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(57) Séang ché d& cap dén bd doan mdi va bd doan do dé khuéch dai t hop gen va
gen tham chiéu noi, kit thir nghiém chtra chiing. Bang cach str dung thong tin theo ddi
d6i v6i phuong phép so sanh, do chinh x4c cta kit thtt nghiém theo sang ché trong
viéc du doan nguy co & cac bénh nhan duoc chin doén ban dau 13 méic bénh ung thu
vu duong tinh véi thu thé ER hoac PR veé su tai phat hoac tir vong trong khodng thoi
gian tir 3 dén 10 nam sau khi phau thuat bang 70%, va do chinh x4c trong viéc du
doan nhom cé nguy co thap va nhém cé nguy co cao twong ung 1a 81,1% va 54,4%.
Do chinh x4c twong tmg trong viéc du doan két qua thir nghiém bénh 1y FFPE tuong
tmg 1a 71,9% va 56,8%. M6 hinh duy doan nguy co dua trén kit thir nghiém nay ho tro
chi can gié tri chu ky ngudng Ct cia gen danh dau phén tir, do tudi cta bénh nhan,
giai doan pT, va s lugng LN, va khong can dua trén cac thong tin bénh 1y 14m sang
khac; mé hinh nay cung cdp su danh gia tién lugng bénh ung thu t6t hon so véi két
qué du doan bénh 1y mot minh, va lam giam sy xuét hién viéc diéu tri khong thich
hop ¢ murc d6 nhat dinh do sy du doan bénh 1y sai gdy ra, do d6 cai thién thém
phuong phap ky thuat dé danh gia tién lugng bénh ung thu.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché lién quan dén linh vuc cong ngh¢ sinh hoc, cu thé 1a dé cap dén céc gen
danh dau phéan tir, bd doan mdi va bo doan do dé khuéch dai to hop gen, kit thir nghiém
chtra chung va phuong phap xay dung mé hinh thi nghiém.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Bénh ung thu v la mot trong nhitng nguyén nhéan chinh de doa strc khoe ctia phu
nir trén khap thé giéi. Nam 2013, s liéu théng ké quéc gia vé bénh ung thu dugc cong
b bai Hiép hoi ung thu My cho thiy ring ty 1& mic bénh ung thu v dimg thir nhét trong
56 cac bénh ung thu & phu nit, va ty 1é tir vong dung thir hai. Theo s6 liéu méi nhét cua
Trung tdm ung thu quoc gia, trong nam 2013, ¢6 232340 ca mic méi bénh ung thu va
dugc thong béo va 39620 ca tir vong duoc thong bao & phu nit My. O My, trung binh cir
8 phu nit ¢6 1 ngudi mic bénh ung thu vi. Mic du Trung Quéc 14 nude ¢d ty 1é mac bénh
ung thu vi thap, ty 18 mac va ty 16 t vong do bénh nay da tang 1én dang ké trong nhirng
nam gan day. Khoang 15% trong s6 1,3 triéu bénh nhan ung thu vii m¢&i duoc chin doan
mdi nam trén thé gisi 1a ngudi Trung Qudc. Theo s licu thdng ké ctia mang ludi ung thu
va & Trung Qubc, ty 1¢ tdng hang nim cta bénh ung thu vi & Trung Qudc 12 tir 3% dén
4%, ty 1& nay cao hon tir 1% dén 2% ty 18 ciia thé gi6i. Ty 16 méc bénh nay ding thir nhét
trong sd cac bénh ung thu d& mic phai & phu nir. Can phét trién nhanh chéng phuong
phap phong ngira, chan doan, tién luong, va diéu tri duoc c4 nhan héa dbi véi bénh ung
thu vu.

Bénh ung thu va 1a mot loai khéi u khong déng nhét & muc cao véi nhiéu yéu td
tién luong. Cac bénh nhan ung thu va c6 cung giai doan 1am sang, phan d6 mo hoc va
muc d6 biéu hién cta thu thé hormon va duoc diéu tri béng phéc dd diéu trj giéng nhau
c6 thé c6 su tién lugng khac nhau. Cach dé xac dinh chinh x4c sy tién luong cta cac
bénh nhan ung thur vii va cac san phdm tuong Gng v6i chuwong trinh diéu tri duoc c4 nhan
hoéa twong tng dé tranh sy anh hudng cé hai va ganh ning do viée diéu tri qua muc va
diéu tri khong thich hop gy ra 1 van dé cip bach can duoc giai quyét trong thuc hanh

lam sang.
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V&1 su phat trién nhanh chéng cta cdng nghé sinh hoc phan tr, cé thé tim ra va
phat hién duoc cac gen lién quan dén su tién lugng ¢ bénh ung thu v bang céch sir dung
cac phuong phdp sinh hoc phan tir nhu phuong phap phan tmg chudi polymeraza
(polymerase chain reaction: PCR), phuong phép lai doan do va chip gen. Nam 2002,
Van’t Veer va cac dong tac gia di sang loc 117 ca bénh ung thu va bing cong nghé chip
ADN va phat hién dugc 70 gen lién quan dén su tién lugng bénh ung thu via. Nam 2004,
cac nha nghién ctru My di sir dung phuong phap phan tng RT-PCR dé kiém tra 675 mau
bénh ung thu vi, va thu dugc 21 gen lién quan dén sy tién luong. Cong ty Genomic
Health da phat trién Oncotype DX, san phdm lién quan dén tién luong bénh ung thu vu.
Oncotype DX® 13 san phdm xét nghiém duy nhat dé tién lugng bénh ung thu va dugc
khuyén cdo bai hudng dan tir mang ludi ung thu toan dién qudc gia (NCCN), hudng dan
lam sang ctia Hiép hoi ung thu 1dm sang My (ASCO) va su dong thuan 1am sang cua St
Gallen. Ngoai ra, Yasuto Naoi va cac dong tac gia da sir dung cong nghé chip ADN dé
nghién ciru cac mau mo ung thu tir cdc bénh nhan mic bénh ung thu va duong tinh voi
thu thé ER va am tinh v&i hach bach huyét ¢ nguoi Nhat Ban, va phat hién dugc 95 gen
lién quan dén su tién lugng. Nhom nghién ctru ctia Torsten O. Nielsen da phat hién duoc
50 t6 hop gen c6 thé cung cap thém thong tin d6i vai su tién luong du doan bénh ung thu
Vi so VOl cac yéu t6 1am sang va két qua nhuém hdéa mo mién dich, va st dung cac mau
FFPE thay vi mau tuoi hoic miu dong lanh dé thtr nghiém cé thé mé rong pham vi cia
cac mau c6 thé phat hién. Cac san pham thir nghiém lién quan dén sy tién lugng bénh
ung thu vi-Oncotype DX®, Mammaprint, ProsIgna™, va MapQuant Dx"™-1in luot
duoc chép thuan béi Co quan quan 1y thuc phdm va dugc pham My (FDA) va Cong
dong chau Au (CE) trong cac nam tir 2002 dén 2013. Tuy nhién, cac san phdm nay hién
dua trén su nghién ctru va phat trién ddi véi nguoi chau Au va ngudi My. Khi dén Trung
Qudc, cac san pham nay trd nén dat tién, va khong biét cac gen va mé hinh thir nghiém
ctia chiing ¢6 thich hop dé st dung cho ngudi Trung Québc hay khéng. Do d6, rat can
phat trién cong nghé thir nghiém su tién lwong hiru hiéu va kinh té dbi v6i cac bénh nhan

ung thu vt & Trung Qudc.

Ban chat k¥ thuat cia sang cheé
Dé khac phuc cac van dé néu trén, sang ché dé cap dén gen danh dau phan ti va

su dung gen nay, kit thir nghiém, va phuong phap xay dung mo hinh thtr nghiém. Kit nay
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¢6 tinh nang tot hon trong thir nghiém danh gia viéc chén doan bénh ung thu vi so voi
cac két qua danh gia bénh Iy 1am sang. N6 ¢6 thé 1am giam viéc diéu tri qua muc va diéu
tri khong thich hop do viéc chan doan bénh 1y sai gdy ra & mtrc do nhét dinh, déap g cac
yeu cAu cta viée diéu tri chinh xac va dugc ca nhan héa cua cic bénh nhan ung thu v,
va cai thién thém cac phuong phap k¥ thudt du doan tién luong cia bénh ung thu va cho
cac bénh nhan & Trung Qudc.

Dé dat dugc muc dich néu trén, sang ché dé xudt giai phap k¥ thuat sau day.

Sang ché dé xuit tb hop gen chira (cac) gen danh dau phan tt MAPT va/hoic
MS4AL.

Sang ché dé xuit t6 hop gen chira cic gen danh déu phan tr BCL2, PGR,
SCUBE2, ESRI, MKi67, CCNBI, MYBL2, GRB7, ERBB2, MMPI1I, CD6S, BAGI,
MAPT va MS4Al.

Theo mot s6 phuong 4n ctia sang ché, to hop gen con chira cac gen tham chiéu noi
ACTB, GAPDH, GUSB, NUP214 va VCAN.

