostic protocol for detecting exon 19 Del19(746-750) and exon
21 point mutation (L858R) of epithelial growth factor receptor (EGFR) gene.

Materials and methods: Cell lines H1975, PC9, NCI-1650 (positive for exon 19 Del19(746-750), HCC-827
(positive for exon 21 point mutation - L858R) were cultured under standard conditions. Genomics DNA was *
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extracted and tread as template for bidirectional PCR amplification of specific alens - Bi-PASA[1] (exon 19
Del19(746-750) or alllelic specific gPCR for exon 21 L858R detection. ‘ i
Results: Two alelle speciﬁ'c PCR based assays for (exon 19 Del19 (746-750) and 21 L858R point

mutation have been successfully established, which are applicable to detect the present of less than

1% mutated DNA in the clincal samples.

Conclusion: An income relevant molecular tool for EGFR mutation screening has been set up, which,
technically, is more sensitive than the conventional Sanger sequencing approach.
Key words: Non small cell lung cancer, epithelial growth factor receptor mutation.

L. PAT VAN PE
Ung thu phdi 12 bénh gdy tir vong cao nhét trong
sb céc bénh ung thu ma con ngudi biét dén, theo
bao cao “Globocan-2008” do Té chirc Y té Thé gigi
(WHO) cong b, bénh nay chiém 16,5% trong téng
s& ca ung thu va chiém 22,5% ca tir vong trong s6
cac bénh c6 lién quan dén ung thu, riéng nim 2008
trén thé giéi c6 khoang 1,4 triéu ngudi chét vi ung
thu phdi [2]. Theo mot sb thdng ké chua day du tai
Viét Nam, ty 1€ mic ung thu phéi 1a31/100.000 dan
& nam gi6i va 7/100.000 dan & ni¥ giéi, con theo sb
ligu cong bd tir cac chuong trinh diéu tra ung thu do
T chiic Y t& Thé gi6i tién hanh (Globocan): nim
2008 Viét nam c6 20.659 bénh nhan ung thw phdi
méc méi.
Dura trén hinh thai t& bao ngudi ta chia ung thu
phdi thanh ung thu phbi té bao nthé (small cell lung

cancer- SCLC) va ung thu phdi khong té bao nhd

(non small cell lung cancer- SCLC). Ung thu phdi t&
bao nho chiém 15-20% ca ung thu, con lai 80-85%
s ca ung thu phéi 12 ung thu phdi khong té bao nho
(UTPKTBN = NSCLC). Do phac db héa trj hoic
xa trj twong ddi ¢6 hiéu qua trong viée tidu diét cac
khéi hach ung thu phdi té bao nho nén cac nghién
ctu lam sang tdp trung nhiéu vao viéc chiva trj cho
cac bénh nhan UTPKTBN. :

Mot dic diém ndi bét cia ung thu phdi khong té
bao nho la sy gia tang miic dc}f biéu hién cta thu thé
biéu md (epithelial growth factor receptor-EGFR).
Thuy thé nay co lién quan dén co ché diéu tr dich.

Hién nay trén thj trudng duoc phém tdn tai hai hoﬁ
chét ¢6 kha nang irc ché EGFR da duoc co quan quan
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Iy thuc phdm va dugc pham Hoa Ky (FDA) cho phép
str dung trong diéu tri ung thu phéi khong té bao nho
giai doan mudn [a Gefitinib va Erlotinib. Viéc chi dinh
str dung cac dugc pham nay khéng chi phu thude vao
mirc d6 biéu hién ciia thu thé EGFR, ma ban thén trang
thai dot bién clia gene EGFR ciing dong vai trd quyét
dinh sy thanh cong cua cac phac dd diéu trj dich str
dung tyrosine Kinase inhibitors. Nghién ctru cho thiy
céc cong déng dan cu khac nhau c6 tin sudt xuit hién
cac dot bién EGFR khac nhau: trong khi chi c¢6 10-
15% bénh nhan UTPKTBN ngudi Au, Phi (Caucasian
ethnics) mang dot bién EGFR, thi ty 18 nay & chau
A 1a khoang 40-60% [3, 4]. Da sb cac trudng hop
dot bién gene EGFR xay ra & cac exon 18 (3%),
exon 19 (45-53%), exon 20 (4%), va exon 21 (45%)

