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TOM TAT

ChI nhitng bénh nhan khéng mang dét bién gene Kras mé&i dép tng tét véi khang thé khang EGFR. Céc
dong té bao va plasmid mang 7 diém dét bién khéc nhau cda Kras da duoc st dung dé xay dung quy
trinh reatime PCR déc hiéu allele c6 tich hop gidi phap céng nghé bat moi hai Ian (dual — priming oligo
-DPOQ). Béng phuong phap nay chiing téi ¢ thé xéc dinh dwoc céc dot bién khac nhau cla gene Kras
khi c6 1% DNA mang dét bién. Ddng thoi sé ddu xét nghiém duoc gidm ttr 7 xuéng coén ba 3 phan trng
vi thé tiét kiém duoc chi phi xét nghiém. Nhw vay, quy trinh xac dinh dét bién gene Kras ¢é dé nhay, do
dac hiéu cao da dwoc xay dwng thanh cong
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ABSTRACT

SETTING UP A COST EFFECTIVE MOLECULAR ASSAY FOR KRAS
' GENE MUTATIONAL GENETICS TEST

Ngo Tat Trung', Tran Thi Thanh Huyen', Le Huu Song’

Monoclonal anti — epithelial growth factor receptor (EGFR) antibodies has gained FDA’s -approval
for colorectal cancer management, however, only those habouring wild type Kras gene are clinically
relevant tobe immune-therapied by the drug. Colorectal cell lines and plasmids habouring kras mutant
gene are used for developing an allele specific — realtime PCR combined dual — priming oligo (DPO).
It has been shown that our assay can detect any of the Kras gene mutations when the mutant DNA
molecules account for more than 1% total DNA. Furthermore, PCR reaction number was dropped from

7 down to 3, therefore, reducing the laboratory cost accordingly. Thus, a new assay for detecting Kras
gene mutation was successful established.
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Nghién ctru xdy dung quy trinh xdc dinh dot bién gene Kras bang PCR...

L. PAT VAN PE

Theo bao céo ctia TS chirc Y té thé gidi (chuong
trinh globalcan) va théxig ké cua vién ung thu thudc
vién stic khde qudc gia My: ung thu dai tryc trang
(UTDTT) la nguyén nhén gay tir vong ding hang
thir 2 sau ung thu ph("”)'i. Tuy nhién tan suét ctia bénh
nay thay dbi giita cac vung dia ly khac nhau: cao
nhét 14 & bac My, chau Au sau d6 dén khu vuc chau
A O nudc ta, theo Nguyén B4 Puc (2008), ty Ié
tir vong do ung thu dai tryc trang dimg hang thir
4 trong sb cac bénh ly ung thu, né chiém ty 18 tir
5-15% tuy tirng khu vyc dan cu [12].

MGt trong nhitng dic diém ndi béat ctia UTDTT
la ¢ su biéu hién cao ctia thu thé ting trudng biéu
mé (epidermal growth factor receptor-EGFR).
Nghién ctu cho thdy c6 hon 85% truong hop
md UTDTT dugc chin doan bing héa mé mién
dich ¢6 két qua duong tinh véi EGFR [13]. Day
[ mot dich rat quan trong trong diéu trj UTDTT.
Nghién citu ciing cho thdy viéc diéu hoa qua trinh
truyén tin hi¢u tir thu thé EGFR t6i nhan bao cé sur
tham ra rat tinh cyc cua mot nhém protein mang
hoat tinh GTPase ma néi bat la Kras [6]. Nghién
ctru dich t& hoc cho théy c6 khoang 40-45% bénh
nhan UTDTT mang dot bién gene kras [4], [14].
Dong thoi cac thir nghiém 14m sang da khang dinh
cetuximab va panitumumab (nhiing thudc dugc chi
dinh diéu tri UTDTT hién nay) chi that su c¢6 tac
dung kéo dai thoi gian sbng (overall survival) va
thoi gian séng khong bénh (disease free survival)
cho céc bénh nhan khéng mang dot bién gene Kras
[2], [7]. Hudng dan thuc hanh 1am sang moi nhat
do hiép hoi y khoa ung thu Chau Au — ESMO va
hiép hoi ung thu Hoa Ky ciing khuyén céo chi dinh
cetuximab va panitumumab cho nhiing bénh nhan
khong mang dot bién gene Kras [1], [16]. Piéu nay
c6 nghia xét nghiém chén doan dot bién gene Kras

la diéu kién bat budc trudc khi can nhic chi dinh -

cac phéc dd diéu tri dich st dung biét duoc tc ché
EGFR (cetuximab va panitumumab) cho bénh nhan
UTDTT.