Sang ché con mb ta viéc st dung t6 hop gen trong viéc san xudt dung cu thir
nghiém dé du doan nguy co tai phat va/hodc tir vong trong thoi gian tir 3 dén 10 nam sau
khi phau thuat ung thu vu.

Theo mot sé phuong an ciia sang ché, viéc danh gia va thir nghiém nguy co tai
phat va/hoac tr vong trong thoi gian tir 3 dén 10 nam sau khi phau thuat ung thu via bao
gdm cac budc cu thé 1a: thu duoc ARN téng s6 cia mau thi nghiém, thu dugec ADN bd
trg bang cach phién ma nguoc, thu dugc gia tri chu ky ngudng Ct ciia gen danh dau phan
tr va cac gen tham chiéu noi bang phan tmg PCR dinh lugng huynh quang, tinh gi tri Ct
trung binh ctia cac gen tham chiéu noi dé thu duoc gia tri Ct trung binh (Ct) cua t6 hop
gen tham chiéu noi, chun hoa gia tri Ct clia cac gen ddnh d4u phan tir tvong Gmg bang
cach trur di gi4 tri Ct’ cua td hop gen tham chiéu ndi dé thu duoc gié tri ACt, va sau d6
phén tich gia tri ACt, va do tudi, gid tri pT va gia tri LN cla d6i twong bang mo hinh du
doan nguy co tai phat hodc tr vong trong tho1 gian tur 3 dén 10 nam sau khi phau thuat
ung thu va duge xay dung biang thuat toan ring ngéu nhién dé thu dugc két qua. Trong
s& chung, gia tri pT dé chi giai doan bénh Iy, va gia tri LN dé chi s6 lugng hach bach
huyét di can. Gia tri thu duoc bang phuong phép phan tich nay dugc so séanh véi gia tri
ngudng dé thu dugc két qua, trong d6 gia tri nguong bang 5. Gia tri thu duoc bang

phuong phap phan tich nay > 5 thé hién sy tién luong tdt, va gia tri thu dugc bang

-3
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phuong phép phén tich nay < 5 thé hién su tién lugng x4u.

Theo mét s& phwong an cua sang ché, phuong phap xay dung mé hinh du doén
nguy co tai phat hodc tir vong trong thot gian tur 3 dén 10 nam sau khi phau thuat ung thu
v bao gdm céac bude: xay dung ma tran bang cach sir dung gia tri ACt ctia gen danh déu
phén tir ciia mau thtr nghiém, va do tudi, gid tri pT va gia tri LN cla ddi twong, chon
ngau nhién mot nira 1am nhém tap huén va mot nira con lai lam nhom kiém chung, thiét
1ap md hinh du doan chira 10000 ciy quyét dinh bang thuét toan rimg ngau nhién, liy
mau ngau nhién > 1000 lan va thiét 1ap > 1000 md hinh dy doan, chon > 39 mo6 hinh ti
ru 6 ty 1& pht hop cao nhét véi thong tin theo ddi tir > 1000 mo hinh dy doén 1am mo
hinh con ctia md hinh cudi, va thiét lap gia tri trung binh ctia > 39 mé hinh con 1am gi4 tri
du doan cudi ctia nguy co tién luong.

Thuét toan rimg ngau nhién gdbm nhiéu ciy quyét dinh. Cay quyét dinh dugc xay
dung bang phuong phap x4c dinh ngau nhién hai 1an ddi v6i thude tinh va miu, vi thé,
n6 con duogc goi 1a ciy quyét dinh ngau nhién. Trong thuat toan rimg ngau nhién, khong
¢6 su twong quan giita cac cdy quyét dinh. Khi cac sé liéu thir nghiém nhép vio rimg
ngau nhién, né dugc phan loai bai mdi cay quyét dinh. Cudi ciing, danh muc c6 su phan
loai nhiéu nhit & tat ca cac cay quyét dinh 13 két qua cudi, nghia la két qua “lya chon”
ctia ciy quyét dinh. N6i theo cach khac, thuat todn rirng ngau nhién 1a cong cu phan loai
bao gdm nhiéu cay quyét dinh, va danh muc dau ra ctia né duge xac dinh bang phuong
thirc ctia danh muc ddu ra ctia cay riéng biét. Theo sang ché, cac tac gia sang ché da tdi
uu hoa thuat toan rirmg ngau nhién truyén thong. T4c gia 1y mau ngau nhién 1000 lan va
thiét 1ap 1000 mo6 hinh. 39 md hinh tdi wu c6 ca do chinh xac va do dic hiéu cao hon tur
1000 m6 hinh dugc chon lam mo6 hinh con cia m6 hinh cudi, va gia tri trung binh cta 39
md hinh con dugc thiét 1ap 1am két qua du doan cudi cling.

D0 tudi clia cac bénh nhan méi duge chidn doan mac bénh ung thu vii duong tinh
v6i thu thé ER hodc PR giai doan trung gian hoac khong duoc diéu tri sém, giai doan PT,
$b luong hach LN di can, va gia tri Ct cia 14 gen danh dau phan t¢ BCL2, PGR,
SCUBE2, ESRI, MKi67, CCNBIl, MYBL2, GRB7, ERBB2, MMPI11, CD68, BAGI,
MAPT, MS4A1 va 5 gen gitt nha ACTB, GAPDH, GUSB, NUP214, VCAN dugc nhap
va0 39 mé hinh du doan cia phép phan tich dé thu dugc két qua phan tich du doén, nho
d6 thu duogc gia tri nguy co tai phat hoac tr vong trong thoi gian tr 3 dén 10 nam, gia tri

nay s& dugc xac dinh 1a sy tién luong tdt hodc su tién lugng xdu dya trén ngudng nguy

4.
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co (ngudng bang 5).

Theo mot s6 phuong 4n cua sang ché, mau thir nghiém trong sang ché 1a mau
duoc ¢ dinh bang formalin va gin trong parafin (Formalin-Fixed and
Paraffin-Embedded: FFPE) tir bénh nhan méi dugc chén doan mic bénh ung thu vu
duong tinh v6i thu thé ER hodc PR giai doan trung gian hodc khong dugce diéu tri sGm.

Séng ché con dé xuit bd doan mdi dé khuéch dai t6 hop gen, céac trinh tu cua
chiing dugc thé hién b cac trinh ty tir SEQ ID NO: 1 dén SEQ ID NO: 28.

Sang ché con dé xuét bod doan do dé khuéch dai td hop gen, cac trinh ty ciia ching
duoc thé hién béi cac trinh tu tir SEQ ID NO: 29 dén SEQ ID NO: 42.

Séang ché con dé xuét bd doan mdi dé khuéch dai cac gen tham chiéu noi cua td
hop gen, cac trinh tu cua ching dugc thé hién bai cac trinh tu tir SEQ ID NO: 43 dén
SEQ ID NO: 47.

Sang ché con d& xuét bd doan do dé khuéch dai cac gen tham chiéu ndi ctia t6 hop
gen, c4c trinh tu ctia chung dugc thé hién boi cac trinh ty tir SEQ ID NO: 48 dén SEQ ID
NO: 52. |

Sang ché con dé xudt kit thir nghiém dé du doan nguy co tai phat va/hodc t vong
trong thoi gian tir 3 dén 10 nam sau khi phau thut ung thu vu, kit ndy chira b doan moi
va/hodc bo doan do, va cac chit phan ung thuong duge sir dung trong kit.

Sang ché con dé xuat phuong phép xay dung mo hinh dy doén nguy co tai phét
hodc tir vong trong thoi gian tir 3 dén 10 nam sau khi phau thudt ung thu vi, bao gdm céac
bude: xay dung ma trin bang cach sir dung gia tri ACt cia gen danh dau phan tir cia mau
thr nghiém, va do tudi, gia tri pT va gia tri LN cua dbi tuong, chon ngéu nhién mot nira
lam nhém tap hudn va mot nira con lai 1am nhém kiém chimg, thiét 1ap mo hinh du doan
chira 10000 cay quyét dinh bang thuét toan rimg ngau nhién, 14y mau ngau nhién > 1000
1dn va thiét 1ap > 1000 mé hinh du doéan, chon > 39 mé hinh t6i wu c6 ty 1¢ pht hop cao
nhat véi thong tin theo ddi tir > 1000 md hinh dy doan lam md hinh con ctia mé hinh
cudi, va thiét 1ap gia tri trung binh ciia > 39 mé hinh con lam gi4 tri du doan cudi cia
nguy co tién luong.