[5]. Ngoai ra, cac vi tri dot bién tai cic exon khéc

nhau quyét dinh cac tinh chat sinh héa khac nhau
ctia EGFR, ddng thoi quyét dinh kha nang d4p tng
diu tri khac nhau cua bénh nhan UTPKTBN véi
Gefitinib hod#c Erlotinib [5, 6]. ’

Vi vy, Hiép hoi ung thu lam sang My va Hiép
hoi dng thu 1am sang chau Au [7-10] da khuyén
cao chi dinh xét nghiém trang thai déf bién tai
cac exon 19, 21 cua gene EGFR trudc khi dua ra
q‘uyét dinh lya ¢hon liéu phap diéu tri. Tuy nhién,
hién nay & Viét Nam chua c6 co sé ndo tién hanh
thuc hién cac xét nghiém xac dinh d{)t bién EGFR
mét cach thudng quy. Do d6, chiing toi tién hanh
nghién ciru ndy nhim xay dyng quy trinh phat
hién dot bién gene EGFR c¢6 gia tri trong thuc
hanh 1am sang v6i d6 nhay va d¢ dac hi€u cao, gia
thanh thip.
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IL POITUQNG VA PHUONG PHAPNGHIEN
cuu

2.1. P6i twgng: Céc dong t& bao UTPKTBN
mang dot bién EGFR: PC9, NCI-1650, HCC827
(delE746-A750), H1975 (L858R), dugc nudi ciy
trong cac diéu kién chuan. Bénh phdm ung thu phdi
(dich mang phéi, dich rira phé quan, dom, sinh thiét
phdi) duoc thu nhan va bao quan trong dung dich
luu giti DNA.

2.2. Phuong phap: Céc dong té bao dugc nudi
cdy theo phuong phéap chuén, sau 4 - 7 ngay kiém
tra dat mat do dat khoéng 5-8x10° t& bao/ml. Toan
bd té bao, DNA téng sb dugc tach chiét va ding
lam khudn cho phan ang multiplex-PCR véi bd
mdi dac hiéu cho cac thé hoang dai hoac dot bién
cit doan trén exon 19 (delE746-A750). Trong
khi d6 dot bién diém trén exon 21 dugc phat hién
bing phuong phap alleic specific Sybr green real
time PCR vé6i bd mdi dic hiéu cho ca thé hoang dai
va thé dot bién L858R. |

2.2.1 Thiét ké bp mdi cho chin dodn dpt bién
L858R exon2l: Bé phan biét dot bién (L858R) cia
exon 21, 2 bd mdi dic hiéu cho tung alen dugc ching
toi thiét ké sao cho ddu 3’ ctia mdi xudi (forward
primer) bt cdp chinh xac voéi hai alen riéng biét tai
vi tri nghi ngd ¢ dot bién, trong khi dé mdi nguoc
(reverse primer) s€ dugc dung chung cho ca alen
wild type va alen mutant. (hinh 1 A — trinh tu moi

cu thé s& dugc cung cap khi ngudi doc quan tdm va
lién hé voi nhom tac gia).

2.2.2. Thiét ké bp méi cho chin dodn dapt bién
miit dogn exon 19 (delE746-A750)

Do cac dot bién trén thu thé EGFR xay ra rai
réc tai cac exon khac nhau [11] nén can phai thiét
ké cac bd mdi thich hop cho tung khu vuc dét
bién. Riéng véi dot bién mit doan trén exon 19
(delE746-A750) ching t6i sir dung phuong phap
PCR ddc hiéu hai huéng alen do Dahse va é(f)ﬂg su
dé xuat (bidirectional PCR amplification of specific
alens — Bi-PASA [1]) v6i bd mdi duoc thiét ké nhu
bang 1 [1]. ‘

Cap mdi outer 19P/ 19Q nhan dac hiéu bang
444bp, khu vuc co thé chia dot bién mat doan
(delE746-A750). M&i don 19B bit dac hidu vao vi
tri dot bién mat doan (delE746-A750). Mdi don 19A
bat vao vi tri wild type ctia exon19.

