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NGHIEN Cl’U XAY DUNG QUY TRINH PHAT HIEN DOT BIEN GEN
BRAFT1799A TRONG UNG THU TUYEN GIAP THE NHU BANG
KY THUAT ASB REALTIME PCR
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TOM TAT
Dot bién gen braf T1799A la ddu 4n phan t&r d&c hiéu trong ung thw tuyén giap (UTTG) thé nha.
Viéc xac dinh chinh xac dét bién nay cé vai trd hét strc quan trong trong chan doan bénh. Muc tiéu
cta nghién clru 1a xay dwng k¥ thuat ASB RealTime PCR dé phat hién dot bién gen brafT1799A. Két
qua cho thay: béng ky thuat ASB RealTime PCR cho phép phat hién dot bién T1799A véi ty 1& 1 dot
bién trong quan thé 100 alen kiéu dai. Nhw vay, da xay dwng thanh cong ky thuat ASB RealTime
PCR phat hién dot bién T1799A.

* Tr khoa: Ung thw tuyén giap thé nhi; Dot bién gen BRAF.

ASB REALTIME PCR ASSAY FOR DETECTION OF BRAFT1799A
MUTATION IN PAPILLARY THYROID CANCER

SUMMARY

BRAF mutation T1799A is a specific marker in papillary thyroid cancer. Therefore, the identification of
this mutation play an important role in diagnosis of this disease. The aim of this study was to
establish a ASB RealTime PCR for detecting braf mutation T1799A. This assay allowed us to detect
T1799A mutation in samples containing 1 mutated DNA in populations of the 100 wild type allele.
Thus, the ASB RealTime assays for detection of mutation braf has been successfully established.

* Key words: Papillary thyroid cancer; Mutation of BRAF.

DAT VAN PE

Ung thw tuyén gidp 1a bénh &c tinh thuwéng
gap nhéat, chiém 90% sb bénh ung thw tuyén
ndi tiét va khoang 1% cac loai ung thw.
Trong d6, UTTG thé nha (UTTGTN) chiém
80%, cao nhét trong cac thé UTTG. K§ thuat

* Bénh vién TWQD 108
** Hoc vién Quén y

choc hat t& bao bang kim nhé (FNAC) |4 xét
nghiém t& bao hoc thuwéng quy trong chan
doan trwéc phau thuat dbi véi u tuyén giap.
Do nhay va do dac hiéu cia FNAC trong xét
nghiém twong rng dat 70 - 98% va 55 -
100% [1]. Co6 t&i 15 - 40% trwong hop
khéng xac dinh dwoc chan doan va 10 - 12%
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mau bénh phdm choc hut khéng du tiéu
chuén chan doan [2]. Do vay, cé dén 50%
trwong hop chan doan bi bd sét, anh hwéng
rat Ion dén két qua diéu tri. Do do, nhu cau
can co6 cac phwong phap hé tro chan doan
UTTGTN réat Ion.

Qua nghién cru cho thay dét bién gen
braf T1799A |a d4u &n phan tlr cé gia tri
trong chan doan UTTGTN. Dot bién T1799A
chi xuét hién & nhirng té bao UTTGTN ma
khong tim thay & t& bao tuyén giap lanh tinh
ho&c & t& bao tién ung thw [3]. Nhiéu cong
trinh nghién cru trén thé gi¢i cho thay, khi
két hop FNAC véi cac ky thuat sinh hoc
phan ti s& giup chan doan 50% trwdng hop
bi bd sét khi chan doan té bao [4].

Hién nay, nhiéu k¥ thuat RealTime PCR
da va dang dwgc nghién ctru trng dung trong
phat hién dot bién gen nhu: allele-specific
competitive blocker PCR, blocker-PCR, RealTime
genotyping with locked nucleic axit. Trong
do, ky thuat khuéch dai gen dac hiéu alen
két hop blocker (ASB RealTime PCR, Allele-
Specific Blocker RealTime PCR) wu viét hon
ca vé do nhay, dd dic hiéu, dac biét 1a kha
nang phat hién cac doét bién trén nhing
mau mé v&i sé lwong it té bao ung thu [5].
Trong cbng trinh nay, chudng t6i nghién ctru
xay dwng quy trinh phat hién dét bién gen
braf T1799A bang kj thuat ASB RealTime
PCR va dinh huéng tng dung dau an phan
tr trong hé tro chan doan UTTGTN tai
Bénh vién TUQD 108.

pOI TUONGV PHUONG PHAP
NGHIEN cUU

1. Péi twong nghién ciwu.

M4u chuédn duong: Dong té bao ung thw
dai trwc trang HT-29 mang dét bién gen
Brat T1799A thé di hop (ATCC, MY) [6].

