TAP CHi NGHIEN CU’U Y HOC

XAC DINH DOT BIEN GEN EGFR BANG KY THUAT
GIAI TRINH TU GEN TREN MAU MO UNG THU BIEU MO PHOI
KHONG TE BAO NHO

Nguyén Van Duy' va Tran Van Khanh?*
'Bénh vién Phéi Trung wong
2Trwong Dai hoc Y Ha Noi

Ung dung ky thuét y sinh hoc phan ti trong xac dinh dét bién gen EGFR da dem lai nhiing loi ich néi
béat trong diéu tri dich bénh nhan ung thw phdi khong té bao nhé (UTPKTBN), trong d6 ky thuét gidi trinh
tw gen va Realtime PCR dang duoc st dung phé bién & Viét Nam, ca 2 ky thuét déu c6 nhing wu, nhuoc
diém riéng, c6 thé phdi hop, hé tror cho nhau. Nghién ctu nay duoc thuc hién véi muc tiéu: 1) Xéac dinh
doét bién gen EGFR bang ky thuét gidi trinh tw gen trén méu mé UTPKTBN; 2) So sénh két qud xac dinh
dét bién gen EGFR giita ky thuét gidi trinh tw gen va Realtime PCR. Thu thap 78 méu DNA cta bénh nhén
UTPKTBN d4a duoc xac dinh c6 dot bién gen EGFR bang ky thuét Realtime PCR. Ky thuét gidi trinh tw gen da
duoc ap dung dé xéc dinh dét bién gen EGFR, so sénh két qua dot bién gen EGFR gitia 2 ky thuat Realtime
PCR va gidi trinh tw gen. Két qué cho thdy 68/78 méu bénh nhan phat hién dét bién tuong dong véi ky thuét
Realtime PCR (87,18%), 10 méu &m tinh gid déu c6 ty Ié phén trém té bao ung thw thédp (< 35%). Ty Ié 4m tinh
gid cua ky thuat giai trinh tw gen trong nghién ctiu la 12,82%, chd yéu ndm trong nhém cé ty 1é phén tram té
bao ung thuw thép (< 35%). Vi vay, nén st dung ky thuét gidi trinh gen tim dét bién EGFR cho nhiing méu mé
c6 ty 16 phan trdm té bao ung thw cao, véi nhitng méu cé néng dé thap nén str dung ky thuét Realtime PCR.

T khéa: dot bién gen EGFR, ung thw phdi khéng té bao nhé, ky thuat giai trinh tw gen.

I. DAT VAN BE

Ung thw phdi cé ty 1é mac ding ther 2 (sau
ung thw va) va chiém ty 1é t& vong cao nhét
(18%) trong nhirng bénh ung thw thuwdng gap,
trong d6 chiém 85% truwéng hop ung thu phdi la
UTPKTBN.! Viéc xac dinh dot bién gen EGFR
c6 y nghia to I&n trong diéu tri dich bénh nhan
UTPKTBN. Thang 6/2009, Cuc Quan ly Thwc
phdm va Dwoc phdm Hoa ky (FDA) chinh
thirc dwa ra khuyén cao: bénh nhan truéc khi
duoc chi dinh dung thubc e ché EGFR can
phai dwgc lam xét nghiém tinh trang gen.? Tai
Viét Nam, hién nay cé 2 phwong phap dwoc st
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dung phé bién dé xac dinh dot bién gen EGFR,
dé la giai trinh tw gen va realtime PCR. Trong
do, ky thuat realtime PCR cé d6 nhay cao, co
thé phat hién cac mau cé ty 1é té bao ung thw
& murc rat thap, nhung cé gia thanh cao, 1a mot
tr& ngai I&n trong viéc ap dung thwong quy.®4
Ky thuat gidi trinh tw gen c6 thoi gian tra két
qua cham hon (1 - 2 ngay) va yéu cau ty lé
phan trdm té bao ung thw & mc cao hon so Vi
ky thuat realtime PCR, tuy nhién ta c6 thé phat
hién ca nhirng dot bién da biét va dot bién “mai”
voi gia thanh kha ré, day la moét trong nhivng loii
thé rat 16n khi sé lwong mau nhiéu, dic biét tai
cac nwéc dang phat trién nhw Viét Nam.s Hién
tai, nhu cau vé tinh chinh xac cta xét nghiém
xac dinh dét gen EGFR bénh nhan UTPKTBN
ngay cang cao nhwng tai Viét Nam chwa co
nghién ctvu ndo danh gia vé ty 1& phat hién mau
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dwong tinh cta ky thuat giai trinh tw gen so voi
nhirng k¥ thuat khac, va sw anh hwédng cla ty
l& phan tram té bao ung thw dén ty |& phat hién
dot bién cla ky thuat nay. T thue té do, dé tai
tién hanh véi muc tiéu: 1) Xac dinh dot bién gen
EGFR bang ky thuat gii trinh tw gen trén céac
méu mé UTPKTBN; 2) So sanh két qué xac dinh
dot bién gen EGFR giira ky thuét giai trinh tur gen
va Realtime PCR.