Trong mot phan ting PCR c6 chira ddng thoi cac
mdi 19P/19Q/19B/19A s& ¢6 thé khuéch dai tao ra
3 san pham PCR: PQ (444 bp), AQ (325 bp) va PB
(134 bp). Trong d6 bing PQ la “ngoai ndi chuin?,
AQ la bang dic hiéu cho thé hoang dai cua exon19
dong thoi dong vai trd 14 ndi chuén trong cho phan
tmg PCR déc hiéu hai hudng (bidirectional PCR
amplification of specific alens — Bi-PASA) va bang
PB la tin hiéu khéng dinh sy c6 mit ctia dot bién méat
doan (delE746-A750).

Bang 1: Trinh tw méi sir dung trong phan tmg PCR ddc hidu hai hirong alen
chén dodn dor bién mat dogn exon 19 (delE746-4750).

19 P1 GTAACATCCACCCAGATCACTG
19Q1 GTGTCAAGAAACTAGTGCTGGG
19A4 CCCGTCGCTATCAAGGAATTAA
19B4 GTTGGCTT-TCGGAGATGTT-TTGATAG _

III. KET QUA

3.1. Alleic specific real-time PCR va d¢ nhay
ky thuit cho chan doan d6t bién exon21

Khi tién hanh chin doan dot bién (L858R), ta
tién hanh ddng thoi 2 phan Urng real time PCR (sir
dung Sybr green | dé nhan biét san pham PCR)
bat cip twong tng véi ca alen wild type va alen
mutant. Lic d6 s& xay ra 2 kha nang: i) néu mau
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DNA khéng chira dot bién L858R, tin hiéu huynh
quang (trén ly thuyét) chi duoc ghi nhén & phan
ing qPCR sir dung mdi xudi dic hiéu cho alen .
wild type. Nguoc lai néu mau DNA c¢6 chira ca
thé hoang dai va dot bién (L858R), ta sé ghi nhan
duoc tin hiéu huynh quang & ca 2 phan Gmg qPCR
st dung moi dac hiéu cho alen wild type va alen
mutant (L.858R) twong tng.
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% Delayed amplification

P Early amplification

: H [ 13
0% L858R RN
{mismatch signal ) A

42

L858R signal (L2845)

WTsiQnaicL2845) ERETETEEN NS RARNEVS) 21

WT signat (K81)

Mismatch signal (K81) . e : >

Hinh 1: A) Co so Iy thuyét cua kj thudt Alleic specific real-time PCR chdn dodn dét bién exon
21(L858R), B) mé hinh pha lodng xdc dinh dg nhay ciia kyj thudt chdn dodn dot bién (L858R). Két qua
cho thdy khi chi c6 1% mdu DNA c6 dgt bién thi phwong phdp nay ciing c6 thé phdt hién dwoc. C) tin hiéu
huynh quang dugc nhdn lén 6 ca phan vmg ngi chudn (sir dung bo moi WT) va phan vmg chén dodn dot
bién (L858R) trén mdu bénh phcfm L2845. Tuy nhién méu bénh phcf;n K81 chi cho tin hiéu méi WT

Trong thuc hanh s& xay ra hién tugng bt cap
léch (mismatch) ctia primer, do d6 ngay ca khi miu
DNA khéng chita dot bién (L858R), tin hiéu huynh
quang vin xuét hién & ca 2 alen. Phan tich s& thiy
tin hiéu gia tré hon tin hidu that khoang tir 5 dén 15
chu ky va tin hiéu nay chi xuét hién & chu ky trén 35
(hinh 1 B). Trong trudng hop miu DNA bénh phim
c6 khdi lugng khoang vai trim nano gram, ching
t6i gan nhu khong ghi nhan duoc tin hiéu bit cip
1éch nao (hinh 1 C). :