Sang ché con dé xuat phuong phap danh gia va tht nghiém nguy co tai phat hodc
tr vong trong thoi gian tir 3 dén 10 nam sau khi phau thuat ung thu vu, bao gdm cac
budc: thu dugc ARN téng s6 cua mau thu nghiém, thu dugc ADN bd tro béng cach

phién ma nguoc, thu dugc gia tri Ct cia gen danh dAu phan tir va cac gen tham chiéu noi
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bang phan ting PCR dinh lugng huynh quang, tinh gié tri Ct trung binh ctia cac gen tham
chidu noi dé thu duoc gia tri Ct trung binh (Ct’) ctia to hop gen tham chiéu noi, chuén
hoa gié tri Ct ciia gen danh dau phan tir tvong mg bang cach trir di gi4 tri Ct’ cta to hop
gen tham chiéu ndi dé thu duoc gia tri ACt, va sau d6 phan tich gia tri ACt, va do tudi,
gig tri pT va gi4 tri LN cua d6i tuong bang md hinh du doan nguy co tai phat hodc tr
vong trong thoi gian tir 3 dén 10 nam sau khi phau thuét ung thu vi dugc xay dung bing
thuét toan rirng ngau nhién dé thu duoc két qua, nghia 1a thu duogc gi tri nguy co tai phét
hodc tir vong trong thoi gian tur 3 dén 10 nim va sy du doan su tién luong tbt hodc tién
lwong x4u dya trén ngudng nguy co (ngudng bang 5).

Theo sang ché, mau thu nghiém 12 mau FFPE tir bénh nhan méi dugc chan doan
mac bénh ung thu v duong tinh véi thu thé ER hodc PR giai doan trung gian hodc
khong dugc diéu tri som.

Céc giai phap k¥ thudt duoc sir dung trong sang ché bao gom (1) bang cach
nghién clru tai liéu va co so dit liéu, chon 192 gen tng vién lién quan dén bénh ung thu
v (khong chi gidi han & cac gen lién quan dén su tién lugng bénh ung thu v, chira cac
gen tham chiéu noi) va tiy chinh céc chip biéu hién gen TLDA (Applied Biosystems
Co.); (2) thu thap c6 hé théng cac sb liéu nhan khéu hoc ddy du, cac so lidu 1am sang va
s6 liéu theo d3i (su tai phat va thoi gian di can, thoi gian séng), va chon cic mau FFPE
ctia bénh nhan méi duoc chin doan méic bénh ung thu va duong tinh véi thu thé ER hodc
PR giai doan trung gian hodc khong duoc didu tri sém, bang cach sir dung cic chip
TLDA dugc tuy chinh dé th nghiém 192 gen va sang loc cic gen tham chiéu ndi va gen
danh d4u phan tir lién quan dén su tién lugng bénh ung thu vi; (3) kiém tra gen danh dau
phan tir tmg vién va gen tham chiéu trong cac mau doc 1ap va xay dung mo hinh dy doan
nguy co tai phat hoac tr vong trong thoi gian tur 3 dén 10 nam sau khi phau thuat bing
thuat toan ring ngau nhién, va danh gia ty 1& phu hop gitta mo6 hinh dy doan va két qua
theo ddi; (4) tién hanh kiém tra thém bang cach st dung cdc mau 1am sang doc 1ap: cac
mau FFPE cua 19 trudng hop bénh nhan mai duoc chin doan mic bénh ung thu v
duong tinh v6i thu thé ER hodc PR giai doan trung gian hodc giai doan sém hodc c6 56
liéu theo doi 1am sang d3 biét va danh gia ty 18 phu hop gitta m6 hinh du doan va két qua
theo doi.

Sang ché dé xuit hé théng thir nghiém gen dé danh gia du doan su tai phat hodc tit

vong trong thoi gian tir 3 dén 10 nam sau khi phéu thuat & bénh nhan mé&i dugce chan
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doan méc bénh ung thu via dwong tinh véi thy thé ER hodc PR giai doan trung gian hodc
khong duoc diéu tri som. Bing cach chiét ARN téng s tir cac mau mo bénh ung thu vi
duoc ¢b dinh bang formalin va gin trong parafin (FFPE), sau khi phién ma nguoc bang
cac doan mdi thuong dung, gia tri Ct cua sy biéu hién cua 14 gen danh dau phan tu lién
quan dén viéc chan doan bénh ung thu via va 5 gen tham chiéu ndi dugce phat hién béng
cach st dung phan tng PCR. Gié tri Ct va do tudi, gia tri pT va s luong hach LN ctia déi
tuong dugc dua vao md hinh du doan nguy co tai phat hodc tir vong trong thoi gian tir 3
dén 10 nam sau khi phiu thuét & cac bénh nhan ung thu vii duong tinh véi thu thé ER
hoic PR giai doan trung gian hodc giai doan sém dugc xay dung bang thuét toan ring
ngau nhién, dé danh gi4 sy tién lugng t6t hodc tién lugng xau. So sanh véi thong tin theo
doi, hé théng nay dat dugc do chinh xac 70%. Ngoai trir do tudi bénh nhan, giai doan pT,
va s6 luong hach LN, khong can phai dua vao cac thong tin bénh 1y 1am sang khac.

Kit duoc dé xut trong sang ché c6 ty 1& du doan chinh xac bang 81,1% ddi véi
c4c bénh nhan ung thu vi méi duoc chan doan c6 nguy co thap vé su tai phat hodc tir
vong trong thoi gian tur 3 dén 10 nam, trong khi @ chinh x4c cta tht nghiém dyu doan
bénh Iy béng 71,9%. Ngoai ra, kit nay tao ra dd nhay cta ty 1¢ chinh xac du doan béng
54.4% dbi v6i cac bénh nhan ung thu vii méi duge chin doan c6 nguy co cao vé su tai
phat hodc tir vong trong thoi gian tur 3 dén 10 ndm, d6 chinh x4c nay gan bang do chinh
xéac cua thir nghiém du doan bénh 1y twong ing bang 56,8%. So véi thong tin theo ddi
trong 1am sang, kit nay dat dugc ty 1€ thich hop béng 70%. Ngoai trir do tudi bénh nhan,
giai doan pT, va s6 lugng LN, khong cén phai dwa vao cic thong tin bénh 1y 1am sang
khac.

Hé thir nghiém va kit c6 tinh nang t6t hon trong thir nghiém dénh gid du doan
bénh ung thu vii so véi cac két qua danh gia bénh 1y 1am sang. C6 thé 1am giam viéc diéu
tri qua muc va diéu tri khong thich hop do viée chén doan bénh 1y sai gdy ra & muc do
nhét dinh, dap tng cac yéu cau vé viéc diéu tri chinh x4c va duogc ¢4 nhan hoa cta cac
bénh nhan ung thu vu, va cai thién thém cac phuong phéap ky thuat dé du doan viéc chan

doéan bénh cia cac bénh nhan ung thu vi ¢ Trung Qubc.

MG ta vin tit cac hinh vé
Dé minh hoa rd rang hon cic phuong an cla sang ché hodc giai phap k¥ thuét ctia

céc giai phap da biét, cac hinh vé duoc st dung trong cac phuong an hodc phan mo ta cac
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giai phap da biét s& duge mo ta van tit dudi day.

Fig.1 thé hién két qua phén tich su tvong quan giita cac gen tham chiéu noi va
gen tht nghiém;

Fig.2 thé hién viéc xay dung mé hinh du dodn nguy co tai phat hodc tr vong

trong thoi gian tir 3 dén 10 nam sau khi phau thuét ung thu va.

M3 ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén cac gen danh dau phan ti, gen tham chiéu ndi va ung dung
cua chung, kit tht nghiém va phuong phap xay dung mo hinh thir nghiém. Nguoi ¢
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay cé thé biét duoc tir ndi dung ciia phan md ta va
céi thién mot cach thich hop cac thong s ctia quy trinh. Cén hiéu rang tit ca cac phuong
an va cai bién nay déu 12 hién nhién véi nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay
va dugc cho 12 ndm trong pham vi cta sang ché. Phuong phép va ting dung trong sang
¢hé da duoc md ta trong cac phuong 4n duge wu tién, va hién nhién 12 ngudi cé hiéu biét
trung binh trong linh vuc ndy c6 thé tién hanh thay doi, cai bién va két hop thich hop
phuong phéap va ung dung dugc mo6 ta ¢ ddy ma van nam trong pham vi cia sang ché, va
tién hanh va ap dung k¥ thuat clia sang ché.