Cac dot bién trén gene Kras xay ra tai nhiéu vi tri
khac nhau, nhung tap trung chi yéu ba diém G34,
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G35 va G38 tai 2 codon 12, 13 cua exon 2, ching
hinh thanh 7 thé d6t bién chu yéu sau: 34G>T,
34G>C, 34G>A, 35G>T, 35G>C, 35G>A, 38G>A
[14]. Do d6, xét nghiém dot bién phai dugc thiét ké
sao cho c6 kha nang xac dinh dugc ca 7 dot bién
noi trén.

Hién nay c6 nhiéu phuong phap phat hién dot
bién khac nhau: duoc biét dén nhidu nhét 1a phuong
phap doc trinh ty truc tiép (sanger sequencing)
nhung déy I phuong phap tén kém va mét thoi gian
ciing nhu trang thiét bj dat tién, trong khi d6 d¢ nhay
ky thuat khong cao (cén it nhat 20-30% sé phan tir
dot bién c6 mit trong mau phan tich).

Trén thi trudng vat tu phuc vu chan doan ¢é cac
Kit Tagman scopion, véi dau do phan tir dac hiéu
cho ting vi tri dot bién. Vi do nhay va d6 dic hiéu
cao, dugc g dung khong chi trong chan doan dot
bién Kras ma con dugc dung trong xac dinh dot bién
ctia nhiéu gene khac nhu EGFR [3], [8]. Tuy nhién,
céc kit nay rat dit (chi tinh riéng gia thanh vat tu
tiéu hao mbi bénh nhén phai tra 400 USD cho mét lan
xét nghiém) vi thé gia thanh cla ca xét nghiém sé& rat
cao khong dé duoc chap nhan tai cc nude dang phat
trién trong d6 c6 Viét Nam.

Phuong phap PCR dac hiéu allele ciing c6 d6 nhay
cao (c6 thé phat hién duoc dot bién khi mat dd cua
ching trong mau phén tich chiém 0,1-1%), thiét ké
don gian, tuy nhién ban chat phuong phap ndy dé tao
ra cac tin hiéu duong tinh gia. ‘

Dé giai quyét nhiing han ché cia cac phuong phap
trén ching toi tién hanh nghién ctu nay nham xay
dung quy trinh phat hién dot bién gene Kras ing
dung trong thuc hanh 1dm sang tai cdc Bénh vién.

II. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN
CcUvu |

2.1. VAt ligu: dong té bao ung thur phdi c6 mang céc
dot bién tai codon 12 cua gene Kras (dong H460), dong
ung thu dai truc trang HCT116, HT29 va bd plasmid
mang cac dot bién khéc nhau cua gene Kras do GS
Axel Muendlein (Institute for Vascular Investigation
and Treatment, Cong hda Ao [9] guri tang Khoa Sinh
Hoc Phan Tir BV TW Quén boi 108.
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Hinh 1: Co s¢ Iy thuyét ciia phirong phdp PCR ddic hiéu allele c6 tich hop céng nghé béit moi 2 doan do
Jong-Kee Kim va dong nghiép dé xudt: méi mét dual- priming-oligo (DPQ) bao gom 2 doan noi véi nhau

boi mot chuéi deoxyinosine. Cdc deoxyinosine ¢é kha nang tqo cau hydro khéng déc hiéu va rat yéu voi

tat ca cac nucleotide trong tur nhién (A, T,G,C) vi thé chuoi deoxyinosine sé lam bat hoat sw bat moi khong
ddc hiéu cua primer. Phan 5° ciua DPO quyét dinh nhiét do bat méi (stabilizer) trong khi do phan 3’ voi
nucleotide tan cing bat cdp chinh xdc véi cdc vi tri dot bién sé quyét dinh tinh ddc hiéu cua primer. Phan

ung PCR chi dién ra khi ca 2 phan stabilizer va determiner bat cdp ddc hiéu voi trinh tw dét bién (Chun,

Kim et al. 2007).