Il. DOI TVQONG VA PHUONG PHAP
1. Déi twong

Déi twong nghién ctru 1 cac mau DNA duoc
tach chiét ttr khéi nén & bénh nhan ung thw phdi
khong t& bao nhd. Nhém nghién ciru da &p dung
ky thuat gidi trinh tw gen dé xac dinh cac dot
bién gen EGFR: 78 mau DNA cla bénh nhan
UTPKTBN da dwoc xac dinh co dot bién gen
EGFR bang ky thuat realtime PCR tai Bénh vién
Phéi Trung wong (kit ROCHE EGFR MUTATION
v2).

2. Phwong phap

Thiét ké nghién ctru: mod ta cét ngang.

Danh gia ty 1& phan tram té bao ung thw trén
tiéu ban H&E va HMMD cla nhitng mau mé da
dwoc thu thap DNA tach chiét.

Xac dinh dét bién gen EGFR bang ky thuat
giai trinh tw gen tai Trung tam nghién ctru Gen
- Protein, Trwdng Dai hoc Y Ha Noi.

Ky thuat PCR

Cac exon 18, 19, 20 va 21 gen EGFR lan
lwot dwoc khuéch dai véi cap mdi ddc hiéu cho
trng exon theo chu trinh nhiét sau: exon 18:
94°C 15 gidy, 58°C 45 giay, 72°C 30 giay, 35
chu ky - exon 19: 94°C 15 gidy, 59°C 45 giay,
72°C 30 giay, 37 chu ky - exon 20: 94°C 15 giay,
59°C 45 giay, 72°C 30 giay, 36 chu ky - exon
21: 94°C 15 gidy, 60°C 45 gidy, 72°C 30 giay,
36 chu ky.

Ky thuét giai trinh tw gen Sanger

Thanh phan phan &ng PCR gidi trinh tw gen
gdm: Buffer Big dye 5X, Big dye Terminator
v3.1, mdi xudi hodc mdi ngwoc (10 pmol/ul),
san pham PCR céac exon gen GBA. Quy trinh
dwoc thye hién theo hwéng dan st dung cho bd
kit BigDye ™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (ABI - My).

S&n phdm PCR giéi trinh tw sau khi tinh
sach dwoc giai trinh tw gen Sanger béng may
ABI-3500 va duoc phan tich bang phan mém
CLC Main Workbench.

Thoi gian va dia diém nghién ctu: Nghién
ctru duoc thwe hién tir 1/2021 dén 8/2022 tai
Trung tdm nghién ctru Gen - Protein, Trwdng
Dai hoc Y Ha Noi.

3. Pao dirc nghién ctru

Nghién ctu thye hién vi muc dich khoa hoc.
Nghién ctu tién hanh theo nguyén tic dao
dirc trong Tuyén bd Helsinki. Xét nghiém trén
mau mo da st dung trong chan doan ban dau
UTPKTBN. Trong qua trinh thwc hién nghién
ctu, hoan toan khéng can thiép vao quyét dinh
chan doan va diéu tri. Cac théng tin ctia bénh
nhan cung cap cho nghién ctu sé& duoc git bi
mat.