Cac giai phap k§ thuat dugc st dung trong sang ché bao gdm (1) bang cach
nghién ctru tai liéu va co s& dit liéu, chon 192 gen tng vién li€n quan dén bénh ung thu
vu (khong chi gidi han & cac gen lién quan dén viéc tién luong bénh ung thu v, chita cac
gen tham chiéu ndi) va tiry chinh cac chip biéu hién gen TLDA (Applied Biosystems
Co.); (2) thu thap c6 hé théng day du cac s4 liéu nhan khéu hoc, cac s liéu 1am sang va
s6 liéu theo doi (su tai phat va thoi gian di can, thoi gian séng), va chon cac mau FFPE
ctia bénh nhan méi dwoc chin doan méc bénh ung thu va duong tinh véi thu thé ER hodc
PR giai doan trung gian hodc khong dugc didu tri som, bang cach str dung cic chip
TLDA dugc tuy chinh dé thir nghiém 192 gen va sang loc cac gen tham chiéu ndi va gen
danh ddu phén ti lién quan dén su tién lugng bénh ung thu vi; (3) kiém tra cac gen danh
déu phan tir ing vién va gen tham chiéu trong cac mau ddc 1ap va xay dung md hinh dy
doan nguy co tai phat hoac tr vong trong thoi gian tir 3 dén 10 nam sau khi phau thuat
bang thuat toan ring ngau nhién, va danh gia ty 1¢ phu hop gitta m6 hinh du doan va két
qua theo ddi; (4) tién hanh kiém tra thém bang c4ch st dung c4c mau 1am sang doc lap:

cac mau FFPE cuta 19 truong hop bénh nhan méi duge chén doan mic bénh ung thu vi
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duong tinh véi thu thé ER hodc PR giai doan trung gian hodc giai doan sém c6 sb litu
theo dbi trong 1am sang di biét va danh gia ty 1é phu hop gitta md hinh dy doan va két

qua theo doi.

1. Chon c4c mau nghién ctru

(1) cac bénh nhan méi duoc chin doan mac bénh ung thu v giai doan sém khong
duoc diéu tri hodc giai doan trung gian;

(2) cac bénh nhan ung thu v duong tinh véi thu thé ER hodc (va) PR giai doan
som khong duoc diéu tri hoac giai doan trung gian;

(3) ¢6 hodc (va) khong c6 su di can hach bach huyét, va s6 luong hach bach huyét
di cén;

(4) ¢6 thong tin theo ddi chi tiét va chinh xAc.

Tong cdng c6 339 mau dap Gng céc tidu chi duge sir dung trong nghién ctru nay.

2. Chiét ARN tbng s6 ctia mau FFPE

ARN téng sb duoc chiét tir cac mau FFPE bang cach sir dung kit phan 1ap ARN
FEPET c6 d0 tinh khiét cao (Roche), va ARN thu dugc co néng dd nam trong khoang tur
25 dén 400 ng/pl, mat do quang OD 260/280 nim trong khoang tir 1,8 dén 2,0, va OD
260/230 nam trong khoang tir 1,5-2,0.

3. Thir nghiém chip TLDA (Applied Biosystems).

Cac thr nghiém sau day dugc thuc hién dbi voi 26 cap mau cd su tién luong tbt
va su tién lugng x4u tir cac thong tin theo ddi trong 14m sang da biét:

(1) tién hanh phan tng phién mi ngugc di véi ARN tdng sd dé thu duoc méau
ADN b6 tro;

(2) tién hanh thtr nghiém chip TLDA déi v6i mau ADN bb tro;

(3) phén tich va xt 1y s6 liéu dé thu dugc cac gen danh diu phan ti (mg vién va

gen tham chiéu ndi.

4. Tién hanh phan tng RT-PCR dinh lugng trong thoi gian thuc (Real-time quantitative
RT-PCR: qRT-PCR)

Céc gen danh déu phan ti tng vién duge kiém tra d6i v6i 289 mau tir cac thong
tin theo doi trong 1am sang:

(1) tién hanh phan tmg phién ma nguoc déi voi ARN tdng s6 dé thu duge mau

ADN bb tro;
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(2) tién hanh thir nghiém RT-PCR d6i véi mau ADN b tr;

(3) phan tich va xtr 1y s6 lidu.

5. Phuong phép chuén bi kit chan doan

Bang phuong phap tiy chinh chip TLDA, céc gen tham chiéu ndi va gen c6 muc
d6 biéu hién khac nhau gitta 26 mau bénh ung thu vl ¢6 sy tién lugng t6t va 26 mau
bénh ung thu v c6 su tién lugng x4u dugc xac dinh, va cac gen tham chiéu noi va gen
biéu hién khac biét duge sang loc. Cac gen dénh déu phan tir img vién duoc kiém tra véi
luong 16n cac mau bang phan tmg PCR dinh lugng huynh quang phién ma ngugc. Cubi
cing, 14 gen va 5 gen tham chiéu ndi (BCL2, PGR, SCUBE2, ESRI, MKi67, CCNBI,
MYBL2, GRB7, ERBB2, MMPI11, CD68, BAGl, MAPT, MS4A41; ACTB, GAPDH,
GUSB, NUP214, VCAN) lién quan dén su tién lugng bénh ung thu vu duge sang loc, cac
gen nay dugc st dung dé tao thanh kit chin doan. Kit chan doan nay chtra cac doan mdi
va doan do cua cAc gen ndy, va cac chat phan tng thong thuong khac dung cho phan img
gqRT-PCR. Kit con chira m6 hinh du doén, trong dé6 muc do biéu hién cua cac gen BCL2,
PGR,SCUBE2, ESRI, MKi67, CCNB1, MYBL2, GRB7, ERBB2, MMP11,CD68, BAGI,
MAPT va MS4A41 duge th nghiém bang cach st dung gia tri trung binh cua cic gen
ACTB, GAPDH, GUSB, NUP214 va VCAN lam gen tham chiéu. Dong thoi, cac thong
tin 14m sang nhu do tudi cia bénh nhan ung thu vy, gia tri PT va LN duoc st dung de
d4anh gia tong quat nguy co tai phat hodc tr vong trong thoi gian tir 3 dén 10 nam sau khi

phau thuét ung thu va, va su tién lugng tdt hodc su tién luong x4u dugc xac dinh.

6. Thiét 1ap m6 hinh danh gia nguy co

(1) Thiét 1ap mé hinh dé du doan nguy co ti phat hodc tl vong trong thoi gian tir
3 dén 10 nam sau khi phau thuat ung thu vu

Thuét toan rirng ngau nhién trong phuong phap hoc bing may dugc st dung dé
danh gia va thir nghiém gia tri nguy co tai phat hodc tr vong cua cac mau trong thoi gian
tir 3 dén 10 nam sau khi pha:lu thuat, va thiét 1ap mo6 hinh thr nghiém gen dung cho vi¢c
danh gia chan doan bénh ung thu via. Thudt todn ring ngau nhién gdm nhiéu ciy quyét
dinh. Cay quyét dinh duoc xay dung bang phuong phép chon ngau nhién hai lan déi véi
ctia cac thudc tinh va mau, vi thé né con duoc goi 1a cay quyét dinh ngau nhién. Trong
thuat toan ring ngau nhién, khong c6 su twong quan gilta cac cay quyét dinh. Khi s6 liéu
thir nghiém nhap vao rimg ngu nhién, né dugc phan loai bing mdi cay quyét dinh. Cubi

cung, danh muc c6 su phén loai nhiéu nhat trong tat ca cac cdy quyét dinh 13 két qua cudi
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cung, nghia la két qua “lya chon” cua cay quyét dinh. Noi theo cach khac, thuit toan
rung ngau nhién 1a cdng cu phan loai bao gbm nhiéu ciy quyét dinh, va danh muc dau ra
ctia n6 duoc xac dinh theo phuong thirc ctia danh muc dau ra cta cay riéng biét. Theo
sang ché, céc tac gia sang ché da tdi uu hoa thudt toan rimg ngau nhién truyén thong. Tac
gia sang ché 14y mAu ngdu nhién 1000 14n va thiét 1ap 1000 md hinh. 39 mé hinh t5i uu
¢6 cé hiéu qua va do dac hiéu cao hon tir 1000 mé hinh dugc chon lam mo6 hinh con cua
m6 hinh cudi, va gia tri trung binh cua 39 md hinh con dugc thiét lap lam két qua du
doan cubi cung.