2.2. Héa chat: Sybr green I master mix va céc
vt tu can thiét khac cho chay realtime PCR

2.3. Phwong phap: realtime PCR ddc hiéu
allele c6 tich hop cong nghé bdt méi 2 lan (dual-
priming —oligo — DPO): Mbi chan doan mdi vi tri
dot bién gene Kras dugc thiét ké bao gdm 2 phan:
phan 5’ 13 mot primer binh thudng, nd ¢ cac tinh
chét bat mdi nhu mét primer, phan nay duoc ndi véi
phan 3’ nho mét chudi deoxyinosine. S5 lugng cac
deoxyinosine thay ddi tlly tinh chat méi DPO. Phan
5°(stabilizer) quyét dinh diém tan chay cua DPO,
con phén 3 (determiner) duoc thiét ké sao cho dau
tan cting 3" bat cap chinh xac véi nucleotide dot bién
vi thé no quyét dinh tinh déc hiéu ciia DPO. Phan
ang PCR chi dién ra khi ca phan 5° va 3" cia DPO
bat cap chinh xac voi khudn mang dot bién. Trong
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truong hop chi hodc khu vuc 5° hodc 3’ bt cdp voi
khuén DNA, phan tng PCR s& khong thé dién ra
(hinh 1). '

Trinh tu cu thé cua cac DPO trong nghién ciru
nay s& duoc cung cap néu doc gia quan tam va lién
hé v&i nhdm tac gia.

Nhu da dé cap céc dot bién thuong xay ra tai
3 vi tri 34G, 35G hodc 38G va hinh thanh 7 d6t
bién khac nhau: 34G>T, 34G>C, 34G>A, 35G>T,
35G>C, 35G>A, 38G>A vi thé ngoai phuong phap
giai trinh tu tryc tiép hoac phuong phap phan tich
diém tan chay, da sb cac kit thU'O'ng mai déu thiét ké
cac primer riéng lé cho ca 7 vi tri dot bién noi trén
viéc 1am nay lam ting sb phan tmg PCR. Trong thiét
ké cia ching toi vi tri dot bién (34G>T, 34G>C,
34G>A) dugc xac dinh boi 1 phan ung realtime
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PCR tuong tu nhu vay (35G>T, 35G>C, 35G>A)
cling duoc xac dinh bdi 1 phan tng realtime PCR
va dot bién (38G>A) ciling dugc thyc hién boi mot

DPO riéng 1é. Dé khing dinh cac DPO do ching

toi thiet keé cé kha nang nhan [én dac hiéu céac thé

dot bien khac nhau trén gene Kras chung toi tién -

hanh tao dung cac chubi pha loang 10%, 1% 0.1%
va 0% chia 7 dot bién don 1€ tir d6 thyuc hién phan
ung realtime ding cac DPO duoc thiét ké.

Do vi tri G35 c6 thé xay ra 3 d6t bién (35G>T,
35G>C, 35G>A), theo cac cach thiét ké thong
thuong ta can 3 primer dac hiéu allele tuong tng

III. KET QUA

v6i 3 phan tng PCR doc lap cho cac vj tri dot bién
nay. Tuy nhién, tinh chat 1am sang cta 3 vi tri dot
bién nay la nhu nhau vi thé khong can thiét phai
phan biét cu thé ting dot bién don 1&, do vdy trong
thiét ké cua chuing toi, phat hién 3 vi tri ndy dugc
thyc hién cing trong mot phan ung.

Ciing giéng nhu dot bién G35, vi tri G34 c6 thé
xay ra 3 trang thai dot bién 1a (34G>T, 34G>C,
34G>A), cac dot bién nay khong co gia tri [am sang
khac nhau do d6 ching toi thiét ké mot hdn hop
DPO dic hiéu cho ca ba thé dét bién.