3.2. P§ nhay k¥ thuit cho chin doin exon19
(delE746-A750) ‘

Pé xéc dinh ty 16 DNA t6i thidu mang d6t bién
mat doan exonl9 (delE746-A750) c6 trong mau
bénh phém ma k¥ thudt co thé phat hi¢n, ching
toi tién hanh pha lodng miu DNA mang ddt bién
exon19 (delE746-A750) vao mau DNA ngudi khoe
manh & céc ty 18 khac nhau, sau dé tién hanh phan
ung PCR déc hi¢u hai huéng alen [1]) & cac diéu
kién khac nhau. Két qua duoc thé hién trén hinh 2
cho thdy k¥ thuat céa ching toi c6 thd phat hién
dugc dot bién exon19 (delE746-A750) khi ty 16 cac
phan tr DNA mang d6t bién nay xuit hién duéi
0.1% trong mau bénh pham (hinh 2 — panel duéi).
Nhay hon 10 l4n so véi phuong phap nguyén thity
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do tac gia Regine Dahse cong bé (Hinh 2 — panel
trén) [1, 12, 13]

M 0% 2% 5% 1%

. o WT band

A T band

Tr-Condition
€——WTband

oot AT b

Hinh 2: D nhay kj thudt cia xét nghiém chdn dodn
exonl9 (delE746-4750): cdc diéu ki¢n ctia phan
ung diroc thiét ké sao cho né cé thir twe wu tién cho
sw nhdn lén cua bing dot bién (MT band) (137bp),
hoang dai (WT band) va bding ngogi nji chudn (outer
internal control band). Vi thé it treong hop ta

quan sdt dirgc bang ngoai ngi chudn. '
3.3. So sanh d§ nhay ky thuit giita phwong
phap PCR dic hiéu hai hwong alen (bidirectional
PCR amplification of specific alens — Bi-PASA)
va phwong phip doc trinh tw truyén théng
(Sanger sequencing): mét uu diém coa phuong
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phép giai trinh ty truc tiép trong chan doan dot bién
gene, trong do cé dot bién EGFR 1a d6 dic hiéu cao,
déng thdi ¢ thé tim ra dugc céc'vi tri dot bién mai
ma cac phuong phap khac khong lam dugc nhung
yéll diém ndi bat cua giai trinh tu gene 1a d§ nhay
k¥ thuat (néu ta quan tam dén mot vi tri dot bién cu
thé) khong cao: thong thub‘ng phai can it nhat 25%
s6 phan tir DNA mang d6t bién c6 mit trong mau
- phan tich m&i cho két qua duong tinh, diéu nay vo
tinh lam tang ty I¢ 4m tinh gia.

Pé ching minh luan diém nay trong cic xét

5% (delE746-A750)

25% (delET46-AT50)

nghiém chan doan dot bién EGFR, chung toi tién
doc trinh tu cdc mau pha loding c6 chira 5%, 25%
va 50% dot bién mat doan exon19 (delE746-A750),
két qua hinh 3 (panel trai) cho thdy mic dii c6 dén
5% quan thé DNA mang dot bién mét doan nhung
tin hiéu sequencing chi cho trinh ty ctia thé w1ldtype
(AAGGAATTAAGAGAAGCAA).
Khlquanthedotblenomuc25%(delE746-A750),
(hinh 3 - panel giira), tin hiéu sequencing la sy dan
xen giita cac nucelotide clia ca thé wild type va thé
mutant. (AAAGCAATCTAACCGAAAAGCA).

50% (delE746-A750)

H‘ nh 3 Ket qua doc trmh tw (Sanger .sequencmg) chi ra ring phuong phap nay chi cé thé phat hién dwoc
dot bién EGFR Dell9(delE746-4750) khi quadn thé DNA mang dét bién 1071 hon 25% téng sé phdn ne
DNA trong mdu phan tich.