Trong pha thtr nhit ciia nghién ciru, tong cong 192 gen tng vién lién quan dén
bénh ung thu vi dugc thir nghiém béng k¥ thuat TLDA. Sy khac biét vé mirc do biéu
hién gen giita 26 mau bénh ung thu v ¢6 sy tién lugng t6t va 26 mau bénh ung thu vi cé
su tién lugng xdu duge phat hién, va cac gen ¢6 mirc do biéu hién khac nhau duoc sang
loc. Su khéc biét vé muc do biéu hién gen duoc thé hién 14 22, trong d6 ACt = CT iz, —
CT ham chidu, Va cac gen tham chiéu duoc st dung lam thong b tham chiéu dé chuén hoa
va tinh toan mic do biéu hién trong dbi. Qua trinh sang loc gen tham chiéu chuan ndi
bao gdm céc bude: sang loc gen tham chiéu noi tng vién bang cach sir dung cac chuong
trinh phan mém geNorm, BestKeeper, NormFinder, delta Ct dya trén thudt toan 6n dinh
va xem xét chirc nang sinh hoc cua cac gen it bién dong va méi lién quan ctia ching v&i
khéi u; tinh toan sy twong quan gitta gia tri Ct trung binh cta tAt ca cac t6 hop gen tham
chiéu chuin noi tng vién va gia tri Ct trung binh cta 192 gen, va t6 hop c6 mdi tuong
quan cao nhat 13 t hgp gen tham chiéu chuén ndi, chtra cac gen ACTB, GAPDH, GUSB,
NUP214 va VCAN. Céc tiéu chuan sang loc ctia gen tng vién bao gdm (1) phép phan
tich tdng quan- mirc do khéc biét gifra hai nhém cé su tién lugng tot va sy tién lugng xau
1a gép 2 14n hodc nho hon 0,5, va ty 1& cac truong hop 6 gia tri Ct < 35 bang 50%; (2)
phép phan tich phan tang — lién quan dén su khong di can hach bach huyét, mtrc do khac
biét gitta hai nhom c6 su tién lwong tét va su tién lugng xAu 14 gép hon 2 1an, va sy khac
biét vé& mat théng ké 1a <0,05; (3) trong phép phén tich tong quan, mic do khac biét giira
hai nhém 12 khong dang ké, tuy nhién diéu nay da duoc thong bao trong tai liéu chuyén
nganh lién quan dén su tién lugng bénh ung thu vu, va ty 1& cac trudong hop c6 gia tri Ct
<35 bang 90%. Cac gen dép tng cAc tiéu chudn sang loc trén day bao gdm BCL2, PGR,
SCUBE2, ESRI, MKi67, CCNBI, MYBL2, GRB7, ERBB2, MMPI11, CD68, BAGI,
MAPT va MS4A1.
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Theo phuong an thi nhat, sang ché d& xuét gen danh gia su chan doan bénh ddi
v6i cac bénh nhan ung thu v & Trung Qudc. Hién nay, cic san phim tuong tw & nudc
ngoai dugc phat trién trén co o nguoi chau Auva nguoi MY, va cdc nhom dan tdc khac
nhau ¢4 murc d6 biéu hién gen khéac nhau. Theo sang ché, 19 gen dugc sang loc, trong do
cac gen MAPT va MS4A1 1ién quan dén viéc du doan su tai phét hodc tir vong trong thoi
gian tu 3 dén 10 nam sau khi phau thuat dya trén $6 liéu vé cac bénh nhan ung thu vua &
Trung Qudc. Mic du cac gen da duoc thong béo 1a c6 lién quan dén bénh ung thu vi,
khong c6 bao céo truc tiép vé vai tro clia né trong viéce tién lugng bénh ung thu va. Theo
phuong an th(r hai, sang ché thiét 1ap td hop gen tham chiéu chudn ndi mai, to hop nay
khac véi cac ing dung va san phim khac, v it bi anh huéng béi chit luong ARN trong
cac mau FFPE, 1am cho két quéa thtr nghiém cua cac gen danh du phan tir dang tin cay
hon. Thed phuong an thr ba, mé hinh dy doén trén co sé thuét toan rung ngau nhién
dugc s dung cho phép phén tich toan dién, tién hanh du doan nguy co tai phat hodc ti
vong trong thoi gian tir 3 dén 10 nim sau khi phau thut & bénh nhan méi duoc chan
doan mac bénh ung thu vu cé ER"' hodc PR" giai doan sém hodc trung gian.

Do céc van dé néu trén, sang ché dé xut hé thir nghiém gen danh gia tién luong
d6i v6i su tai phat hodc tir vong trong thoi gian tir 3 dén 10 nam sau khi phau thuat & cac
bénh nhan ung thu v duong tinh v4i ER hoac PR giai doan I va giai doan II khong dugc
diéu tri. So v6i thong tin theo ddi, hé thong nay dat duge do chinh xéc 70%. Ngoai trir do
tudi, giai doan pT, va s6 luong LN cta bénh nhan, khong can phai dua vao cac thong tin
bénh 1y 1am sang khac.

Céc nguyén liéu ban dau va chat phan timg duoc sir dung trong sang ché cua cac
gen danh dau phan tir, gen tham chiéu noi va st dung chung, kit thir nghiém va phuong
phap xay dung mo hinh thr nghiém déu co ban trén thi truong.

Sang ché dugc minh hoa thém dya vao cac vi du sau day.

Vi du thye hién sang ché
Vi du 1: 14y mau va thiét 1ap thong tin mau

Cac mau FFPE cua c4c bénh nhan ung thu vi méi duoc chan doan khong duoc
didu tri duoc chon, va sé lidu theo dbi trong 1am sang dugc thu thap c6 hé thong day du.
Béng céach thiét 14p thong tin mau, 341 miu d4p ng céc tiéu chuén sau day duoc chon

lam mau thtr nghiém cho thir nghiém chip kidu mang mat do thap Taqman (Tagman Low
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Density Array: TLDA) va loat cac phan ing qRT-PCR sau do:

(1) cac bénh nhan mdi duoc chan dodn méc bénh ung thu vi & giai doan trung
gian hodc giai doan sém khong dugc diéu tri;

(2) cic bénh nhan ung thu vu duong tinh voi thu thé ER hodc (va) PR giai doan
trung gian hodc giai doan sém khong dugc diéu tri;

(3) ¢6 hodc (vd) khong c6 su di can hach bach huyét, va s luong hach bach huyét
di can;

(4) ¢6 thong tin theo ddi chi tiét va chinh xAc.

Vi du 2: sang loc cac gen danh dau phan tir va gen tham chiéu ndi bang chip TLDA

Thir nghiém chip TLDA duogc thuc hién dbi voi 26 mau bénh ung thu vi co su
tién luong tot va 26 mau bénh ung thu vii ¢é su tién luong x4u dap Gng tiéu chuan néu
trén, va thu duoc két qua. Cac budc cu thé 12 nhu sau.

(1) Chiét ARN tir c4c mAu FFPE: chudn bi 4 1at cit c6 d day 20um hogc 8 14t cat
¢6 d6 day 10pm cho mdi mau; ARN duge chiét theo quy trinh cuia kit phan 1ap ARN cua
FFPET c¢6 d tinh khiét cao (Roche); va ARN chiét duoc dat yéu cau vé su kiém soat sd
lwong va chat luong bang cach sir dung NanoDrop-2000 dugc cho thtt nghiém phién ma
nguoc xudi dong.

(2) Thu duge miu ADN bb trg bing cach tién hanh phan ing phién ma nguge doi
v6i ARN tdng s6: 1ug ARN tong s6 duge phién ma ngugc theo quy trinh cua kit Master
Mix SuperScript® VILO™ (Invitrogen).

(3) TLDA dbi v6i ADN b trg: cac san pham ADN bd trg néu trén duge tron k§
v6i hon hop Master Mix dung cho phan tng PCR phd dung TagMan®, va sau d6 tién
hanh c4c thtr nghiém trén thiét bi phan tmg PCR dinh lugng huynh quang ABI 7900 theo
quy trinh chuan TLDA.

(4) Phan tich va xur 1y s6 lidu:

Trong pha thir nhét ctia nghién ctru, tong cong 192 gen ung vién lién quan dén
bénh ung thu v duge thir nghiém bang k¥ thuat TLDA. Su khac biét vé mic do biéu
hién gen gitta 26 mau bénh ung thu vii c6 sy tién lugng tdt va 26 mau bénh ung thu vi cé
su tién lugng xau dugc phat hién, va cac gen c6 mirc d biéu hién khic nhau dugc sang
loc. Su khac biét vé muc do biéu hién gen dugc thé hién duéi dang pAct trong do ACt=
CTrau - CTiham chiéus va cac gen tham chiéu duoc st dung lam thong s6 tham chiéu dé
chuin héa va tinh toan mirc do biéu hién twong dbi. Qua trinh sang loc gen tham chiéu
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chudn noi bao gdm cac budc: sang loc gen tham chiéu noi tmg vién bang cach st dung
céc chuong trinh phdn mém geNorm, BestKeeper, Normfinder, delta Ct trén co so thut
toan 6n dinh va xem xét chitc ning sinh hoc cua cac gen it bién dong va mbi lién quan
clia chtng voi khéi u; tinh toan su twong quan gitra gia tri Ct trung binh cta tat ca cac tb
hop gen tham chiéu chudn noi ing vién va gia tri Ct trung binh ctia 192 gen, va t6 hop c6
su trong quan cao nhat 13 td hop gen tham chiéu chuén ndi, chra cac gen ACTB,
GAPDH, GUSB, NUP214 va VCAN. Tiéu chuin sang loc ctia gen (mg vién bao gbém (1)
phan tich tong quan- mutc do khac biét gitta hai nhém c6 su tién luong t6t va su tién
luong x4u bang 2 14n hodc nhd hon 0,5, va ty 16 cac ca bénh c6 gia trj Ct <35 bang 50%;
(2) phan tich phan ting — lién quan dén sy khong di can hach bach huyét, mirc do khac
biét gitra hai nhdm c6 su tién luong tdt va su tién luong xau 1a gép hon 2 14n, va su khéc
biét v& mat thdng ké 1a nhé hon <0,05; (3) trong phép phén tich tong quan, mirc do khac
biét gitra hai nhém la khong dang ké nhung da duoc thong bdo trong tai liéu chuyén
nganh lién quan dén sy tién luong bénh ung thu v, va ty 1€ cac ca bénh c6 gia tri Ct <35
bang 90%. Cac gen dap ung tiéu chi sang loc trén day bao gom BCL2, PGR, SCUBE?2,
ESRI, MKi67, CCNBI, MYBL2, GRB7, ERBB2, MMPI11, CD68, BAGI, MAPT va
MS4A1. Chirc nang cta 14 gen néu trén duoc thé hién trong Bang 1 sau day.