I. KET QUA

1. Xac dinh dot bién gen EGFR béng ky thuat
giai trinh tw gen trén cac mau mé UTPKTBN

Thwe hién ky thuat gidi trinh tw gen trén 78
mau nghién ciru da thu dwoc 71/78 mau phat
hién dot bién gen EGFR, chiém ti1é 91%, trong
dé dot bién xoa doan exon 19 va dot bién L858R
trén exon 21 chiém ti 1&é cao nhét, chiém ti &
thap hon |a dot bién thém doan exon 20, dot
bién L861Q trén exon 21 v&i 2 trwdng hop méi
loai, dot bién S768I trén exon 20 va dot bién doéi
S768l trén exon 20 & L858R trén exon 21 mbi
loai 1 trwong hop.
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Biéu do 1. Ty lé cac loai dot bién gen EGFR bang ky thuat giai trinh tw gen

Hai loai dét bién chiém ty |& cao nhéat la dot
bién xéa doan exon 19 va dot bién L858R trén
exon 21 (tdng 2 loai chiém 91,54%), cac loai

Deletion Exon 19

AAGGARTTATRTATAAGCMAMM

BN c6 dot bién xda doan exon 19 (ms 21A1214)

dot bién con lai chiém ty 1& thdp véi sb lvong
chi1-2 mau.

AAGGAATTAAGAGAAGC

BN khong phat hién dot bién (ms 5598)

Hinh 1. Két qua xac dinh doét bién xéa doan exon 19 ctia gen EGFR

Hinh 1 1& hinh &nh dai dién cho két qua xac
dinh dot bién xéa doan exon 19 gen EGFR cla
bénh nhan UTPKTBN bang k¥ thuat giai trinh tw
gen. So sanh véi trinh tw DNA lanh tinh, m3u cé

GATTTTGGGCKGGCCAAACTG

BN c6 dot bién L858R (ms 3586)

ms 5598 c6 trinh tw nucleotid twong déng, mau
bé&nh nhan cé phat hién dot bién (ms 21A1214)
c6 hién twong x6a doan nucleotide, mi tén chi
vi tri bat dau co6 dot bién x6a doan.

GATTTTGGGCTGGCCAAACTG

Khéng phat hién dét bién (ms 2715)

Hinh 2. Két qua xac dinh dét bién L858R trén exon 21
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Hinh 2 Ia hinh anh dai dién cho két qua xac

dinh dot bién L858R trén exon 21 gen EGFR clia
bénh nhan UTPKTBN béng k¥ thuat giai trinh tw
gen. So sanh va&i trinh tw DNA lanh tinh, mau
c6 ms 2715 cé trinh ty nucleotide twong déng,
mau c6 phat hién dot bién (ms 3586) phat hién
sy thay thé 1 nucleotide tai vi tri nucleotid 2537
trén exon 21, xuét hién thém mét dinh T bj bién
ddi thanh G, lam cho acid amin Leucin (L) tai
codon 858 bién dbi thanh Arginine (R), gay nén
dot bién L858R.
2. So sanh két qua xac dinh dét bién gen
EGFR giira ky thuat giai trinh tw gen va
Realtime PCR

Thwe hién ky thuat gidi trinh ty gen trén 78

mau nghién ctru da thu dwoc 71/78 mau phat
hién dot bién gen EGFR, chiém 91%, trong d6
68/78 trwdng hop két quad twong ddng véi ky
thuat Realtime PCR, 10/78 trwdng hop am tinh
gid (12,82%), hau nhw ndm trong nhém nhirng
mau co ty 1& phan trdm té bao ung thw thdp (<
35%). Két qua nay phu hop véi mét sb nghién
clru da dwoc cong bd trén thé gioi.

Két qua thu dwoc 10 mau am tinh gia gébm: 4
dot bién xoa doan exon 19, 3 dot bién L858R, 1
dot bién T790M trong dot bién ddi xéa doan exon
19 & T790M, 1 dot bién T790M trong dot bién
doi L858R & T790M, 1 dot bién G719X trong
dot bién doi S7681 & G719X.