2. Phwong phap nghién curu.

* Nuéi cdy dong té bao HT-29:

Nuéi cy dong té bao HT-29 trong moi
trudng RPMI ¢6 bd sung 10% FBS, 1X
penicillin/dtreptomycin. Quy trinh nudi céy,
bdo quan va lam stock té bao duoc tién
hanh theo hwéng dan cia ATCC (MY)
[http://www.atcc.org].

* Phuong phép phat hién dét bién gen B
Brat T1799A bang ky thuat khuéch dai gen
dac hidu alen két hop blocker:

Trinh ty primer va blocker dac hiéu phat
hién dot bién gen braf T1799A dworc thiét ké
dwa trén cac cong trinh da céng bé [5, 7],
dé khuéch dai dic hiéu doan gen mang dot
bién trwc tiép tr nhitng mau bénh pham
bédng ky thuat RealTime PCR két hop
blocker. Phan &ng tién hanh véi thé tich
20 ul, ty 1& thanh phan nhw sau: 2X PCR
master mix SYBR green (ABI), mdi No.1:
5'-CTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCA
GAT-3 (0,375 pM), mdi dac hiéu alen No.2:
5-CCCACTCCATCGAGATTTCT-3 (0.375 pM)
va 300 pM blocker: 5-CATCGAGATTTCAC
TGTAGCTAGA-P0O4-3'. 2,5 ul ADN tdng sbé
va 0,5 pl nwéc cho phan &ng RealTime
PCR. Phan &ng khuéch dai gen dic hiéu
alen két hop blocker thwc hién trén may
RealTime PCR 7500 (My) v&i chu ky nhiét
nhw sau: 50°C/5 phut; 95°C/10 phut, 45 chu
ky (95°C/15 giay, 60°C/phut). Do viéc thiét
ké trinh tw moi dic hiéu alen két hop s
dung blocker, phan tng khuéch dai gen chi
xdy ra trén mach khuén ADN mang diém
dot bién va hién thi ngay sau méi chu ky
nhiét cda phan &ng qua viéc ghi nhan tin
hiéu huynh quang ctia SYBR Green. Trong
khi cac mau khdng cé tin hiéu huynh quang
la nhitng mau kiéu dai khéng chira dot bién
gene braf T1799A.
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Hinh 1: Phwong phap phat hién dot bién
bang ky thuat ASB RealTime PCR.
(A) M6 phong ky thuat ASB phat hién
dot bién diém va (B) CAu tric phan tkr
cla blocker, trinh tw nucleotide kiéu
dai v&i dau 3’ gan véi gbc phosphate.

Do nhay cla ky thuat phat hién dét bién
gen braf T1799A dwoc xac dinh bang cach
st dung ADN tdng sb tach chiét tr dong té
bao chuan dwong HT-29 v&i néng d6 25 -
2,5 - 0,25 va 0,025 ng/ul tron véi 250 ng
m&u ADN kiéu dai twong &ng véi méi néng
dd dé tao thanh ty 1& pha lodng ADN dot
bién/ADN kiéu dai 1a 10 - 1 - 0,1 va 0,01%,
sau do, tién hanh phan &ng ASB RealTime
PCR SYBR Green.

* Phuong phap xac dinh trinh tw axit nucleic:

Dé kiém dinh doc 1ap sw ¢ mét dot bién
gen braf T1799A trong mau chuan dwong
HT-29 va cac mau bénh phdm FNAC, phan
&ng PCR s dung cadp méi (mdi No.1:
5-CTGTTTTCCTTTACTTACTACACCTCAGAT-3,
mdi No.3: 5-CAACTGTTCAAACTGATGGG-3)
dé khuéch dai doan gen kich thuwéc 126 bp
va gidi trinh tuw tryc tiép trén hé théng may
CEQ 8800 sequencer (Beckman Coulter,
My). Két qua gidi trinh tw dwoc phan tich
b&ng phan mém BioEdit va céng cu so
sanh trinh tw trwc tuyén Blast search
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

KET QUA NGHIEN cUU

1. Xac dinh dot bién gen BRAF (T1799A)
bang ky thuat giai trinh tw.

Hinh 2: Hinh anh trinh tw cGa dot bién gen
braf tai vi tri 1799.

M&u t& bao ung thuw dai trwc trang HT-29
cho thdy: c6é dot bién diém dang di hop t&
tai vi tri 1799 (T1799A/T) (A). Trong khi d6
trén mau t& bao u tuyén giap lanh tinh
khéng cé dot bién nay (B). Mii tén danh
d4u vi tri thay ddi nucleotide T>A.
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2. Xac dinh dét bién gen braf T1799A bang k¥ thuat khuéch dai gen dac hiéu alen két
hop blocker str dung SYBR green.

Miu duong tinh véi dat bién T1799A

e

Mau am tinh véi dot bién T1799A

\/<"‘\"

«M

12345678 9101112131415161718192021222324252627282930313233343536373830404142434445

Hinh 3: Két qua xac dinh dot bién gen braf T1799A bang ky thuat
khuéch dai gen dac hiéu alen két hop blocker st dung SYBR green.