Bang 1: phan tich chttc ndng gen

S6 thir tw | Tén gen Su lién quan vé chirc ning
l. BCL2 Lién quan dén estrogen
2. PGR Lién quan dén estrogen
3. SCUBE?2 Lién quan dén estrogen
4. ESRI Lién quan dén estrogen
S. MKi67 Lién quan dén su ting sinh
6. MKi67 Lién quan dén su tang sinh
7. MYBL2 Lién quan dén su tang sinh
8. GRB7 Lién quan dén Her-2
9. ERBB2 Lién quan dén Her-2
10. MMPI1 Lién quan dén sy xam lan
11. CD68 Ho biét hda 68
12. BAGI gen | khang lai su chét té bao theo chuong trinh gin
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két voi BCL2
13. MAPT protein tau lién quan dén vi 6ng
14. MS441 Thanh vién 1, si€u ho A cua vung xuyén mang 4

Vi du 3: kiém tra cac gen danh ddu phén tir bang phan tng qRT-PCR véi kich thuéc mau
16n

14 gen danh dau phan tir va 5 gen tham chidu ndi duoc sang loc bang TLDA:
BCL2, PGR,SCUBE2, ESRI1, MKi67, CCNB1, MYBL2, GRB7, ERBB2, MMPI11, CD68,
BAGI, MAPT, MS4Al; ACTB, GAPDH, GUSB, NUP214 va VCAN. Tong cong 289 mau
FFPE dé4p Gng cac yéu cau vé mau néu trén va c6 thong tin theo ddi trong 1am sang day
da duoc kiém tra bang phan tng qRT-PCR trong mot ong.

(1) Chiét ARN tir 289 mAu FFPE: 4 14t cit c6 d6 day 20pum hodc 8 14t cét c6 do
day 10pm cua mdi mau duoc lay; ARN duoc chiét theo quy trinh cta kit phan 1ap
FFPET cé do tinh khiét cao (Roche); va ARN chiét dugc dat su kiém soét chat lugng va
$6 luong béng c4ch st dung NanoDrop-2000 dugc cho thir nghiém phién ma nguoc xudi
dong.

(2) Thu dugc mau ADN bb trg ctia 289 mau FFPE bang cach tién hanh phan tng
phién mi ngugc dbi véi ARN téng sb: 1pg ARN tong s6 dugc phién ma nguge theo quy
trinh cta kit Master Mix SuperScript® VILO™ (Invitrogen).

(3) Phan tmg qPCR ddi véi ADN bd tro tir 289 mau FFPE: cac mdu ADN b tro
trén day duoc tron k§ véi hon hgp Master Mix dung cho phan ung PCR phd dung
TaqMan®, va sau d6 tién hanh céc thit nghiém trén thiét bi TCR dinh lugng huynh quang
ABI 7900 theo quy trinh chudn cia TLDA. Trinh tu ctia cic doan mdi va doan do ding
cho gPCR dugc thé hién trong cc bang tir 2 dén 5.

Bang 2: trinh ty ctia cac doan mdi dung cho gqRT-PCR

Tén gen S6 Doan mdi nguoc (5°-3°) S6 Doan méi xudi (5°-3)

BCL?2 SEQID CATGTGTGTGGAGA SEQID GCCGGTTCAGGTACT
NO:1 GCGTCAA NO:2 CAGTCA

PGR SEQID CAGGTCTACCCGCC SEQID GGCTCTGGCTGGCTT
NO:3  CTATCTC NO:4 CTG

SCUBE SEQID AAGGATCACGGCTG SEQID AACCAGGCCTGCAC

2 NO:5 TAGTCACA NO:6 TCACA
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ESRI SEQID TGATCAGGTCCACC SEQID GCGCCAGACGAGAC
NO:7 TTCTAGAATG NO:8 CAAT

MKi67 SEQID GCACACTCCACCTG SEQID CCTGACTCTTGTTTT
NO:9 TCCTGAA NO:10 CCTGATGGT

MKi67 SEQID CCAAGCCCAATGGA  SEQID ATTACATCAGAGAA
NO:11  AACATCT NO:12  AGCCTGACACA

MYBL2 SEQID AAGACAACAGCTTG SEQID GGGCCACTGCTGCCT
NO:13  CTCAACCA NO:14  TCT

GRB7 SEQID TCCAGGACAAGGGC SEQID ATGGCGTCTGAGCG
NO:15 ACACA NO:16 AGAGA

ERBB2 SEQID CCGAGGGCCGGTAT SEQID ATCCCACGTCCGTAG
NO:17  ACATT NO:18  AAAGGT

MMPI] SEQID GATGCCCAGGGCCA  SEQID TTCACCGTCGTACAC
NO:19 CAT NO:20 CCAGTAC

CD68 SEQID AAGTTTCTCCTGCCC SEQID AAGAAGGATCAGGC
NO:21 CAGTGA NO:22  CGATGAT

BAGI SEQID GCTGGGCTCACCGT SEQID GAGGTAACATGAAG
NO:23  GACT NO:24  GTCGTGCTT

MAPT SEQID ACCAAGACCAAGAG SEQID CAGAGCCCGGTTCCT
NO:25 GGTGACA NO:26 CAGA

MS441  SEQID AACTCCCCATCTACC SEQID ATCACTGACAAAAT
NO:27 CAATACTGTT NO:28  GCCCAAGA

Bang 3: cac trinh ty cia doan do dung cho qRT-PCR

Tén gen Sétrinhty  Trinh tu clia doan do

BCL2

SEQ ID NO:29 TGGACAACATCGCCCTG

PGR

SEQID NO:30 ACTACCTGAGGCCGGAT

SCUBE2 SEQID NO:31 TGCAAGGAGGCCC

ESRI SEQID NO:32 CTGGCTAGAGATCCTGAT
MKi67  SEQID NO:33 TCATCAAGGAACAGCCTC
MKi67  SEQIDNO:34  ATGTGCCCCTGCAGAA
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MYBL2 SEQIDNO:35 CTTCTTGCAGGCCAAG
GRB7 SEQID NO:36  CTGGTTCCGTTAAGCC
ERBB2  SEQ ID NO:37 CGCCAGCTGTGTGAC
MMPII  SEQIDNO:38 TGGTTCTTCCAAGGTGCT
CD68 SEQ ID NO:39  CCATCTTGCTGCCTCT
BAGI SEQ ID NO:40 TCACCCACAGCAATGA
MAPT  SEQID NO:41 CCTGAAAGAATCTCC
MS441  SEQID NO:42  CAGCATACAATCTCTG

Bang 4: c4c trinh tw doan mdi ctia gen gitt nha dung cho qRT-PCR

Z::: SH Doan mdi nguge (5°-3”) S6 Poan mdi xudi (5°-3")

ACTB SEQID AGGCACCAGGGCGT SEQID CTCGTCGCCCACATAG
NO:43  GAT NO:44 GAA

GAPD  SEQID CAACGGATTTGGTC SEQID TGATGGCAACAATATC

H NO:45 GTATTGG NO:46 CACTTTACC

CUSE SEQID TGAAGATGGTGATC SEQID GTTAGAGTTGCTCACA
NO:47  GCTCACA NO:48 AAGGTCACA

NUP2I  SEQID ATCAGGCACAGGAG SEQID CCACCAAAACCCTGGA

4 NO:49  GGTTCA NO:50 CAGA

VOAN SEQID ACTACAGGGCGGCA SEQID AACGTCCAAACAAGC
NO:51 ACCA NO:52 CTTCTGA

Bang 5: trinh tu doan do cta gen gilt nha dung cho qRT-PCR

Tén gen S6 trinh tu Trinh tu doan do

ACTB SEQ ID NO:53 TGGGCATGGGTCAGAA
GAPDH SEQ ID NO:54 AGGGCTGCTTTTAACTC
GUSB  SEQID NO:55 ATCCTTGGACCCCTCC
NUP214 SEQ ID NO:56 CTTTGGGTCAAATAAC
VCAN  SEQID NO:57 CACACTGAATTTTGAGGCTG
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Vi du 4: thiét 1ap mo hinh du doan nguy co tai phat hodc tir vong trong thoi gian tir 3 dén
10 nam sau khi phau thuat ung thu vu