Bang 1. So sanh dét bién gen EGFR giira 2 ky thuat giai trinh tw gen va Realtime PCR

Loai dot Ky thuat Ky thuat ek Ky thuat Ky thuat
< e . Loai doét bien s .
bien giai trinh twv Realtime PCR T giai trinh ty Realtime PCR
Del exon 19 42 45 S768| & L858R 1 1
L858R 23 25 Del exon 19 & 0 1
T790M

Exon 20 Ins 2 2 L858R & T790M 0 1
L861Q 2 2 S7681 & G719X 0 1
S768l 1 0

Bang 2. Ty lé cac mau am tinh gia theo loai dét bién

Cac loai dot bién

Két qua twong déng

KQ am tinh gia

Del exon 19 41 4 (9%)
L858R 22 3 (12%)
Exon 20 Ins 2 0 (0%)
L861Q 2 0 (0%)
S768] & L858R 1 0 (0%)
Del exon 19 & T790M 0 1(100%)
L858R & T790M 0 1 (100%)
S7681 & G719X 0 1 (100%)
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Két hop két qua xac dinh ty I& phan trdm té
bao ung thw v&i két qua gidi trinh tw gen, cac
mau c6 két qua am tinh gia déu la nhitng mau co
ty 1& phan tram té bao ung thw thap (< 35%), tuy
nhién van c6 nhi*ng mau cé ty 1& phan trdm té
bao ung thw rat th4p (thAp nhat 7%) nhung van
phat hién dot bién (do ty 1& t& bao ung thu mang

A. Mau am tinh gia
(Ms 5924 - 10% té& bao ung thw)

gen dot bién cao). Hinh 3 la hinh anh dai dién cho
két qua xac dinh ty |& phan tram té bao ung thu &
quéan thé mau nghién ctu, c& hai mau déu cé ty
I& phan tram té bao ung thw thap nhung két qua
xac dinh dot bién gen EGFR béng ky thuat giai
trinh tw gen khac nhau du déu da dwoc xac dinh
c6 dot bién béng ky thuat Realtime PCR.

B. M&u dwong tinh
(CB 1301 - 7% té bao ung thw)

Hinh 3. Két qua xac dinh ty I1& phan tram té bao ung thw trén tiéu ban H&E

Chia cac nhém mau nghién ctru thanh 3 nhém theo ty 1& phan tram té bao ung thw 1an lwot 1a

1-20%, 21 - 31%, 32 - 100%.

30

25

20

15

10

0-20%

21-31%

25

32-100%

i Realtime PCR m GTTG

Biéu do 2. Ty Ié phat hién dot bién bang ky thuat giai trinh tw gen
theo phan tram té bao ung thw
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Ta c6 thé thay ty & phat hién dot bién bang
ky thuat giai trinh tw gen tang dan & cac nhém
c6 ty 1& phan tram té bao ung thw cao hon ciing
nhuw ty 1& am tinh gid gidm dan tw 23,08% -
11,54% - 3,85%.

IV. BAN LUAN

D& gia tang dd chinh xac cla ky thuat giai
trinh tw gen, 78 mau DNA truéc khi chay déu
duoc do ndng dd va do tinh sach (A260/280)
bang phwong phap do mat d6 quang. Két qua
cho thdy cac mau DNA déu c6 dd tinh sach cao
véity sé mat dd quang & budc séng 260/280nm
nam trong khodng 1,7 + 2,0. Két qua nay chirng
td cac mau DNA c6 dd tinh sach cao, d@m bao
chét lwgng dé thyc hién cac ky thuat tiép theo.