3.1. Py nhay ky thuit cia thiét ké DPO véi dgt bién G38A
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Hinh 2: D$ dac hiéu va do nhay cua phan img xdc dinh djt bién Kras G384

Két qua hinh 2 cho thiy phuong phap do ching t6i thiét ké co kha nang phat hién dic hidu dot bién
G38A ngay ca khi ty 1& dot bién nay & mic 1%. Mac di 6 ty 1é thip hon (0.1% hoidc 0%) DPO nay van cho
tin hiéu huynh quang, nhung két qua phan tich diém tan chay cho thay do Ia tin hiéu gia. Do do, ching t6i

xac dinh ngudng phat hién dot bién G38A 1a 1%.

3.2. D) nhay ky thuit ciia thiét ké DPO véi dét bién G35.
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Hinh 3: B¢ ddc hiéu va dé nhay cua phan tmg xdac dinh dot bién Kras G35
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Két qua hinh 3 cho thay tin hiéu huynh quang c6 dugc khi dét bien G35 c6 mat 6 mirc 0.1% trong mau
can phan tich. Hinh anh phan tich diém tan chay ciing cho thay tin hiéu huynh quang hoan toan déc hiéu cho

cac murc pha loang khac nhau cta dot bién G35.

3.3. D¢ nhay ky thuat ciia thlet ke DPO voi dot blen G34
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Hinh 4: D§ ddc hiéu va dg nhay ciia phan zmg xdc dinh djt bién Kras G34

Két qua hinh 4 cho thdy hdn hop DPO do
ching toi thiét ké hoan toan c6 thé ghi nhan duoc
tin hiéu huynh quang khi mat do dot bién tai vi
tri G34 trén ngudng 0.1%. Mac di hinh anh phé
huynh quang ¢6 ghi nhan tin hiéu bat cap léch cta
mdi DPO va doan DNA thé dai (0% G34 — hinh 4
panel phai) nhung nhd ¢ hinh anh phan tich diém

tan chay ma ta biét dugc d6 chinh xac la tin hiéu -

gia. Nhu vdy, hdn hop DPO do ching toi thiét ké
hoan toan dac hiéu cho cac mirc pha loang clia dét
bién Kras G34. »

3.4. So sanh hiéu qua kinh té cha cic phwong
phip xic dinh djt bién gene Kras:

Hién c6 & Viét Nam (dé tién viée thao luan ching
toi goi phuong phap ma chung toi t}hiét lap la Kras¢
DPO“SHPT108)

Badng 1. Hiéu qua kinh 1é cia cdc phirong phdp xdc
dinh dpt bién gene Kras

Tiéu chi | Giai trinh Kit Kras“
danh gia twgene | Taqgman | DPO“
' scopion | SHPT108
Thoi gian 16h 3h 3h
xét nghiém
Vattutiéu | 750 nghin | 400 US | 300 nghin
hao dollar
Do nhay k¥ 20% 1% 1%
thuat
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Phuong phap Kras@DPO@SHPT108 do chiing
toi thiét ké rd rang c¢6 wu diém hon han cac phuong
phéap khac dang ton tai & Viét Nam.

IV. BAN LUAN

Y hoc cac thé ma & d6 cac phac do dleu tri dich
dugc ap dung mot cach cd lya chon da va dang dugc
cong dong chip nhan trong diéu tri ung thu [10].
Tuy nhién cac bénh nhan khac nhau s€ cé cdc muc
dap tmg khac nhau véi timg phac dd biét dugc hay
phéac dd diéu tri dich cu thé. Diéu can thiét 1a phai
tién luong dugc mirc d6 dap ing ctia modi bénh nhan
tham gia diéu tri. ‘

Riéng v&i ung thu dai truc trang, ngoai phac dd
kinh dién 1a diéu tri‘hda chét S-fluorouracil, mot sb
bénh nhan dac biét 1a bénh nhan di cdn giai doan
mudn, ¢ mac do biéu hién cao EGFR con c6 thé
duoc chi dinh sir dung cac khang thé don dong
khang EGFR nhu cetuximab va panitumumab. Tuy
nhién céc biét dugc nay mot mat chi that sy kéo dai
thoi gian séng cho nhiing bénh nhan khéng mang
dot bién gene Kras [1], [2], [7],
an nhiéu tac dung phu va déc biét rat dt tién do do

mat khac nd tiem

doi hoi can phai lam xét nghiém chan doan trang
thai dot bién gene Kras trudc khi chi dinh cac dugc
pham tc ché EGFR cho bénh nhan [1], [16]. Thong
thuong ta c6 thé ap dung phuong phap giai trinh tu
truc tiép (Sanger sequencing) trong tim kiém cac vi
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tri dot bién khac nhau trén gene Kras, tuy nhién giai .