Thuét toan ring ngau nhién trong phuong phap hoc bing may dugc st dung dé
danh gia va thir nghiém gia tri vé nguy co tai phat hodc tr vong cla cac mau trong thoi
gian tir 3 dén 10 nam sau khi phau thudt, va thiét 1ap mo hinh thir nghiém gen dé dénh gia
viéc chan doan bénh ung thu vi. Thuat todn rimg ngiu nhién gdm nhiéu cay quyét dinh.
Cay quyét dinh duoc xay dung bang phuong phap chon ngau nhién hai 1an d6i v6i thude
tinh va mau, vi thé n6 con duoc goi 1a cay quyét dinh ngau nhién. Trong thuét toan ring
ngau nhién, khdng ¢ sy tuong quan giita cac cay quyét dinh. Khi s6 lidu thir nghiém
duoc nhédp vao rirng ngau nhién, né dugc phén loai boi mdi cay quyét dinh. Cubi cung,
danh muc ¢6 su phén loai nhiéu nhét trong tit ca cac cAy quyét dinh 13 két qua cudi clng,
nghia 13 két qua “Iura chon” clia ciy quyét dinh. Néi theo cach khéc, thuét toan rirng ngau
nhién 1a cong cu phan loai bao gbm nhiéu cay quyét dinh, va danh muc dau ra cia nd
duoc xac dinh theo phuong thirc cua danh muc dAu ra cua cay riéng biét. Theo sang ché,
tac gia sang ché da t6i wu hda thuat todn rimng ngau nhién truyén thong. T4c gia sang ché
chon mAu theo ngau nhién 1000 1an va thiét 14p 1000 mo6 hinh. 39 m6 hinh t6i wu ¢6 ca
d6 chinh x4c va do dic hiéu cao tir 1000 mo hinh dugce chon lam mé hinh con ctia mé
hinh cudi, va gi4 tri trung binh ctia 39 md hinh con dugc thiét 1ap 1am két qua dy doén

cudl.

Vi du 5: kiém ching thém bang cac mau 1am sang doc lap

19 mau FFPE tir cac bénh nhan ung thu v duong tinh véi thu thé ER hodc PR
giai doan trung gian hodc giai doan sém cé s4 liéu theo ddi 1am sang da biét: giai doan
PT la giai doan 1 va 2, cac 1an phau thudt dugc thuc hién trong khoang thoi gian tir ndm
2004 dén nam 2008, tién hanh theo d3i tir ndm 2011 dén nam 2015 va khoang thoi gian
theo d&i 1a tir 3 dén 10 nam.

ARN tdng s6 ctia 19 mau FFPE néu trén dugc chiét bang cach sir dung kit tach
chiét ARN FEPET c6 do tinh khiét cao (Roche). Sau khi viéc kiém soat chét lwong du
diéu kién, ARN duoc cho phan ung phién mé ngugc d8 thu dwgc mdu ADN bb trg. Cac
mau ADN b6 trg duoc cho phan tmg qRT-PCR dé phat hién gen tham chiéu noi ACTB,
GAPDH, GUSB, NUP214 , VCAN, va genes BCL2, PGR, SCUBE2, ESRI, MKi67,
CCNBI, MYBL2, GRB7, ERBB2, MMPI11, CD68, BAGI, MAPT va MS4A1. Cac gia tri
Ct duoc dua vao mo hinh du doan nguy co tai phat hodc tir vong trong thoi gian tur 3 dén
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10 nam sau khi phau thuat ung thu va dugc xay dung bang thuat toan rirng ngau nhién va

thu duoc cac gia tri vé nguy co tai phat hodc t vong trong thoi gian tir 3 dén 10 nam. Két

qué veé su tién luong tot hodc su tién luong xau dugc du doan trén co s¢ ngudng nguy co.

Ty 1¢ phu hop giita két qua dugc dy doan va thong tin theo dai da biét 1a 73,6%. Cac két

qué chi tiét dugc thé hién trong Bang 6.

Bang 6: Két qua danh gia su tién lugng cta 19 bénh nhén ung thu v

L Ngay phiu | Ngay theo Két qua du
Mau so s Thoi gian tai phat va di can
thuat doi doan
Khéng tai phat trong qua Su tién
43200 2004-6-1 2015-11-6 .
trinh theo doi lugng tot
Khong tai phat trong qué Su tién
43346 2004-8-1 2010-5-1 )
trinh theo do1 luong xau
Su tién
45110 2004-12-1 2011-1-1 | 06/2008: Di can gan )
lugng xau
Khong tai phat trong qua Su tién
50170 2005-1-13 | 2014-11-1 )
trinh theo do1 lugng xau
9/2006: caxinom tuyén
duoc biét hoa & murc thap
) Su tién
53552 2005-8-1 2010-2-13 | tai phat & thanh nguc trai; ,
, _ lugng xau
10/2006: di can phoi phai,
02/2009: di cin ca hai phdi
Khong tai phat trong qua Su tién
53827 2005-8-18 | 2014-11-1 ,
trinh theo doi luong tot
12/2006: caxinom tuyén
duoc biét hoa & mic thép
tai phat & nach phai; ,
Su tién
54564 2005-9-28 | 2009-08-28 | 12/2007: c6 sy di can trung )
. . , luong xau
that, phoi phai, hai bén ¢
sau khi phau thuat ung thu
vu & bén phai
54674 2005-10-10 | 2014-11-1 | Khong tai phat trong qua Su tién
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trinh theo ddi lugng tot
6/6/2006: caxinom tuyén
duogc biét hoa & muc thép '
Su tién
54775 2005-10-13 | 2007-7-27 | tai phat; 11/2006: nach ,
o luong xéu
phai, hai bén gian xuong ba
vai, mang phoi trai
Khéng tai phat trong qua Su tién
54938 2005-10-20 | 2014-11-1 ,
trinh theo doi lvong xau
Su tién
55335 2005-11-11 |{2008-11-19 | 12/2007: Di cén gan ,
lugng xau
10/12/2009: Di can gan;
28/10/2010: Di cdn gan va ‘
., Su tién
55475 2005-11-22 | 2012-4-12 | di can hach bach huyét c6 ,
luong tot
tlr cung phai; 11/11/2011:
su di cdn xuong
Khéng tai phat trong qua Su tién
55706 2005-12-8 | 2014-11-1 ,
trinh theo doi lugng tot
2/2009: caxinom dng tuyén
v xam l4n tai phat lién
quan dén co nguc; 2/2009: Su tién
55709 2005-12-12 | 2015-11-6 _ ,
di cdn xuong; 6/2009: sy di | luong x4u
can hach bach huyét nach
phai
Su tién
55792 2005-12-15 | 2009-4-1 | 01/2008: di cdn da xuong ,
lugng xau
Khéng tai phat trong qua Su tién
60546 2006-2-16 | 2013-6-1 ,
trinh theo doi luong tot
Khéng tai phat trong qua Su tién
70466 2007-1-29 | 2014-11-1 ,
trinh theo doi lugng tot
Khéng tai phat trong qua Su tién
76032 2007-11-16 | 2014-11-1 ,
trinh theo do1 luong tot
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26967 5008.12.95 | 2015.3.29 Khong tai phat trong qua Su tiér{
trinh theo doi lugng tot
Bang 7
Két qua kiém tra tr 19 mau doc lap
Mau Du doan bénh 1y Hé thdng thu nghiém dé danh gia
su tién luong bénh ung thu vi
Loai | Swtien | Suuén | Kétqua | Swtién | Sytién | Kétqua
luong tot | luong xdu | dudoan | lugng t6t | luong x4u | du doan
Su tién 7 4 72,70% 8 3 72,70%
luong t6t
(theo doi) (do dac (d6 dac
hi¢u) hiu)
Su tién 1 7 87,50% 1 7 87,50%
lwong xau
(theo do1) (d6 nhay) (d6 nhay)
Vidu6

Hién nay, viéc quyét dinh diéu trj 1am sang va ké hoach diéu tri doi v6i bénh ung
thu v phu thudc chii yéu vao két qua kham bénh ly. Ddng thoi, két qua cia viéc kham
bénh 1y 1a co s& khach quan quan trong nhit dé du doan su tién luong. Hé théng thi
nghiém st dung 289 mau FFPE tir c4c bénh nhan ung thu vi méi dugc chén doéan c6 sb
liéu theo doi trong 1am sang da biét duoc thu thap béi Bénh vién ung thu Dai hoc y Thién
Tén va Bénh vién ung thu Henan dugc thir nghiém bang hé thong dénh gid cta sang ché
d8i v6i 5 gen tham chiéu ndi va 14 gen danh diu phan tt.

Céc két qua dugc thé hién trong Bang 8.