Két qua gidi trinh tw gen trong quan thé
nghién clru phat hién 71 mau dét bién voi ty
1& 2 loai dot bién cao nhat 1a dot bién xoa doan
exon 19 (59,15%) va dot bién L858R (32,39%).
Ty lé nay kha twong déng véi nhiéu nghién ctru
tai Viet Nam, nhw nghién ctru ciia Nguyén Minh
Ha (2014), Lé Kiéu Minh (2016).2¢ Ty 1& mau
c6 két qua giai trinh tw gen twong déng véi ky
thuat Realtime PCR la 68/78 (87,18%), ty 1é
mau am tinh gia 1a 12,78%, cac mau am tinh
gia déu co ty 1é phan tram té bao ung thw thap
(< 35%). Cac méau co ty 1& phan tram té bao
ung thw thap déng nghia v&i viéc ty 1é alen dot
bién con thap hon, vi khéng phai t& bao ung
thw ndo cling mang gen dot bién, dan dén chiéu
cao cac dinh tin hiéu trinh tw nucleotid cta hai
quan thé alen nay qua chénh léch nhau, gay
nham Ian hodc nghi ng® khoéng cé dét bién ma
chi 1a hién twong nhiéu cda tin hiéu nén (néu
céac giai doan ky thuat trudc chwa duwoc tbi wu
héa).” Dwa vao két qua xac dinh phan tram té
bao ung thw, quan thé nghién ctru dwoc chia
thanh 3 nhém cé lwong mau béng nhau: O -
20%, 21 - 31%, 32 - 100%. Biéu dd 2 cho thay
ty 1& am tinh gia gidm rd rét & cac nhém co ty
l&é phan tram té bao ung thw cao. Theo khuyén

cdo cua Bell, mau mé ung thw cé ty 1& phan
tram can dat khoang 40% dé thwc hién ky thuat
gidi trinh tw gen, nhwng & day ching t6i nhan
thay ty & am tinh gid & nhom cé ty 1& phan trdm
té bao ung thw 32 - 100% la kha thép (3,85%),
c6 thé chép nhan dwoc néu cd kj thuat co do
nhay cao hon dé ddi chirng trong truéng hop
dinh tin hiéu khéng rd rang va can nhéc vé mot
sb wu diém khac cla ky thuat giai trinh gen.®

Ké tr khi dwoc kham pha biéu hién murc
dod cao & cac khdi u phdi, thu thé yéu té phat
trién biéu mod (epidermal growth factor receptor,
EGFR) da tr& thanh dich nhdm cho liéu phap
diéu tri dich cho nhém bénh UTPKTBN (sw biéu
hién qua mirc clia gen EGFR hay dot bién gen
EGFR ndi bao da dwgc phat hién & 43 - 89%
trwodng hop).? Nhidu nghién ciu da bao céo
nhém UTPKTBN c6 dot bién gen EGFR dap
&ng réat tét véi thude tre ché hoat tinh tyrosine
kinase clia EGFR, dwoc goi la liéu phap diéu
tri trang dich (LPDTTD).2'% C6 khoang 30 loai
dot bién khac nhau & exon 18, 19, 20 va 21 cda
gen EGFR da duwoc cong bd la cé lién quan
dén dap wng tét clia nguwdi bénh véi LPDTTD,
trong d6 hai loai dot bién chiém ty 1& cao nhét
& md UTPKTBN (90%) la dét bién xéa doan
LREA exon 19 va dét bién diém L858R exon
21." Hién nay, v&i sy phat trién clGa cac ky
thuat dién di, PCR, sw gilp d& cua tin y sinh,
ngay cang nhiéu cac ky thuat sinh hoc phan t
hién dai dap &ng dwoc cac yéu cau cao trong
viéc xac dinh cac loai dot bién gen & bénh nhan
ung thw néi chung va nhdm bénh nhan ung thw
phdi néi rieng. Nhung & cac nwéc phat trién
nhw Viét Nam, dé dwa xét nghiém doét bién gen
EGFR tr®& nén thwong quy can cé ky thuat véi
dd chinh xac va gia thanh xét nghiém phai chap
nhan duwoc.