Va khi quan thé dot bién dat dén ngudng 50% ta
méi thu dugc tin higu trinh ty dic trung cho thé dot
bién (CGCTATCAAAGACATCTACCAA).

Nhu vdy véi mot muyc tiéu 1a tim dot bién & mot
vi tri cy thé, phuong phap PCR dic hiéu hai hudng
alen c6 d§ nhay ky thuét cao hon nhidu so voéi
phuong phap doc trinh truc tiép (0,1% so v6i 25%).

IV. BAN LUAN

Ung thu phdi 1a mét trong nhitng bénh ac tinh ¢6
thoi gian tién trién bénh nhanh nhét va gy tir vong
cao nhét trong s6 nhém bénh ung thu. Néu chip
nhan diéu tri theo phac dd truyén théng sir dung
carboplatin— paclitaxel thoi gian sdng khong bénh
va thoi gian séng thém cia bénh nhan UTPKTBN
tuong ng 1a 5,4 thang va 23,6 thang trong khi dé
con sb ndy & bénh nhan chép nhan diéu trj bang
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duoc phdm-tyrosine kinase inhibitor (Gefitinib va .
Erlotinib) trc ché thu thé biéu mé tuong tng 12 10,8
va 30,5 thang [5, 6]. Tuy nhién dép ung diéu trj ca
bénh nhin UTPKTBN véi cac dugc phém diéu tri
dich 1 hoan toan khéc nhau: i) Chi c6 cac ca thé
mang dot bién (delE746-A750) hoic (L858R) trén
exon 18 va 21 m&i co dap tng tt v6i phac do nay.
ii) Cac bénh nhan khac hodc khong dap ung diéu
tri (néu mang thu th EGFR hoang dai) iii) hodc
bénh s& trd nén ning né hon (déi véi cac cac thé
mang dot bién trén exon 18 hodc 20). Chinh vi vay,
viéc sang loc dot bién EGFR la mét buéde rit cd y
nghia trong diéu trji UTPKTBN. Trén thyuc té vin
ban mé&i nhat hudng din diéu tri ung thu phdi do
mang ludi ung thu qudc gia My ban hanh nam 2011
cling khuyén cao thyc hién xét nghiém sang loc
dot bién (delE746-A750) va (L858R) trude khi can
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nhac cac phac do di€u tri thich hop cho bénh nhan -

UTPKTBN. , ‘
Tuy nhién xét nghiém nay c6 gia thanh rat cao

neéu sir dyng cac kit thuong mai (mac du d nhay

clia cac kit ndy ciing chi cho phép phat hi¢n cac
phén t DNA dét bién khi ty 1€ mang gene dot bién
dat ngudng trén 1%).

Chi tinh riéng vét tu ti€u hao, mdi bénh nhan ¢
thé phai tra it nhat 50 USD/Ian xét nghiém. Chi phi
tron ven cho mot 1an xét nghi¢m cé thé 1én dén 5
triu d@mg/bénh nhan nhu tai mot sb co s& ¢6 trién

khai xét nghi¢m nay & nudc ta. Pay 1a mic gia qua

, ; . 5 A A A 7
cao, qua strc chiu dung cua da so bénh nhan do do

rat khé phd bién dai tra trong cong ddng ngudi bénh.

Xuat phat tir nhiing y nghia d6, Khoa sinh
hoc phén tir, BV TUQD 108 da xdy dung thanh
cong xét nghiém chén doan 2 dang dot bién chinh
(delE746-A750) va (L858R) trén thy thé EGFR véi
do nhay k¥ thuét cho phép phat hién dot bién khi
qun thé céc phan tr DNA mang dot bién c6 mat
dudi 1% trong mau bénh phim.

V. KET LUAN

Quy trinh chdn doan do6t bién gene EGFR da
dugc xdy dung thanh cong véi d§ nhay cao va céd
gié tri cao hon so v&i giai trinh ty gene truc tiép.

TAI LIEU THAM KHAO
C6 13 taii liéu tham khcio, néu ¢6 nhu cdu xin déc gia lién hé véi tdc gia
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