Béang 8

K&t qua kiém ching tir 289 (kich thudc mau 16m)

Dt don bénh I Hé thdng thir nghiém déanh gia dé
u doan be
g tién lugng bénh ung thu va
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oa Su tién Sutien | Kétquadu | Sutién Sutién | Két qua
oai , , . .
luong tot | luong xau doan luong tot | lwong xau | du doan
Su
tién
71,90% 81,14%
lugng
, 128 50 142 33
tot
(theo (do dac (do dac
doi) hiéu) hi¢u)
Su
tién
56,77% 54,39%
lugng
. 48 63 52 62
xau
(theo (do
. (d6 nhay)
doi) nhay)

Kit theo sang ché cho ty 1& chinh xac 81,1% ddi voi cac bénh nhan ung thu va
m6i dugce chan doan nguy co tai phat hodc tir vong thap trong thoi gian tir 3 dén 10 nam,
trong khi ty 1& chinh x4c cua thir nghiém bénh 1y 1a 71,9%. Do nhay cua ty 1€ chinh xac
dwoc cung cp boi kit nay 1a 54,4% déi vi cac bénh nhan ung thu v méi duge chan
doan nguy co tai phat hodc tir vong cao trong thoi gian tur 3 dén 10 nam, két qua nay gan
bang ty 1& chinh x4c cua viéc du doan bénh 1y tuong ung bang 56,8%. So voi thong tin
theo dai trong 1dm sang, kit nay dat dugc ty 18 phit hop bing 70%. Ngoai trir do tudi, giai
doan pT, va s6 lugng LN ctia cac bénh nhén, khong can phai dya vao céc thong tin bénh
1y 1am sang khac.

Hé théng thir nghiém va kit ndy c6 tinh nang thir nghiém danh gia tién luong
bénh ung thu vii tdt hon so véi céc két qua danh gia bénh 1y 1am sang. N6 c6 thé lam
giam & muc do nhat dinh ddi véi viéc diéu tri qua mc va diéu trj khong thich hop do su
chan doan bénh 1y khéng chinh xéac, dép g cac yéu ciu cla viéc diéu tri dugc ca nhén
héa va chinh x4c cua cac bénh nhan ung thu vi va cai thién thém cac phuong phéap k§
thuat dé du doan tién luong bénh ung thu va ¢ Trung Qubc.

Céc gen danh déu phan tr va ung dung cta chung, kit thtt nghiém va phuong

phap xay dung m6 hinh thit nghiém dugc dé xuét boi sang ché da duge mo ta chi tiét trén
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day. Cac nguyén ly va phuong 4n cua sang ché d3 dugc mo ta cung véi cac vi du cu thé,
va phan md ta cac phuong 4n trén day chi nhim tro gitp cho dé hiéu phuong phép ciia
sang ché va y tuong bt 18i ctia nd. Can luu ¥ ring ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc nay c6 thé tién hanh nhiéu thay di va cai bién sang ché ma van nam trong

nguyén Iy clia sdng ché, va nam trong pham vi bao ho cua sang ché.
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YEU CAUBAO HO

1. B6 doan mdi dé khuéch dai td hop gen, trong do

bd doan mdi nay cé trinh tu dugc thé hién trong céc trinh tu tir SEQ ID NO: 1
dén SEQ ID NO: 28; va

tb hop gen chua cac gen BCL2, PGR, SCUBE2, ESRI, MKi67, CCNBI,
MYBL2, GRB7, ERBB2, MMP11, CD6S8, BAGI, MAPT va MS4A1.

2. Bo doan do dé khuéch dai td hop gen, trong d6

bd doan do nay cé trinh ty duogc thé hién trong céc trinh tu tir SEQ ID NO: 29
dén SEQ ID NO: 42; va

t6 hop gen chita cdc gen BCL2, PGR, SCUBE2, ESRI, MKi67, CCNBI,
MYBL2, GRB7, ERBB2, MMP11, CD68, BAG1, MAPT va MS4Al.

3. Kit thir nghiém dé dy doan nguy co tai phat vi/hodc tir vong trong thoi gian tir 3
dén 10 nam sau khi phau thuat ung thur v, trong d6 kit nay chira bo doan mdi theo
diém 1 va bo doan do theo diém 2, va cac chét phan tng thudng dugc sir dung trong

kit.
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DANH MUC TRINH TU
<110> CAPITALBIO CORPORATION; BEIJING CAPITALBIO MEDLAB CO., LTD.
<120> BO POoAN MOI VA BO DPOAN DO PE KHUECH PAT TO HOUP GEN VA
GEN THAM CHIEU NOI, KIT THU NGHIEM CHUA CHUNG
<130> O0OP170656
<160> 57

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<400> 1

catgtgtgtg gagagcgtca a 21
<210> 2

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<400> 2

gccggttcag gtactcagtce a 21
<210> 3

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhéan tao

<400> 3
caggtctacc cgccctatcet ¢ 21
<210> 4
<211> 18

<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
<400> 4

ggctctggct ggcttctg 18
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<210> 5
<211> 22
<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao
<400> 5

aaggatcacg gctgtagtca ca

<210> 6
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<400> 6

aaccaggcct gcactcaca

<210> 7
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<400> 7

tgatcaggtc caccttctag aatg

<210> 8
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<400> 8

gcgccagacg agaccaat

<210> 9
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<400> 9
gcacactcca cctgtcctga a

<210> 10
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<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhé&n tao
<400> 10

cctgactctt gttttcctga tggt

<210> 11
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhadn tao
<400> 11

ccaagcccaa tggaaacatc t

<210> 12
<211> 25
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<400> 12

attacatcag agaaagcctg acaca

<210> 13
<211> 22
<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhén tao

<400> 13

aagacaacag cttgctcaac ca

<210> 14
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<400> 14

gggccactgc tgceccttcet
<210> 15

<211> 19
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24

21

25

22

18



<212>
<213>

<400>

ADN
Trinh tw nhén

15

tccaggacaa gggcacaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

16
19
ADN
Trinh ty nhéan

16

atggcgtctg agcgagaga

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

17
19
ADN

Trinh twu nhéan

17

ccgagggccg gtatacatt

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

18

21

ADN

Trinh tu nhén

18

42546

tao

tao

tao

tao

atcccacgtc cgtagaaagg t

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

19

17

ADN

Trinh tu nhén

19

gatgcccagg gccacat

<210>
<211>

<212>

20
22

ADN

tao
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<213> Trinh tuyu nhén tao

<400> 20

ttcaccgtcg tacacccagt ac 22
<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhé&n tao

<400> 21

aagtttctcc tgccccagtg a 21
<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<400> 22

aagaaggatc aggccgatga t 21
<210> 23

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<400> 23

gctgggctca ccgtgact 18
<210> 24

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhdn tao

<400> 24

gaggtaacat gaaggtcgtg ctt 23
<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao
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<400> 25

accaagacca agagggtgac a

<210> 26
<211> 19
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<400> 26

cagagcccgg ttcctcaga

<210> 27
<211> 25
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<400> 27

aactccccat ctacccaata ctgtt

<210> 28
<211> 22
<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao
<400> 28

atcactgaca aaatgcccaa ga

<210> 29
<211> 17
<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<400> 29

tggacaacat cgccctg

<210> 30
<211> 17
<212> ADN

<213> Trinh tu nh&n tao

<400> 30
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actacctgag gccggat

<210> 31
<211> 13
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhé&n tao
<400> 31

tgcaaggagg ccc

<210> 32
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<400> 32

ctggctagag atcctgat

<210> 33
<211> 18
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<400> 33

tcatcaagga acagcctc

<210> 34
<211> 16
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<400> 34

atgtgcccct gcagaa

<210> 35
<211> 16
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<400> 35

cttcttgcag gccaag
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<210> 36

<211> 16

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<400> 36

ctggttccgt taagcc

<210> 37
<211> 15
<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
<400> 37

cgccagctgt gtgac

<210> 38

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
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<211> 15

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao
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cctgaaagaa tctcc

<210> 42
<211> 16
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<213> Trinh tu nhan tao
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cagcatacaa tctctg
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<212> ADN
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<212> ADN
<213> Trinh tu nhén tao
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<213> Trinh ty nhédn tao
<400> 51

actacagggc ggcaacca

<210> 52
<211> 22
<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao
<400> 52

aacgtccaaa caagccttct ga

<210> 53
<211> 16
<212> ADN

<213> Trinh tu nhédn tao

<400> 53

tgggcatggg tcagaa

<210> 54
<211> 17
<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<400> 54

agggctgctt ttaactc

<210> 55
<211> 16
<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<400> 55

atccttggac ccctcecc

<210> 56
<211> 16
<212> ADN

<213> Trinh tyu nhdn tao
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ctttgggtca aataac
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<212>
<213>
<400>

57

20

ADN

Trinh tu nhé&n tao
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Gia tri Ct trung binh

Fig.1
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288 ca bénh ung thu vu

91 ca khong dwoc
| chon (tap hop

> | div liéu 1): 1. Mat lién
\1/ lac trong khi theo déi,
2. Chét khong rd

Chon 197 ca nguyén nhan
e /20 1
|
4 :
Chon ngau nhién 99 ca Chon ngau nhién 98 ca I
lam nhom huan luyén lam nhom thir nghiém :
|
|
1 M6 hinh :
|

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o = |
l L&p lai 1000 1an

1000 M& hinh

l Ty 1é chinh xac =2 70%

39 Mé hinh téi wu

v
Nhom kiém chirng
(Tap hop dir liéu 1 + 19 ca m&i)

y
Gia tri trung binh ctia 39 gia tri

Fig.2