Ky thuat Realtime PCR vé&i wu thé 1a do nhay
cao, thoi gian tra két qua nhanh, hién dwoc coi
la mot trong nhitng xét nghiém hiéu qué nhéat
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trong nhom “ky thuat phat hién trang dich”, tuy
nhién v&i gid thanh con kha cao, xét nghiém
nay gay tén kém cho bénh nhan.”2 Buwoc xem la
mét trong nhirng ky thuét coé gia thanh phu hop,
giai trinh tw gen la phwong phap c¢b dién nhung
van dugc ing dung trong thuc tién Iam sang,
ky thuat gidi trinh tw gen véi wu diém 1a ky thuat
khoéng phurc tap, cé thé tién hanh cung luc nhiéu
mau, phat hién dwoc nhirng dot bién da biét va
dot bién “maéi” véi gia thanh ré, hién van dwoc coi
la “tiéu chuan vang”, tuy nhién ky thuat nay co6
ddé nhay thap hon so voi ky thuat Realtime PCR,
theo danh gia ctia Bell, mdu md ung thw phai
c6 lén hon 40% té bao ung thw dé cé da diéu
kién xac dinh dot bién bang ky thuat giai trinh
tw gen.® V&i nhi'ng mau co ty 1& phan trdm té
bao ung thw thép, dac biét v&i nhirng bénh nhan
ung thw phdi giai doan mudn lay bénh pham chi
yéu bang phuong phap sinh thiét xuyén thanh
ngwe (bénh phdm nhé, sb lwong té bao ung thw
thap) thi ky thuat giai trinh tw gen c6 nhiéu han
ché. Trong nghién ciru nay, ty 1& am tinh gia la
12,82%, trong nghién ctvu ctia Nguy&n Minh Ha
(2014), ty I&é am tinh gia la 24,75%.258

Vi vay, trong xét nghiém tim dot bién gen
EGFR & bénh nhan UTPKTBN can xem xét wu
nhwoc diém cla 2 k§ thuat trén, dua ra sw lwa
chon phu hop dé dem lai lgi ich hai hda cho bénh
nhan vé mat kinh phi, thdi gian chd doi nhung
van dam bao dwoc tinh chinh xac.

V. KET LUAN

Thwe hién ky thuat gidi trinh tw gen trén 78
mau nghién ciu da thu dwoc 71/78 mau phat
hién dot bién gen EGFR, chiém ti 1& 91%, trong
d6 dot bién xoa doan exon 19 va dot bién L858R
trén exon 21 chiém ti 1& cao nhét.

Phat hién 68/78 trwong hop két qua twong
ddng véi ky thuat Realtime PCR, 10/78 trudng
hop am tinh gid (12,82%), hau hét ndm trong
nhém nhivng mau cé ty 1& phan tram té bao ung
thw thap (< 35%).

TAP CHIi NGHIEN CUU Y HOC
Loi cam on
Xin chan thanh cam on sy giup do ti tap
thé khoa Giai phau bénh - Bénh vién Phdi Trung

wong va Trung tdm nghién cru Gen - Protein,
Trwong Pai hoc Y Ha Nbi.
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Summary
DETECTION OF EGFR MUTATIONS BY GENE SEQUENCING
TECHNIQUE FROM FFPE NON-SMALL CELL LUNG CANCER

The application of molecular biomedical techniques in identifying mutations in EGFR gene
has greatly facilitated targeted therapy for patients with non-small cell lung cancer (NSCLC).
Gene sequencing techniques and Realtime PCR are commonly used in Vietnam to develop
targeted therapy, and both techniques have their own advantages and disadvantages and can
be combined to complement each other. This study was conducted to 1) determine the rate of
EGFR mutation by gene sequencing technique from FFPE NSCLC and 2) compare the results
of EGFR mutations identified by gene sequencing and Realtime PCR. A total of 78 DNA samples
were collected from NSCLC patients with EGFR gene mutations as identified by Real-time PCR.
Sequencing technique was applied to identify EGFR gene mutations, and the result was compared
to the results of Realtime PCR. Most samples (68/78, 87.18%) had similar mutations as those
found by Realtime PCR. All 10 false negative samples had low percentages of cancer cells
(2 35%). The false-negative rate of the sequenced samples in the study was 12.82%, mainly in
the group with a low percentage of cancer cells (£ 35%). The results suggest that, to find EGFR
mutations for tissue samples with a high percentage of cancer cells, sequencing technique should
be used, and for samples with low concentrations of cancer cells, Realtime PCR should be used.

Keywords: EGFR mutations, Non small cell lung cancer, sequencing technique.
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