M3u dwong tinh v&i dot bién gen braf T1799A phat hién qua viéc ghi nhan tin hiéu
khuéch dai cta thiét bi tai chu ky 38, trong khi khd n&ng khuéch dai alen kiéu dai bj trc ché
hoan toan trén mau am tinh v&i dot bién T1799A.

3. D6 nhay cua ky thuat khuéch dai gen dac hiéu alen két hop blocker sir dung
SYBR green trong phat hién dot bién gen braf T1799A.

1% ddt bién

10% dot bién '
1% dit bién

N

123456789101112131415161718192021222324252627282930313233343536373839404142434445

Hinh 4: Tin hiéu huynh quang ctia phan trng ASB RealTime PCR phat hién
dot bién gen braf T1799A st dung thang pha loang ADN ddt bién/ADN kiéu dai.
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Két qua cho thdy do nhay phat hién dot
bién T1799A cua ky thuat ASB RealTime
PCR la 0,25 ng, twong ng v&i 1% ti Ié pha
lodng ADN ddt bién/ADN kiéu dai.

BAN LUAN

Hién nay, dot bién gen braf 1a mét trong
nhirng d4u &n phan t& giup chan doan phat
hién UTTGTN v&i d6 nhay va dé dac hiéu
twong &ng 80% va 99.7% khi két hop voi
ky thuat chadn doan té bao [4]. Xac dinh
duwoc dot bién gen braf T1799A sé gitp han
ché chan doan UTTGTN bj bd sét cta ky
thuat FNAC, nang cao chéat lwong chan
doan, theo ddi va quan ly bénh nhan. Tuy
nhién, do tinh khéng ddng nhét cda té bao
tai cac u tuyén giap nén dot bién gen braf
T1799A thwong hién dién véi ty & thap
trong quan thé gen kiéu dai, viéc phat hién
dot bién nay van dang la thach thic trong
chan doan khi st dung ky thuat sinh hoc
phan t&r. Bén canh do, dot bién T1799A duoc
xép vao nhém SNP I&p IV hay con goi 13 alen
hiém (rare allele), do nhiét d& néng chay cua
thymine va adenine twong ddi gan nhau,
viéc phat hién thé dot bién nay tré& nén vo
cung kho khan [8].

M6t sé phwong phap dwoc nghién ciru
&ng dung dé phat hién dot bién bang ky
thuat RealTime PCR, bao gém: khuéch dai
dac hiéu alen canh tranh blocker, blocker-
PCR, ARMS-PCR, TagMAMA va FLAG PCR.
Tuy nhién, day |a nhirtng phwong phap dat
tién, do phai bién ddi héa hoc cac nucleotid
trén trinh tw cta méi, enzym, thudc thir di
kém va quy trinh thi nghiém do cac hang
sinh phdm cung cép ddc quyén, nén rat kho
trién khai tai Viét Nam.

Trong nghién clru nay, chung t6i st dung
ky thuat khuéch dai gen dac hiéu alen két
hop blocker tr nhitng cong trinh da céng
bd trén thé gidi vé phat hién dot bién gen
KRAS dé van dung thiét ké xay dwng quy
trinh phat hién dot bién gen braf T1799A
[5, 7]. V&i viéc t6i wu cac didu kién cho
phan tng khuéch dai dic hiéu alen va néng
dd Oligo blocker str dung trong ky thuat, két
qud cho thdy da thanh cong trong viéc
khuéch dai alen dot bién T1799A va ¢ ché
hoan toan tin hiéu khuéch dai alen kiéu dai.

Viéc st dung cac mau chudn dwong
trong phan ng RealTime PCR khuéch dai
d&c hiéu alen rat can thiét dé kiém soat thi
nghiém va danh gia két qua. Dong té bao
HT-29 1a dong té bao chra d6t bién di hop
t& T1799A da dwoc cong bd, ching téi xac
nhan bang ky thuat gidi trinh tw trwéc khi
tién hanh cac budc thi nghiém tiép theo.
Két quad cho thay tinh dac hiéu cta phan
&ng khuéch dai dic hiéu alen trong trwédrng
hop c6 va khéng cé blocker déu khuéch dai
tin hiéu dot bién T1799A dbi voi dong té
bao HT-29. Str dung dong té bao nay da xac
dinh d nhay cla ky thuat ASB RealTime
PCR. Ky thuat ASB RealTime PCR c6 thé
phat hién dot bién T1799A & ndng do 0,25
ng twong ng v&i 1% ty 1€ pha lodng ADN
dot bién/ADN kiéu dai. Két qua cla ching
t6i phu hop vé&i két qua Anne Jarry va CS
da cong bb [9].

KET LUAN

Ky thuat khuéch dai gen dac hiéu alen
két hop blocker dwoc xay dwng thanh cong
dé& phat hién dot bién gen braf T1799A
trong UTTGTN.
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