phép nay chi co thé chi ra dugc cac thé dot bién khi
né ¢6 ndng do clia nd vuot qué it nhat 20% trong
mau DNA can phén tich [13].

pé tang d0 nhay cua xét nghiém rat nhiéu
gidi phdp cong nghé da dugc trién khai trong
d6 ndi bat hon ca 1a cong nghé Scorpion probe
c6 tich hop b mdi dugc thiét ké theo nguyén ly
amplification refractory mutation system do hang
Kit Therascreen Kras mutation test kit do hang DxS

limited Manchester cung cap. Kit nay ¢6 mét yeu

diém 12 nguoi sir dung phai tién hanh ddng thoi ca
7 phan Gng chan doan tuong tmg v&i 7 vi tri dot
bién thuong gap trén gene Kras. Hon nia khi ting
s& vong chay PCR dén mot ngudng nhat dinh né
s& tao ra tin hiéu gia vi thé nha san xuét Kit nay c6
dua ra cac ngudng gidi han (Ct cut off), tuy nhién
chc ngudng gidi han cho timg vi tri dot bién [a khac
nhau, nd sé€ gdy ra tinh bt tién nhat dinh trong thuc
hanh lam sang.

pé han ché hién tugng duong tinh gia, ngoai
viéc tich hop cong nghé amplification refractory
mutation system, ngudi ta c6 thé dua vao phan tng
realtime PCR cac blocker cé tinh ning tc ché su
nhan Ién clia cac phan tir DNA thé hoang dai [11]

hodc stra doi b moi thanh hai khu vuc theo nguyén
ly bat mo6i hai lan (dual - priming — oligo) [5]. Viéc

thict ké primer theo nguyén ly bat moi 2 lan s& dam

bao méi nay chi dugc kéo dai (phan img PCR dién
ra) khi ca 2 khu vuc 5° — stabilizer va 3" determiner
bat cap chinh xac voi khudn DNA dot bién. Véi
thiét ké nay tang tinh dic hiéu cia mdi 1én rat nhiéu.

Vi truong hop dot bién gene Kras: cac vi tri
dot bién khac hoan toan khéng mang su khac biét
trong tién luong diéu trj ung thu dai truc trang
vi thé bang cach nao do ta chi cn chi ra c¢é bénh
nhan c6 mang dot bién gene Kras hay khong la du.
Vi thé chiing t6i thiét ké 3 DPO riéng 1¢ dic hiéu
cho 3 nhom dot biét tai cac vi tri G38, (38G>A),
G35(35G>T, 35G>C, 35G>A) G34 (34G>T,
34G>C, 34G>A). Thiét ké nay mot mit van giir
dugc d§ nhay k¥ thuat & muc cao dang ké (c6 thé

“xac dinh dugc bét cir | trong 7 dot bién gene Kras

khi mat d§ cia n6 vuot qua 1%) mat khac lam
giam so dau phan ung realtime PCR tir 7 xudng 3

~ phan Gng vi thé I€ hién nhién tiet kiém dugc chi

phi xét nghiém ciing nhu lam cho qua trinh phan
tich ket qua sau xét nghiém d& phic tap hon.

V. KET LUAN ,

Quy trinh chan doan dot bién gene Kras da duoc
xay dung thanh cong. Véi quy trinh ndy chung toi
da giam s6 dau phan émg PCR tir 7 xudng con 3
phan ng nhung van dam bao xéc dinh duoc dot
bién'gene Kras khi quan thé dot biét chiém qua 1%
DNA bénh pham.,

TAILIEU THAM KHAO .

C6 16 tai liéu tham khao, néu co nhu cau xin déc gia lién hé vdi tac gia
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